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Effet du PEG 6000 sur le comportement morpho-physiologique et
biochimique des deux variétés de blé dur

Résumé

Le stress hydrique constitue le principal stress abiotique limitant considérablement la
productivite du blé dur (Triticum durum Desf.) en Algérie. Dans ce cadre, ce travail traite les
impacts du déficit hydrique provoqué par PEG 6000 a deux concentrations 10 et 20% sur la
réalisation des principales phases de germination chez deux variétés de blé dur Beliouni et
Waha. Le stress hydrique imposé par PEG 6000 a retardé la germination des graines de
variétés testées (le taux de germination final et la cinétique de germination). De méme, le
PEG 6000 a eu un effet dépressif sur la croissance des racines et de la partie aérienne des
plantules testés. D’autre part 1’analyse électrophorétique par SDS-PAGE des protéines totales
foliaires, montrent que le stress hydrique a inhibés certaines protéines et a induit la synthese
d’autres, alors que d’autres ont été présentent chez les témoins et les stressées. En résumeé, les
deux variétés testées utilisent les mémes stratégies de réponse au stress hydrique appliqué
mais a des dégrée différents. Ces deux variétés peuvent étre utilisees comme c’est un tableau

de sélection du blé dur a la tolérance au stress hydrique.

Mots clés

Blé dur, germination, protéines, stress hydrique, tolérance,



Effect of PEG 6000 on the morpho-physiological and biochemical behavior
of the two varieties of durum wheat

Abstract:

Water stress is the main abiotic stress considerably limiting the productivity of durum
wheat (Triticum durum Desf.) in Algeria. In this context, this work deals with the impacts of
the water deficit caused by PEG 6000 at two concentrations 10 and 20% on the achievement
of the main phases of germination in two varieties of durum wheat Beliouni and Waha. The
water stress imposed by PEG 6000 delayed the progress of seeds germination of the varieties
tested (the rate of final germination and the kinetics of germination). Similarly, PEG 6000 had
a depressant effect on the roots growth and the aerial part of the seedlings tested. On the other
hand, electrophoretic analysis by SDS-PAGE of total leaf proteins shows that water stress
inhibited certain proteins and induced some new ones, while others were present in controls
and stressed ones. In summary, the two varieties tested use the same response strategies to
applied water stress but to different degrees. These two varieties can be used as a selection

matrix of durum wheat for tolerance to water stress.

Keywords

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

Introduction

Le blé dur (Triticum durum Desf) compte parmi les especes les plus anciennes et
constitue une grande partie de 1’alimentation de 1’humanité, d’ou son importance économique.
Le blé engendre 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 ceréalierres (Bonjean et
Picard, 1990).

Les sélectionneurs de blé ont accompli des contributions uniques et d’excellents progres
pour 1’augmentation de la production au cours des derniéres décennies, principalement dans
les pays moins développés. Cependant, il existe de nombreux défis qui leurs attendent encore
pour rendre la nourriture plus accessible que jamais d’une maniére durable et pour répondre

aux besoins d’une population croissante.

En Algérie, le blé constitue l'aliment principal des habitants, notamment la semoule
(couscous, galettes, pates alimentaire) et la farine (pain et patisserie), et également de
I’alimentation animale. 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. La faiblesse de la production céréaliére et particulierement celle des blés, a rendu
notre pays parmi les premiers acheteurs mondiaux. L’ Algérie, troisiéme importateur mondial
de blé, cultive les céréales sur 3,5 millions d’hectares (Agro, 2019). La fluctuation du

rendement est due principalement aux facteurs biotiques et abiotiques.

L un des facteurs abiotiques majeurs limitant la croissance et la productivité du blé est
le stress hydrique qui représente la contrainte la plus dommageable pour la culture de blé a
travers le monde et surtout au niveau des pays du bassin méditerranéens dont 1’ Algérie (Royo
et Abio, 2003). Pour parer a cette situation, 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. Une bonne connaissance des mécanismes mis en jeu
par les plantes afin de s’adapter au stress hydrique et maintenir leur croissance et leur
productivité s’impose physiologiques et biochimiques impliqués dans la tolérance au stress

hydrigue est de ce fait indispensable en vue de la sélection de variétés tolérantes chez le blé.



Introduction

Dans ce contexte 1’é¢tude de la phase de germination constitue un des segments
essentiels de la recherche scientifique. La phase de germination constitue une étape
primordiale dans I’installation des cultures et sur laquelle repose la réalisation de la croissance
précoce des plantes et le mode de déroulement des stades ultérieures de développement. La
sélection des paramétres limitant I’impact du déficit hydrique sur le déroulement des
différentes phases de la germination constitue un objectif primordial dans tout travail

d’amélioration visant a améliorer les aptitudes de tolérance a ce stress chez le blé dur.

Pour répondre a cette préoccupation, ce travail a pour objectif d’étudier 1’effet de stress
hydrique imposé par 1’utilisation du PEG6000 sur le comportement de deux génotypes de blé

dur (Triticum durum Desf.), ceci par la mesure de certains paramétres au stade germinatif.
Ce mémoire s’ouvre sur une introduction suivie par trois grands chapitres :

Le 1% chapitre : une synthése bibliographique, portant sur 1’origine et I’importance blé,
le stress hydrique et ses effets sur les plantes et les mécanismes de réponse de ces

dernieres.

Le 2°™ chapitre : matériel et méthodes, comporte une description du matériel végétal,

des conditions de culture, des variables étudiés.

Le 3°™ chapitre est consacré aux résultats obtenus et & leurs discussions. En cldturant

le manuscrit par une conclusion et perspective.
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CHAPITRE 01 : synthése bibliographique

I-  Généralités : le blé dur
1- Importance et utilisation de blé dur

Le blé est I’'une des principales ressources alimentaire de I"humanité. Il assure 30 % des
besoins énergetiques, il sert également a 1’alimentation des animaux. Les semoules se prétent
a la fabrication, souvent industrielle, d’un nombre extraordinairement diversifié d’aliments :
pains, couscous, galettes, pates alimentaires. Cette diversité d’usage revient a la capacité des
protéines qu’il contient, a former en présence d’eau un réseau viscoélastique, le gluten. Mais
les protéines ne sont pas les seules constituantes dont la présence est nécessaire a | obtention
d’aliments savoureux et nutritifs : 1’amidon qui constitue la plus grande partie du grain, les
lipides, et les enzymes sont autant des molécules qui y contribuent. Les enzymes dont les
principales sont I'a et la B amylases, des protéases ainsi que des lipases et des lipoxygénases
(Samson et Morel, 1995).

2- Origine du blé dur
2-1- Origine génétique

Le blé appartient a la famille des graminées (Gramineae = Poaceae), qui comprend
plus de 10000 especes différentes. Plusieurs especes de ploidie différentes sont regroupées
dans le genre Triticum (Allo polyploidie), dont les génomes homéologues dérivent de

I'nybridation inter especes appartenant a la méme famille (Levy et Feldman, 2004).

Les espéces de blé les plus cultivées aujourd’hui sont le blé tendre (Triticum
aestivum) et le blé dur (Triticum turgidum). Les données archéologiques indiquent que ces
especes sont cultivées depuis 10000 ans. Les études cytologiques de toutes ces especes ont
permis d'établir I'origine des especes de blé cultivées. Il est acquis que le génome A provient
de Triticum monococcum, le génome B d’un Aegilops (bicornis, speltoides, longissima ou
searsii) et le génome D d’Aegilops squarrosa. Quant au blé dur, il ne comporte que les deux
génomes AA et BB, soit 28 chromosomes. Le croisement naturel entre T. monococcum et
Aegilops (porteur du génome B) a permis 1’apparition d’un blé dur sauvage de type AABB
(Triticum turgidum ssp. dicoccoides) qui a ensuite progressivement évolué vers T. turgidum

ssp. dicoccum puis vers T. durum = blé dur cultivé (Figure 1) (Benderadji, 2013).
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Triticum urarty ~ AA BB Aegilops speltoides DD Aegilops tauschii
Hybridation naturelle/
Triticum dicoccoides
Amidonnier sauvage = 17.000 ans
AA BB
Domestication Domesncanonl
- 8000 ans
Triticum turgidum  dicoccum
Amidonnier o
AA BB
Mutation nat'urelle l - 7000 ans .
«grain nu»
Triticum Triticum turgidum durum .....................................'.i}yHybridation naturelle
iy Bléd Triticum aestivum aestivum
Engrain, petit 3 po.000.ans .
épeautre AA BB AA BB DD BIétendre

a

Figure 1 : Généalogie du blé dur ©ARVALIS Institut du Végétal
2-2-  Origine géographique

L'évaluation de l'origine géographique du blé dur est un défi important et émergent, en
raison de la valeur ajoutée qu'une allégation d'origine pourrait apporter a la matiére premiere
elle-méme, et par la suite aux produits finaux (Cavanna et al., 2020). Le blé dur est I’une des
premiéres especes cueillies et cultivées par I'homme, depuis plus de 7000 a 10000 ans, dans le
croissant fertile, zone couvrant la Palestine, la Syrie, I’Irak et une grande partie de I’Iran
(Ferret,1996). Bonjean et Picard, 1990, affirment que le monde Romain a largement contribué
a la diffusion des céréales du bassin méditerranéen vers 1’Europe centrale et I’Europe de

I’Ouest (Figure 02).
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Origine de
Tribcum turgsdum

Ouffusion de
Trboum turgidurm

Légende

Figure 2 : Carte du centre d’origine et la diffusion de la culture de Triticum turgidum
(Bonjean, 2001)

2-3-  Description et classification botanique

Le blé est une plante annuelle de la classe des Monocotylédones, de 1’ordre des Poales,
de la famille des Poacées, de la tribu des Triticées, appartenant au genre Triticum (Tableau 1).

Cette famille comprend 600 genres et plus de 5000 espéces (Feillet, 2000).

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

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédones
Ordre Poales

Famille Poaceae

Tribu Triticeae

Genre Triticum

Espéce Triticum durum Desf.
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Il s’agit d’une graminée annuelle de hauteur moyenne et dont le limbe des feuilles est
aplati. L’inflorescence en épi terminal se compose de fleurs parfaites (Soltner, 1998). Le
systeme racinaire comprend des racines séminales produites par la plantule durant la levée,
ainsi que des racines adventives qui se forment plus tard a partir des nceuds a la base de la
plante et constituent le systeme racinaire permanent (Bozzini, 1988). Le blé dur possede une
tige cylindrique, dressée, habituellement creuse et subdivisée en entrenceuds. Le chaume
(talles) se forme a partir de bourgeons axillaires aux nceuds a la base de la tige principale. La
tige principale et chaque brin portent une inflorescence en épi terminal. A maturité, le grain de
pollen fusiforme contient habituellement trois noyaux. Chaque fleur peut produire un fruit a
une seule graine, soit le caryopse (Bozzini, 1988). Chaque graine contient un large
endosperme et un embryon aplati situ¢ a I’apex de la graine et a proximité de la base de la

fleur (Soltner, 1998).

Maitre brin g

-

SR

P I

" '
Intre-ricud |
ol

|
i

R}cSomc oo

Figure 3 : Morphologie du blé
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2-4-  Grain du blé

Les grains de blé sont des fruits, appelés caryopses. Type de fruit sec indéhiscent,

spécifique des graminées, contenant une seule graine dont le tégument est intimement soudé

au pericarpe du fruit (Pomeranz, 1988). Les grains sont de forme ovoides, possedent sur I'une

de leurs faces une cavité longitudinale "le sillon" et a I'extrémité opposée de lI'embryon des

touffes de poils "la brosse™ (figure 4).

Le grain de blé comporte trois parties distinctes :

L’embryon ou le germe riche en lipides, protéines, vitamines et éléments minéraux
représente environ 3% du grain. Il est éliminé a la mouture pour éviter le rancissement et
augmenter la durée de conservation.

Les enveloppes divisées en trois parties : le péricarpe, le tégument séminal et 1’assise
protéique, représentent 13 a 15% du grain.

Le péricarpe et le tégument séminal sont essentiellement composés de cellulose et de
matieres minérales. L’assise protéique est riche en lipides, protéines, matiéres minérales et
vitamines. Les enveloppes sont éliminées pendant la mouture et deviennent les sons.
L’albumen ou I’amande farineuse ou albumen amylacé (82 a 85% du grain) est composée
essentiellement d’amidon (70 a 75%) et de protéines (10 a 12%). Une faible proportion de
matieres minérales et de vitamines est également présente (0,3 a 0,6%). C’est 1’amande

qui donnera la farine.
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Brosse

Composition massique
" Enveloppes

Germe Grain de blé

Fer
Glucides Protéines Lipides Fibres (% AJR) Autres
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Figure 04 : Composition du grain du Blé
2-5-  Cycle de vie
Le cycle de développement du blé est marqué par une série de transformations qui concernent
la tige et I'épi, voir figure n°5 (Moule, 1971 ; Clement, 1981 ; Gate, 1995) :

2-5-1- Période végétatif : Elle s’étend du semis au début de la montaison

= Germination
La germination qui correspond a l'entrée de la semence en vie active au tout début de
croissance de I'embryon.

= Levée
La levée commence quand une premiéere feuille parait au sommet de la coléoptile.
L'axe portant le bourgeon terminal se développe en un rhizome dont la croissance
s'arréte a 2cm en dessous de la surface du sol.

= Tallage
La production de talles commence a l'issue du développement de la troisieme feuille.
IIs se forment des bourgeons a l'aisselle des feuille donne ainsi des talles, chaque talle

primaire donne des talle secondaire.
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=  Montaison
La montaison débute a la fin du tallage, elle est caractérisée par I'allongement des

entre nceuds et la différenciation des pieces florales
2-5-2- Epiaison

C'est la sortie de I'épi de gaine de la derniere feuille, on note I'épiaison quand I'épillet terminal
apparait au-dessus de la gaine de la derniere feuille.

2-5-3- Floraison

La floraison est manquée par la sortie des étamines lors des épillets et se termine des que
toutes les étamines sont extériorisées. Le blé commence a changer de couleur il perd sa

couleur verte pour tourner plus jaune /doré/bronze.
2-5-4- Période de formation et de maturation de la graine

Cette phase marque la modification du fonctionnement de la plante qui sera alors orientés
vers le remplissage des grains a partir de la biomasse produite, Au début, le grain s'organise
les cellules se multiplient.

2-5-5- Maturation des grains

La phase de maturation succede au stade pateux (45%d'humidité). Elle correspond a la phase
au cours de laquelle le grain va perdre progressivement sont humidité en passant par divers

stades.
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Figure 5 : Cycle de vie du Blé

3- Importance et culture du blé dans le monde et en Algérie

Le blé occupe la premiére place pour la production mondiale et la deuxiéme apres le riz,
comme source de nourriture pour les populations humaines, il assure 15% de ses besoins
énergétiques (Bajji, 1999). Il représente 30% de la production mondiale des céréales et 20%
de la ration alimentaire consommée par la population mondiale. Le blé dur (Triticum
turgidum var. durum) est I’espéce la plus cultivée dans le bassin méditerranéen de 1'Afrique
du Nord (Bonjean et al., 2016), il occupe dans le monde 5 % du total des terres réservées aux

blés, avec une production de 38 million métrique de tons en 2014 (Ranieri, 2015).

En Algérie, le blé dur occupe 45% de la sole réservée aux céréales, soit 1,6 Mha
(ONFA, 2017), et qui offre une production de 2,5 millions de tonnes (CIG, 2016 in
www.world-grain.com). Une moyenne de 2 MT de blé dur est importée chaque année
(USDA, 2017). La productivité agricole est limitée principalement par la sécheresse dans les

régions arides et semi-arides (Mir et al., 2012), comme la zone méditerranéenne, est
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caractérisée par des précipitations irréguliéres (Habash et al., 2009), le déficit hydrique et les
températures élevées de fin de cycle, deux majoritaires contraintes influencant la culture de
blé dur en Algérie (Mekhlouf et al., 2006). L’introduction des variétés a haut rendement a
causé la disparition de nombreuses variétés Algériennes locales, caractérisées par leurs

adaptations au milieu (Bouzerzour et al., 2003).

4- Lagermination

La germination est une phase physiologique qui correspond a la transition de la phase de vie
latente de la graine séche a la phase de développement de la plantule, Le processus de
germination commence dés que la graine seche est hydratée, ¢’est un phénomeéne naturel qui
intervient dans des conditions favorables de température, d’oxygénation et d’obscurité (
Bensaadi , 2011). La cinétique de prise d’ecau permet de caractériser la germination en trois

phases (Beweley, 1997).
4-1-  Conditions de germination

L'ensemble des facteurs qui interviennent au moment de la germination mais aussi tout
au long de la vie d'une graine, exerce une influence sur son comportement lorsqu'elle est mise
a germer. La germination ne peut avoir lieu que si en plus de 1’eau, la tempeérature et

I’oxygene sont assurées (Bensaadi, 2011) :

= L’eau: est évidemment indispensable et doit &tre disponible dans le milieu extérieure
en quantit¢ 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.

= L’oxygene : Seul I’oxygene dissous dans ’eau d’imbibition est utilisé par I’embryon
pour ces besoins métaboliques. Ce gaz ¢étant trées peu soluble dans 1’eau. La
germination engage de nombreuses oxydations ; les semences germent dans 1’eau
courante seulement.

= La température : Il existe pour chaque plante et chaque phase de végétation des

températures minima, optima et maxima.
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4-2-  Mécanismes physiologiques de la germination

Il est ainsi démontré que la germination comprend trois phases successives (figure 06) : la

phase d'imbibition, la phase de germination stricto sensu et la phase de croissance.

4-2-1- Phase d’imbibition

La premiere phase ou phase d'imbibition est un phénomeéne d'entrée rapide et passive
d'eau. Elle se déroule méme si la graine n'est pas viable. Cette entrée d'eau est accompagnee
d'une augmentation de la consommation d'oxygene attribuée a l'activation des enzymes
mitochondriales qui vont fournir de I'ATP (Anzala, 2006). L'intensité respiratoire s'accroit tres
fortement au cours des premieres heures de l'imbibition et s'accompagne parfois d'un

dégagement de chaleur.
4-2-2- Phase de germination sensu-stricto

A ce stade I'hydratation des tissus est totale, I’activité respiratoire est ralentie, la graine
peut étre réversiblement déshydratée et réhydratée sans dommage apparent pour sa viabilité.
Elle s’achéve avec 1’émergence de la radicule hors des téguments. Cette émergence, rendue
possible grace a I'élongation des cellules, coincide avec la fin de la deuxiéme étape et la perte

de la tolérance a la dessiccation (Benyahia, 2017).
4-2-3- Phase de croissance

Cette phase est caractérisée par une reprise de 1’absorption de 1’eau et une élévation de la
consommation d’oxygene, elle correspond en fait a un processus de croissance affectant la
radicule puis 1'émergence de 1’épicotyle et des cotylédons, qui constituent la partie aérienne de

la plantule (Nivot, 2005).
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Figure 06 : Principaux événements liés a la germination (d'apres Bewley, 1997).

I1-  Stress hydrique
1- Définitions des stress

On appelle stress toute pression dominante exercée par un parametre, perturbant le
fonctionnement habituel de la plante. Par ailleurs, la réponse du végétal dépend, entre autres,
de ces parametres environnementaux (le type de contrainte, son intensité et sa durée) et
génétiques (espéce et génotype) (Hopkins., 2003). Selon Dutuit et al (1994), le stress est le
dysfonctionnement (rupture d’un équilibre fonctionnel) produit dans un organisme ou dans un
systeme vivant, par exemple par une carence. Le stress est un ensemble de conditions qui
provoquent des changements de processus physiologiques résultant éventuellement en dégats,
dommages, blessures, inhibition de croissance ou de développement. Au niveau d’un
écosysteme par exemple, toute contrainte externe qui limite la productivité en deca de la
potentialité génétique d’une plante peut étre considérée comme stress (Grime., 1979 in Baba
Sidi Kaci., 2010). On distingue deux grandes catégories de stress (Lamkadem et Debbach,
2014) : biotique (imposé par d’autres organismes et abiotique (provoqué par un défaut ou
exces de I’environnement physico-chimique comme la sécheresse, les températures extrémes,

la salinité).
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2- Notion du stress hydrique

Egalement appelé « pénurie d’eau », voire «rareté de I’eau» dans les cas les plus
extrémes, le stress hydrique est une situation critique qui surgit lorsque les ressources en

eau disponibles sont inférieures a la demande en eau.

D’une maniére générale, le stress hydrique provient essentiellement d’un déséquilibre a
la fois géographique et temporel. Ce terme de « stress hydrique » désigne notamment dans
certaines zones géographiques et pendant une certaine période :

e Une demande en eau qui dépasse la quantité d’eau disponible ;

e Une qualité de I’eau qui nécessite d’en limiter son usage (par exemple : une eau non

potable, une eau saumatre, etc.).

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, sachant que
la réserve d'eau utile pour la plante est la quantité d'eau du sol accessible par son systeme
racinaire (Laberche, 2004).

D'autres auteurs limitent la définition du stress aux seules conditions correspondant a
une hydratation su optimale des tissus. D'un point de vue physique, le stress hydrique résulte
d'un abaissement du potentiel hydrique dans I'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) (Lamaze et al., 1994).

3- Meécanismes des réponse aux stress hydrique

Que la plante soit continuellement en situation de stress, ou saisonnierement, ou
ponctuellement, elle a besoin de survivre. Pour tolérer au desséchement, la plante peut utiliser

differentes stratégies, soit individualisées ou combinées.

3-1- L’évitement

La stratégie d’évitement est la capacité d’une plante a supporter une sécheresse en
évitant ou retardant la déshydratation des tissus, conservant ainsi un potentiel hydrique interne
élevé et satisfait en présence de stress hydrique (Clavel et al., 2005). Selon Elhassani et
Persoons, (1994), dans le cas de 1’évitement, la plante accomplis son cycle végetatif en dehors

des périodes de sécheresse qui pourraient interferer de fagon significative avec le
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rendement. Elle permet a la plante de traverser des péeriodes de sécheresse en privilégiant la
limitation de la perte en eau, ce qui restreint la chute de potentiel hydrique des tissus.

3-2- L’esquive
Consiste a maintenir un état hydrique interne satisfaisant en présence d’une contrainte

hydrique. Ce potentiel hydrique élevé peut étre obtenu par :

e L’augmentation de I’absorption racinaire de I’eau : Cette augmentation peut étre
obtenue par un systéme radiculaire dense, profond et a rapport pondeéral racines sur
tiges ¢levé. Les plantes a enracinement superficiel et peu dense vont souffrir plus d’un
déficit hydrique que les plantes a enracinement profond (Elhassani et Petersoons,
1994). .

o Réduction des pertes en eau : Selon Levitt, (1972), la régulation stomatique constitue
le principal mécanisme de contrble instantané des pertes en eau. La résistance
cubiculaire, la réduction de la surface foliaire et des radiations interceptées (présence
de cire ou changement de position de la feuille) constituent autant de mécanismes de
réduction des pertes en eau de la plante (Elhassani et Persoons, 1994).

Selon Guyot, (1998), il existe des especes dites iso hydriques (poikilohydriques)
capables de supporter des variations importantes de potentiel hydrique, et des especes
anisohydriques (sténohydriques) qui ne supportent que des variations de potentiels limités et
dont le potentiel suit 1’évolution de celui du sol. La plupart des especes sont classées dans
cette deuxiéme catégorie. Pour ces deux types de plantes, le mécanisme de commande de la
régulation stomatique est différent. Pour les plantes isohydriques, les stomates sont
commandées par 1’acide abscissique (A.B.A) émis par les racines ; alors que pour les especes
anisohydriques , le mécanisme de fermeture des stomates semble dépendre en premier lieu du
potentiel foliaire et éventuellement en second lieu de I’A.B.A émis par les racines, mais en

quantités moindre que pour les plantes isohydriques.

La densité stomatique parait également un autre moyen pour esquiver une secheresse.
En effet, Miskin et al., (1972), en étudiant I’effet de la densité stomatique sur la transpiration,
la photosynthese et la résistance stomatique de quelques variétés d’orge, ont conclu que la
sélection des plantes a faible densité stomatique serait un moyen efficace et logique pour

trouver des cultivars résistants au stress hydrique.
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3-3- Latolérance

Selon Leclerc, (1999), si I’évitement ou I’esquive ne sont pas possibles, il faut faire face
et résister, ce qui n’est possible que dans certaines limites. Une plante résistante au stress
hydrique possede des caractéres morphologiques et métaboliques lui permettant de maintenir
une teneur en eau de ses tissus éleves (Levitt, 1972). Ces caractéres sont conditionnés par la
nature de leur métabolisme et par les propriétés chimiques de leurs protoplasmes. Elhassani et
Persoons, (1994) considérent qu’une plante est résistante au déficit hydrique, quand elle est
capable de maintenir son activit¢ métabolique sous de faibles potentiels d’eau jusqu’a un
point donné. Ces auteurs ont observé que la tolérance au déficit hydrique est liée a des
adaptations de nature physiologiques et son degré varie selon les espéces et le stade de

croissance.

En matiére d’adaptation et de tolérance au stress hydrique, Leclerc (1999), rapporte

qu’il apparait dans la plante des caractéres d’adaptation des structures ou des molécules.
Adaptation de structures membranaire, stabilisation cytoplasmique par la synthése des
protéines spéciales ; changement d’activité peroxydase, accumulation d’antioxydants (acide
ascorbique) des substances osmotiquement actives (polyols, proline, bétaine) ou des
métabolites secondaires intervenant dans de nombreux processus de défense (anthocyanes,

flavonoides variées), des hormones dits de détresse (acide abscissique et acide jasmonique).

4- Meécanismes moléculaires de la tolérance au stress hydrique

La tolérance a la sécheresse est le résultat de mécanismes physiologiques, biochimiques
et moléculaires complexes. L’expression de différents genes et l'accumulation de divers
osmolytes tels que la proline, les sucres solubles (I’ajustement osmotique) couplés a un
systeme antioxydant efficace sont souvent les principaux mécanismes de tolérance au déficit
18 hydrique. Plusieurs de ces mécanismes ont été caractérises chez différents plantes (Kiani,
2007) Les différents mécanismes adaptatifs combinés entre eux peuvent conférer aux plantes
des comportements différents en situation de contraintes hydriques. L’adaptation se rapporte a
des modifications de structure ou de fonction héritables, qui augmentent I’adéquation de
I’organisme dans un environnement stressant. Les modifications morphologiques et
physiologiques associées au métabolisme acide des crassulacées (CAM) sont des exemples
d’adaptation (Hopkins, 2003).
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Il existe des mécanismes moléculaires actifs, spécifiques du déficit hydrique, qui sont
mis en jeu a 1'échelle de geénes et protéines. L’analyse des réponses au déficit hydrique au
niveau de I’expression des transcrits a permis d'identifier des genes qui sont induits lors d'un
déficit hydrique et qui participent ainsi potentiellement aux réponses de la plante (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 adaptees et performantes.

Des études ont permis de classer les protéines identifiées en différentes catégories selon
leur fonction. Le premier groupe de protéines intégre une grande famille de protéines qui sont
les LEA. Ces polypeptides sont synthétisés a la fin de I'embryogenése, ce qui confére leur
nom, leur nature est hydrophile. Elles sont fortement exprimées dans les tissus des plantes en
réponse a des facteurs de stress environnemental (Wong, 2009). Le deuxiéme groupe de
protéines est les aquaporines. En condition de stress hydrique, les plantes équilibrent leur état
hydrique en ajustant la conductibilité de l'eau de leurs tissus, les tissus vasculaires et les

cellules de garde jouent un role important dans ce processus (Maurel et Chrispeels, 2001).
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1- Matériel Végétale
Le matériel végeétal utilisé dans cette étude est constitué de deux variétés de blé dur

(Triticum durum Desf). Les semences de ces derniéres ont été fournies par I’Institut
Technique des Grandes Cultures (ITGC) d’EL-Khroub Constantine (Tableau 2).

Tableau 2 : Principales caractéristiques des deux variétés de ble dur étudiées :

Variété Caractéristique

Beliouni C’est une variété locale ancienne, elle est
caractérisée par sa bonne adaptation et sa
tolérance au stress hydrique, et aussi ses
rendements jugés stables.

Waha Elle a été obtenue par 'ICARDA (International
Center of Agriculture Research in the Dry
Areas) en Syrie, et denommée « SHAM1 ».
Elle a été introduite en Algérie depuis 1975.
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.

2- Mise en place de I’essai : Application du stress hydrique et stade de
mesure
L’essai a été réalisé au niveau du laboratoire de Génétique Biochimie et Biotechnologie
Végétale, (équipe IV : Physiologie Moléculaire et Biodiversité des Plantes) a Chaabat EL

Rasses, Université Mentouri Constantinel.

Notre étude consiste a analyser 1’effet d’une contrainte hydrique au stade germination
du blé dur. Les graines choisies doivent étre saines, elles ont été sélectionnées selon leur taille
et leur forme. Les graines de chaque variété ont été stérilisées a 1’aide d’une solution d’eau de
javel (hypochlorite de sodium a 5%) pendant 15 minutes puis rincées cing fois a I'eau stérille
pour éliminer toute trace de I’ hypochlorite de sodium. Les graines ont été mis a germer dans

des boites de Pétri tapissées de deux couches de papier filtre, a raison de 30 graines par boite
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avec trois répétitions par traitements et par variétés. Les trois traitements utilisés sont les
suivantes : 0, 10 et 20% de PEG 6000. Les boites témoin ont été imbibées avec de I'eau
distillée tandis que les autres ont été imbibées avec des solutions de PEG600 de différentes
concentrations. 10 ml de chaque solution ont été ajoutés a chaque boite de Pétri, chaque 48 h
pour une durée de 10 jours. Dans le cas du controle, ce fut de I’eau distillée. Les boites sont
mises & 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. Apres
I’obtention de la radicule, les boites sont mises a la lumiére avec une photo période de 16h de

lumiére et 6h d’obscurité.
3- Variables mesurés

3-1- Paramétres Morpho-physiologiques
3-1-1- Taux de germination finale (G %)

Ce parametre constitue le meilleur moyen d’identification de la concentration des PEG
qui présente la limite physiologique de germination des graines de blé dur. La germination est
notée apres 10 jours, il est exprimé par le rapport : Nombre de graine germée dans le dernier
jour sur le nombre total de graine. Le taux de germination a été déterminé selon la formule de
Come (1970) :

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

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

NTG représente le nombre total de graines incubées.

3-1-2- Cinétique de germination (CG, %)

La cinétique de germination est calculée par le nombre de graine germees a 24, 48, 72,
96, 120, 144, et 168 h apres le début de I’expérience, rapportées au nombre de graines mises

en germination:
CG(%) = 100(Nombre de graines germées a TN/NTG)

TN=2a24,48,....., 168h.

NTG représente le nombre total de graines incubées.
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3-1-3- Longueur de racine (cm)

La longueur maximale des racines est la longueur de la racine la plus longue, la mesure

de la longueur de racine a été réalisée avec un papier millimeétre.
3-1-4- Longueur de la coléoptile (cm)

La longueur des coléoptiles est mesurée a partir de la graine jusqu’a la sortie de la

premiére vraie feuille a I’aide d’un papier millimétre.
3-2- L’analyse des protéines totales par SDS-PAGE

Les protéines sont des molécules jouent un réle dans la structure et la fonction de la
cellule, on peut les isoler, les analyser et les étudier. Un des outils d’analyse du protéome le
plus souvent utilisé est I'électrophorese qui est une technique biochimique de séparation
fondée sur le fait que des molécules portant des charges électriques migrent a des vitesses
différentes lorsqu'elles sont placées dans un champ électrique. La séparation des protéines par
SDS-PAGE permettant une séparation des molécules dans le gel selon leur poids moléculaire.
La technique électrophorese monodimensionnelle sur gel de polyacrylamide en présence de
SDS est réalisée selon la méthode de Laemmli, (1970) citée par De Leonardis et al., (2007).
Cette technique permet de déterminer le poids moléculaire des sous unités formant une

protéine, et de se rendre compte du degré de purification atteint a chaque étape.
3-2-1- Extraction des protéines totales

Les protéines totale des feuilles sont extraites selon la méthode de De Leonardis et
al.,( 2007). L’extraction commence par le broyage de 100 mg des échantillons de chaque
niveau de stress dans ’azote liquide a 1’aide d’un mortier et un pilon puis ajouter 1 ml de la
solution de précipitation (Annexe.01), homogénéiser et on laisse reposer une heure a - 20°C et
centrifuger 15mn a 4°C a 13 000 rpm. L’étape suivante consiste a €liminer le surnageant en
renversant le tube tout en veillant a ne pas détacher le culot, laver le culot avec 1ml de
solution de ringage (Annexe.0l1), laisser reposer une heure & - 20°C puis éliminer le
surnageant délicatement. Dans un dessiccateur et pendant 30 minutes a 60°C on fait sécher les
tubes puis réduire le culot en poudre a I’aide d’une baguette en verre. Le culot ainsi réduit est

récupéré dans 100 pl de tampon de solubilisation Laemmli buffer (Annexe.01), vortexer et
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pour finir passer a une centrifugation 10 minutes a 20°C et stocker a -20°C. Le produit est
enfin prét a étre déposé aprés sa décongélation.

3-2-2- Dépots des échantillons et migration dans le gel

25 ul de chaque échantillon est déposé dans un puits a I’aide d’une microseringue tout
en respectant 1’endroit du dépot de marqueur de taille. Aprés chaque dépot la seringue doit
étre rincée avec le tampon de migration. La cuve d’électrophorese est remplie avec un volume
suffisant de tampon de migration (Annexe.02). Enfin, la cuve est fermée et est reliée a un
générateur qui va assurer le passage du courant électrique. La migration est menée a une
intensité constante de 30mA/gel. Une fois la migration terminée, il faut attendre jusqu’a ce

que le front de BBP atteigne le bord inférieur des plaques (Approximativement 45 min).
3-2-3- Fixation et coloration

Apres la fin de la migration, les gels sont démoulés et récupérés dans des bacs en
plastique puis recouverts avec une solution de coloration est constituée d'un fixateur des
protéines, le TCA (acide trichloracétique) a 60% et d'un colorant, le bleu de Coomassie R250
(Annexe 02). Les gels doivent étre maintenus en agitation pendant 45min pour éviter le dép6t

du colorant. Aprés ils sont decolorés dans de Solution de décoloration (Annexe 02).
4- Traitement des données

Afin de pouvoir caractériser les différences existant entre les deux variétés étudiées
concernant les différents paramétres mesurés, les moyennes, 1’ecartypes, ainsi que 1’analyse
de la variance ANOVA a deux facteurs de classification ont été utilisés, le facteur variéte,
facteur traitement ont été réalisée par I’utilisation logiciel d’analyse statistique Excel-stat
2009. En ce qui concerne I’analyse des protéines totales par SDS-PAGE, le gel obtenu a été
traité par le logiciel PhotoCapt. La présence des bandes est codée par « 1 » et leur absence par

« 0 ».
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1- Effet du stress hydrique sur les paramétres morpho-physiologiques

1-1- Variation de taux de germination

Le taux de germination varie en fonction de traitement appliqué par PEG 6000. Les
valeurs obtenues indiquent que la capacité germinative des graines diminue a mesure que la
concentration en PEG 6000 augmente. La figure 07 montre que dans les conditions de
I’absence de PEG 6000, dans une solution témoin, I’ensemble des graines testées ont été
germé en totalité, en atteignant presque les 100 %, aussi bien pour la variété Waha (96.67%)
que la variété Beliouni (93.33%). L’histogramme montre que quelle que soit la variété
Beliouni ou Waha, la capacité germinative des graines stressés est réduite comparativement
au témoin et ceci pour les deux concentrations utilisées de PEG 6000. Le résultat obtenu
permet de noter que la variété Waha parait plus tolérante au stress hydrique que la variété
Beliouni (Figure 7).

B Témoin m10% PEG m20% PEG

90,00
80,00
§ 70,00
~ 60,00
50,00
40,00
30,00

Beliouni Variétés Waha

Taux de germination finale

Figure 07 : Variation du taux de germination finale chez deux variétés de blé dur

soumisent en condition de stress osmotique

L’analyse de la variance a deux facteurs de ce paramétre fait ressortir une différence

non significative pour le facteur Variété (p>0.153), une différence significative pour le facteur
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traitement stress (P>0.038) et une différence non significative pour [’interaction
Variétés*Traitement (P>0.431) (Tableau 03).

Tableau .03: Comparaison des moyennes de taux de germination finale obtenues a
partir des différents traitements de stress appliqués aux deux variétés de blé dur.

Source ddl Somme des Carré F de Pr>F
carrés moyen Fisher
Variétés 1 68.056 68.056 2.333 0.153
Traitement 2 252.778 126.389 4.333 0.038
Variétés*Traitement 2 52.778 26.389 0.905 0.431

Le test de NEWMAN-KEULS au seuil 5% pour le facteur traitement présente deux
groupes homogeénes. Le premier groupe A correspond au témoin avec une moyenne générale
de 95.00%. Le deuxiéme groupe B correspond aux traitements de stress 10 et 20 % avec des

moyennes générales de 87.5 et 86.67% successivement.

Tableau 04 : Classement des groupes niveaux de stress hydrique chez les deux variétés
pour le taux de germination finale, « test Newman-Keuls avec un intervalle de confiance a
95,00 %».

Modalités Moyenne Regroupements
Témoin 95.000 A
20% PEG6000 87.500 B
10% PEG6000 86.667 B

Des études sur I’effet de la quantité d’eau disponible, pendant la phase germinative des
graines de blé dur ont été faites. Les pourcentages finaux de la germination, comparativement
au contréle, diminuent au fur et a mesure que le potentiel osmotique augmente chez le blé dur
(Hamla, 2016). Ses résultats confirment 1’effet du PEG-6000, sur le taux de germination des
variétés de blé dur étudiées, mais aussi une différence de sensibilité entre génotypes vis-a-vis
de cette contrainte (Hamla, 2016). Certaines variétés se montrent plus sensibles a mesure que
la concentration du PEG-6000 augmente, alors que d’autres y réagissent relativement a

moindre mesure. D’aprés Prado et al., (2000), la diminution du taux de germination est due a
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un processus de dormance osmotique développé sous conditions limitantes. Cela constitue

une stratégie d’adaptation a 1’égard des contraintes environnementales.

1-2-  Variation de la cinétique de germination

La figure 8 représente I’évolution de la germination des deux variétés de blé dur
Beliouni (Figure 8.A) et Waha (Figure 8.B) en fonction du temps pendant 7 jours pour
I’ensemble du traitement de stress hydrique appliqué par I’ajout de PEG 6000 a 10% et 20% .
Les deux courbes montrent un ralentissement de la cinétique de germination en fonction de
I’augmentation de la concentration en PEG 6000 qui varie distinctement avec 1’espéce et le

traitement (Figure8).

Au niveau des témoins, la germination des variétés Beliouni et Waha a connu une
évolution rapide au bout du 1* jour. Un ralentissement de taux de germination des graines est
remarqué a partir du 2°™ jour jusqu'a 4éme jour. Aprés le 4°™ jour le taux de germination des
graines a connu une stabilisation. La méme durée (24h) a été suffisante pour I’apparition des

premieres germinations aux concentrations de PEG 6000 (10 et 20%) chez les variétés.

La germination a atteint le taux de 86.67 % au bout du 5°™ jour dans la solution PEG
10% chez les variétés Beliouni et Waha. Alors qu’elle s’est arrétée au taux de 83.33% et
96.67% au bout du 6°™ jour dans la solution PEG 20% chez la variété Beliouni et Waha

respectivement.

L’application du stress hydrique a différents concentration de PEG 6000 a provoqué une
augmentation du temps nécessaire pour la germination chez les deux variétés testées, mais
avec un ralentissement plus important pour la variété Beliouni et un taux de germination
finale moindre. Cette diminution est due a la réduction de I'utilisation des réserves des graines
(Askri et al., 2007). D’autre part, une étude sur 1’effet de stress salin sur le comportement
germinatif des grains a montré que, I’augmentation de la concentration en NaCl a également
provoqué, un allongement de la période de germination. Ce retard s’expliquerait par le temps
nécessaire a la graine afin de mettre en place des mécanismes lui permettant d'ajuster sa

pression osmotique interne (Jaouadi et al., 2010).
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Figure 08 : Courbes de la cinétique de germination des deux variétés de blé dur (A :
Beliouni ; B : Waha) soumis en condition de stress osmotique

1-3- Variation de la longueur de la partie aérienne
Les deux variétés testées se comportent de la méme fagon vis-a-vis le stress hydrique
appliqué par le PEG, avec une certaine réaction de réduction plus marquée pour le
génotype Waha (Figure 9).
Au niveau des témoins, la longueur de la partie aérienne la plus élevée est notée chez
la variété Beliouni avec une valeur maximale de (21.83 = 1.75) cm alors que la valeur
minimale egale a (16.43 £ 3.19) cm enregistrée chez la variété Waha (Figure 9).
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Sous I’effet du déficit hydrique, pour le premier niveau de stress qui correspond a
une concentration de 10% de PEG 6000, la valeur maximale est observee chez la variété
Beliouni de (21.8 = 0.52) cm, alors que la valeur minimale est enregistrée chez la variété
Waha de (18.9 £ 0.95) cm (Figure 9).

Pour le dernier niveau de stress qui correspond a une concentration de 20% de PEG
6000, on remarque une diminution chez les deux variétés par rapport au témoin. La valeur
maximale est noté dans la variété Beliouni de (19.6 £ 2.65) cm, tandis que la valeur

minimale de (15 + 0.3) cm observée chez la variété Waha (Figure 9).
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Figure 09 : Variation de la longueur de la partie aérienne chez deux variétés de blé dur
soumis au stress osmotique

L’analyse de variance de la longueur de la partie aérienne fait ressortir une différence
trées hautement significatives pour 1’effet variété, une différence significative pour 1’effet
traitement alors il n’existe pas une différence significative entre interaction variété

*traitement.
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Tableau .05 : Analyse de variance de longueur des parties aériennes obtenue a partir
des différents types de stress appliqués aux deux variétés de blé dur

Source ddl Somme des | Carré moyen F de Pr>F
carrés Fisher
Variétés 1 83.205 83.205 23.170 0.000
Traitement 2 28.288 14.144 3.939 0.048
Variétés*Traitement 2 4.890 2.445 0.681 0.525

Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe le facteur niveau de stress en trois
groupes. Le premier groupe A (PEG6000 a 10%) présente la longueur des coléoptiles les plus
longue 20.35cm suivi par le deuxieme groupe intermédiaire AB, il représente le lot témoin
avec une moyenne égale a 19.33 cm. Par contre le dernier groupe B (PEG 6000 a 20%)
présent la moyenne la plus faible 17.30 cm.

Tableau 06 : Classement des groupes niveaux de stress hydrique chez les deux variétés

pour de la longueur des parties aériennes «test Newman-Keuls avec un intervalle de
confiance & 95,00 %,».

Modalités Moyenne Regroupements
10% PEG6000 20.350 A
Témoins 19.133 A B
20% PEG6000 17.300 B

Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe le facteur variété en deux groupes A et B.
Le premier groupe (A) représente la variété Beliouni avec une moyenne de 21.08 cm. Le
groupe B avise la varieté Waha avec une moyenne générale de 16.79 cm.

Tableau 07 : Classement des groupes facteur Variété dans les trois traitements pour la
longueur des parties aériennes « test Newman-Keuls avec un intervalle de confiance a 95,00
00,».

Modalités Moyenne Regroupements
Beliouni 21.078 A
Waha 16.778 B
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Ces données confrontées au test statistique a l’aide de ’analyse de la variance
et la comparaison des moyennes, révélent un effet tres hautement significatif du
facteur génotype (P>0.000) et un effet significatif pour le facteur traitement
(P>0.0.048). Par contre I’interaction est non significative pour les deux indices

(P>0.525).

1-4- Variation de la longueur racinaire

Les résultats de I’analyse du systéme radiculaire, sous différentes concentrations de
PEG6000 sont présents sur la figure n°® 10. On observe une diminution de la longueur
racinaire chez les deux variétés étudiées en présence de PEG 6000 (10 et 20)%.

En présence de 10 % de PEG 6000 les valeurs notées sont de I’ordre de (14.63 £ 1.01) cm
chez Beliouni et de (11.17 + 1.53) cm chez Waha.

La longueur racinaire la plus élevée est notée chez les plantules témoins, les valeurs
varient entre 21.7 cm (chez Waha) et 17 cm (chez Beliouni). Alors les valeurs les plus faibles
sont noté au niveau 20% de PEG 6000 avec une moyennes de (11.5 + 2.72) cm chez la variété

Waha et une moyenne de (11 £1.32) cm chez la variété Beliouni (Figure 10).
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Figure 10: Variation de la longueur racinaire chez deux variétés de blé dur soumis au
condition de stress osmotique
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Les résultats de I’analyse de variance montrent une différence trés hautement
significative pour I’effet traitement (P<0,0001, ainsi qu’un effet de I’interaction (Génotype x
Traitement) significatif (P>0.016). Toutefois I’effet génotype n’est pas significatif (P>0.664).

Tableau .08 : Analyse de variance de longueur racinaire obtenue a partir des différents
types de stress appliques aux deux variétés de blé dur

Source dadl Somme des Carré F de Pr>F
carreés moyen Fisher
Variétés 1 0.720 0.720 0.198 0.664
Traitement 2 204.634 102.317 28.148 < 0,0001
Variétés*Traitement 2 43.723 21.862 6.014 0.016

Le test de NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe le facteur traitement en deux groupes
homogeénes. Le premier A contient la valeur la plus élevé de la longueur racinaire qui
enregistre chez le lot témoin (19.08 cm). Le deuxiéme groupe B porte respectivement les deux
traitements PEG 6000 10% (12.9 cm), PEG 6000 20% (11.25 cm).

Tableau 09 : Classement des groupes niveaux de stress hydrique chez les deux variétés
pour la longueur racinaire « test Newman-Keuls avec un intervalle de confiance a 95,00 %».

Modalités Moyenne Regroupements
Témoins 19.083 A
10% PEG6000 12.900 B
20% PEG6000 11.250 B

L’intensité du stress hydrique imposé a provoqué une réduction de la longueur des
racines des deux variétés. Cette réduction est plus importante au niveau de stress sévére. Cette
réduction est due probablement a un arrét de la division et de 1’élongation cellulaire au niveau
de la racine lors des stress (Fraser et al. 1990). La relation entre le degré de développement
du systéme racinaire et la tolérance de la secheresse a eté prouvée chez plusieurs especes.
Matsuura et al,. (1996) rapportent que sous stress hydrique la longueur totale de la racine
diminue chez le mais et augmente chez le millet et le sorgho. Ils estiment ainsi qu’il existe

une relation positive entre la longueur de la racine et la tolérance a la sécheresse.
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2- Effet du stress sur les protéines totales des feuilles

Le profil des protéines totales des feuilles des deux variétés de blé dur étudiés, obtenus
par SDS-PAGE révélent des variations entre les génotypes témoins et stressés, ils présentent
des bandes de bonne résolution. Le nombre total des bandes polypeptidiques obtenus est de
51 bandes répertoriées avec des PM différents, leur poids moléculaire varie de 14.847 a
99.719 KDa .

Le diagramme montre 1’existence de 15 bandes qui ont été observée aussi bien chez les
témoins que chez les stressés, 13 bandes n’ont été observées que chez les témoins et 21
bandes sont apparues chez les stressés (Tableau 10). On remarque aussi que le nombre des

bandes chez les stressés est plus élevé par rapport aux bandes apparues chez les témoins.

Suite a une exposition a un stress moderé en présence de 10% de PEG 6000, les 19
bandes protéiques révélées chez la variété Beliouni sont de : 14.84 , 16.14 , 18.63 , 20.26 ,
2190, 23.23 , 27.74, 32.36 , 35.29 , 38.79 , 40.51 , 44.01 , 46.47 , 52.78 , 55.24 , 57.28,
65.07, 74.99 , 99.71 KbDa. En revanche, les 15 bandes qui sont détectées chez la variété
Wabha sont les suivantes : 17.21 , 18.63 , 21.90, 26.58 , 27.74 , 32.36 , 38.98 , 42.25 , 44.21 ,
47.96 ,52.78 ,54.57 ,58.19 , 64.61 , 81.55 . KDa (Tableaul0).

Sous D’effet traitement 20% de PEG 6000, on note 1’accumulation de 15 bandes
protéiques chez la variété Beliouni : 14.84 , 17.21 , 18.63 , 21.90, 26.58 , 27.74 , 32.36 ,
35.29, 38.22,41.09, 44.01 , 46.47 , 52.78 , 54.57 , 57.05 KDa. Mais seulement 14 bandes
protéiques ont été révélées chez Waha : 15.03 ,17.21, 18.85, 20.26, 20.90 , 26.58 , 28.00 ,
32.36, 35.65,38.79, 44.01, 47.96 , 52.78 , 54.57 KDa (Tableau 10).

Les résultats obtenus montre que les protéines qui ont les poids moléculaire de : 17.21 , 18.63
,21.90, 27.74 , 32.36 , 52.78 , 54.57 KDa sont toujours présentent chez les deux variétés quel

que soit le stress appliqué (Tableau 10).
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Tableau 10 : Diagramme presence / absence des bandes dans les feuilles des deux variétés de

blé dur soumis aux stress hydrique appliqué par 1’ajout de PEG 6000 (10 et 20)%.

Pois M
(KDa)
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Beliouni

10% PEG
Beliouni

20%
Beliouni
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54.5 0 0 1 1 1 1
55.2 0 1 0 0 0 0
55.6 1 0 0 0 0 0
57.0 0 0 1 0 0 0
57.2 1 1 0 0 0 0
58.1 0 0 0 0 1 0
61.3 1 0 0 0 0 0
64.6 0 0 0 0 1 0
65.0 1 1 0 0 0 0
73.4 1 0 0 0 0 0
74.9 1 1 0 0 0 0
79.8 0 0 0 0 0 0
81.5 0 0 0 0 1 0
87.9 1 0 0 0 0 0
95.7 0 0 0 0 0 0
99.7 1 1 0 0 0 0

1 : présence de bande
0 : absence de bande.

Le stress se traduit par plusieurs changements moléculaires au niveau de la plante. Les
approches employées en biotechnologies végétales permettent notamment la compréhension

des mécanismes intervenants dans le phénomene de tolérance.

L’accumulation des protéines en condition de stress est due a une activation d’un
ensemble de genes permettant la synthése des protéines spécifiques associées aux stress telles
que les LEA notamment les déhydrines qui assurent une protection de I’ensemble vital des
protéines 38 cellulaire (David et Grongnet, 2001), Ces protéines s'accumulent en cas de stress
et en association avec la tolérance a la sécheresse dans de nombreuses plantules, surtout pour

le cas des cultures annuelles tels que les céréales (Hu et al., 2010).

La caractérisation moléculaire des aquaporines, des protéines qui facilitent le passage de
I’eau a travers des membranes cellulaires, a révélé I'importance et la complexité des
processus de régulation du transport d’cau chez les plantes. L'expression et l'activite des
aquaporines sont modulées par la déshydratation. Smart et al., (2001) ont montré que la
répression des genes d'aquaporines diminue la perméabilité a I'eau des membranes et peut
conduire a la conservation cellulaire de I'eau pendant des périodes de contrainte hydrique. En

revanche, il y a des exemples de génes d'aquaporines, qui sont exprimés pendant le stress
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hydrique ayant pour résultat une plus grande perméabilité et une augmentation du flux de
I'eau (YYamada et al., 1997).

La génomique fonctionnelle, qui s'intéresse a I'ensemble des transcrits (transcriptome) et
des proteines (protéome) propose des stratégies tres performantes pour permettre une analyse
pratiguement exhaustive de I'expression de l'ensemble des génes et des protéines. Les
informations obtenues permettent de déterminer l'ordre et les conditions d'expression des

génes mais aussi de prédire leur fonction (Dubos, 2001).
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Conclusion

Conclusion

La tolérance au stress hydrique, pendant la phase de germination, peut donc étre
considérée comme un critére important pour 1’évaluation de 1’aptitude des variétés de blé dur

a le tolérer durant leur premiere phase de développement.

Notre étude porte sur 1’effet de PEG 6000 sur deux variétés du blé dur (Beliouni et
Waha). Les résultats obtenus de ce travail ou de présent travail présenté indique que la
présence de PEG 6000 dans la solution d’irrigation affecte les paramétres de germination des

graines du blé dur testés.

Le stress osmotique imposé par le PEG 6000 a provoqué un ralentissement de la
germination des graines de blé dur testé. Ce ralentissement est plus marqué pour la variété
Beliouni. En outre, le taux final de germination est réduit chez les graines de lot stress
hydrique comparativement au témoin. Les mesures de la longueur de racines, et la longueur

des parties aériennes ont été diminué en fonction des concentrations de PEG 6000 utilisées.

L’analyse du profil électrophorétique par SDS-PAGE a révélé I’absence ou la présence
de certaines molécules polypeptidiques spécifiques pour chaque variété, et pour chaque
traitement. Certaines d’entre elles sont observées aussi bien chez les témoins que chez les
stressés, d’autres sont réprimées alors que le reste ont été induites. Ces protéines jouent un
réle primordial dans la tolérance, la protection et la stabilisation de membrane ainsi les
composants cytoplasmiques lors d’un stress hydrique, ce qui permet a la plante de développer
des mécanismes pour s’adapter aux conditions de 1’environnement auxquelles elle est
confrontée et par conséquent arrive a maintenir un fonctionnement satisfaisants.

En conclusion, les résultats des paramétres mesurés montrent que les deux variétes
étudiées ont utilisé les mémes stratégies de réponse au stress hydrique appliqué, mais avec des
différents degrés. Les deux variétes Beliouni et Waha semblent étre capable de mieux tolérer

les différentes concentrations de stress.
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Annexe 01 : solution d’extraction des protéines

Solution de précipitation (A) :

TCA (100%) 10 ml (10g TCA/100ml acétone) — 10%
B-mercaptoéthanol 70 ml — 0.07%
Acétone gsp 100ml

Solution de ringage (B) :

B -mercaptoéthanol 70ml — 0.07%
Acétone gsp 100 ml

Tampon de dénaturation Laemmli 2X :

0.5MTris-HCL 6,8 1.25 ml

10 %SDS 2 ml

100% Glycérol 2.5 ml

B —mércaptoéthanol 500ul

0.5 % Bleu de Bromophénol 50m g
Eauqgsp 9.5 m



Annexe.02: solutions et tampons utilisés pour SDS-PAGE

Tampon d*électrophorése (solution de 2.5) :

Glycine 35.275 g

Tris (hydroxyméthyl amino Ethan) 7.5 ¢
SDS25¢g

Eau distillée gsp 2500 ml

Solution de coloration :

Solution mére de Bleu de Coomassie R-250 250 ml
Acide acétique 70 ml

Méthanol 400mi

Eau distillée gsp 1L

Solution de décoloration :

Méthanol 50ml
Acide acétique 70ml

Eau distillé qsq 1L
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Résumé
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considérablement la productivité du blé dur ( 7riticum durum Desf.) en Algérie.
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deux variétés testées utilisent les mémes stratégies de réponse au stress hydrique
appliqué mais a des dégrée différents. Ces deux variétés peuvent étre utilisées
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