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Effet du stockage sur la qualité du grain de blé

Résumé

L’objectif de ce travail est de préciser I’effet de la durée du stockage sur la qualité des
grains de blé dur. Pour cela, 6 lots de deux variétés de blé dur : Hedba3 et Waha ont été
sélectionnés, pour chaque variété, un lot témoin stocké pendant 1 an, et deux lots stockés
pendant 4 et 8 ans. Une étude physiologique a été effectuée sur les grains du blé dur : la couleur,
le poids de mille grains, la faculté germinative, la teneur en eau, et le test topographique au
tetrazolium des graines. Ensuite, une analyse moléculaire des protéines de réserves : « les
gluténines » a été évaluée par SDS-PAGE. Pour les deux variétés, les résultats obtenus montre
que, la faculté germinative a diminuée de méme que la teneur en eau et la viabilité ; alors que
la couleur n’est pas subie de changements significatifs. De plus, les diagrammes

électrophorétiques, nous montre des unités présentes aussi bien chez les témoins (1 an) que

chez les deux lots 4 et 8 ans, alors que d’autres sont présentes /ou absentes chez les deux lots 4

et 8 ans et les témoins lan. Ces résultats permettent de conclure que la durée de stockage, a

d’une maniére générale affecté négativement la qualité des grains de blé dur des deux variétés
étudiées. Des recherches ultérieures devraient permettre de préciser de quelle maniere les
conditions de stockage influencent la qualité des grains de blé dur afin de pouvoir limiter 1’effet

négatif de la durée du stockage sur les grains.

Mots clés :

Blé dur, stockage, viabilité, qualité, grain, protéines.



Effect of storage on wheat grain quality

Abstract:

The objective of this work is to specify the effect of the duration of storage on the quality
of durum wheat grains. For this, 6 batches of two varieties of durum wheat: Hedba3 and Waha
were selected, for each variety, a control batch stored for 1 year, and two batches stored for 4
and 8 years. A physiological study was carried out on the grains of durum wheat: the color, the
weight of a thousand grains, the germination capacity, the water content, and the topographic
test with tetrazolium of the seeds. Then, a molecular analysis of the reserve proteins: “the
glutenins” was evaluated by SDS-PAGE. For both varieties, the results obtained show that the
germination capacity has decreased as well as the water content and the viability; while the
color is not undergone significant changes. In addition, the electrophoretic diagrams show us
units present both in the controls (1 year) and in the two batches 4 and 8 years old, while others
are present / or absent in the two batches 4 and 8 years old and witnesses 1 year. These results
lead to the conclusion that the storage time generally negatively affected the quality of durum
wheat grains of the two varieties studied. Further research should clarify how storage conditions
influence the quality of durum wheat grains in order to be able to limit the negative effect of

storage time on grain.

Keywords

Durum wheat, storage, viability, quality, grain, protein.
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Introduction

La culture des céréales est considérée comme 1’une des premieres grandes découvertes ayant
exercé une influence majeure sur I’avenir des sociétés humaines. Encore aujourd’hui, les

céreales constituent la base de notre alimentation, en raison de la facilité des modes de
production, de récolte, de stockage et de transport, de la diversité des aires géographiques de
production, de leur richesse en constituants d’intérét nutritionnel et de la diversité des modes
de préparation et de consommation.

A 1’échelle mondiale, continentale et nationale ; le blé est la céréale la plus cotg, et ce ; depuis
toujours. Le blé est la plante monocotylédone la plus commercialisée au monde sous ses deux
principaux types “Dur et Tendre* et elle a décrochée cette place puisque c’est 'un des
aliments de base dans plusieurs localisations du globe notamment 1’ Afrique et 1’ Algérie qui
été le grenier de I’empire Romain.

Cette céréale de téte remonte a des temps immémoriaux. Elle fait partie de notre société de
génération en génération et est aujourd’hui I’objet d’étude de nombreux savants,
scientifiques, agriculteurs etc. Le secteur des blés se situe au premier ordre des priorités
économiques et sociales de notre pays.

Les semences sont les structures reproductives des plantes, porteuses de I'information
génétique et des ressources nécessaires a la germination et a I'établissement des semis
(Bewley et Black, 2012).

L'importance des semences de blé est de préserver et de transmettre le patrimoine génétique
de la plante aux générations futures. Les semences sont utilisées dans I'amélioration
génétique de blé.

Celles-ci sont stockées soit par des méthodes traditionnelles soit par des méthodes modernes.

La conservation des céréales et leurs produits secondaires ont des problemes a multiples
interrelations, liées a la complexité de I’écosysteme post récolte des grains entreposés
(Aoues,

2012).

Le stockage des récoltes est « I’art de préserver les qualités originelles des grains et
d’empécher leur détérioration pour une période de temps spécifique, qu’elles soient
conservées pour étre utilisées sur place ou destinées au transport en vue d’une éventuelle
transformation » (Kiaya, 2014)

Dans ce contexte, le travail présenté dans ce mémoire vise a préciser les effets du stockage
sur les grains de blé dur sur différentes périodes, a travers des parameétres physiologiques et
moléculaires .

Ce document se divise en 3 chapitres :

Le premier chapitre est composée d’une partie bibliographique totalement consacrée aux
généralités du blé, d’une schématisation du Grain de blé, d’une description rigoureuse de ce



dernier ; notamment des Proteines de réserves (Gluténines et Gliadines faisant partie du
Gluten) et aussi d’une présentation des modes de conservation et de stockage des semences.

Le deuxiéme chapitre, comprend la description du matériel végétal et des méthodes et
techniques de laboratoire utilisées

Enfin le troisiéme chapitre est consacrée aux résultats obtenus et a leur discussion, ainsi qu’a
la conclusion et aux perspectives de cette étude.
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CHAPITRE I : Synthese bibliographique

1- Leble
1-1-  Qu’est-ce que le ble ?

Le blé est une céréale qui a une histoire riche et une importance significative dans
'agriculture et la nutrition humaine. D’un point de vue botanique ; Le blé est une plante
annuelle, monocotylédone, du genre Triticum appartenant a la famille des Poacées autrement
dit Graminées (tableau 01- annexe 01), et au groupe des angiospermes c’est-a-dire plantes a
fleurs, sa graine est enfermée dans un fruit, I’embryon de la graine qui est I’ébauche de la future
plante contient des feuilles rudimentaires appelées Cotylédons. Le grain est un fruit sec
indéhiscent dit Caryopse qui se compose d’une graine et de téguments (figure 01) (Belaloui,
2010). L’embryon du blé ne posséde qu’un seul cotylédon donc il est dit Monocotylédone. Tout
genre de blé a une inflorescence en épi d’épillets (figureO1) ; ils sont hermaphrodite autrement
dit autogames, leur pollinisation est anémogame ; et leur dissémination est épizoochore

(Cronquist 1981 ; Belaloui , 2010).

1. Fleur de Blé

Etamines

e

3. Pistils

4. Grain de blé (fruit)

Triticum aestivam L. subsp. aestivum

Figure 01 : Présentation de la plante de blé

(.https://louisa-paulin.ecollege.haute-garonne.fr/espaces-pedagogigues/sciences-et-technologie/le-vivant-
sadiversite-et-les-fonctions-qui-le-caracterise/le-ble-34297.htm)




CHAPITRE I : Synthese bibliographique

Le blé est une des céréales les plus cultivées et les plus consommées dans le monde.
Différentes espéces de blé sont cultivées, notamment le blé tendre (Triticum aestivum) et le blé
dur (Triticum durum) (Shewry, 2009).

1-2-  Les différents types de blé

Le blé est classé en différents types en fonction de divers facteurs tels que la couleur du
grain, la dureté et la teneur en protéines. VVoici quelques types de blé courants :

» BIé de force rouge :
Le blé de force rouge a un grain brun rougeéatre foncé. Il est généralement plus riche
en protéines et en gluten que les autres types de blé, ce qui le rend idéal pour la

fabrication du pain (Pomeranz, 2011).

* BIlé tendre rouge :
Le blé tendre rouge a un grain de couleur plus claire et une teneur en protéines plus

faible que le blé dur rouge. Il est souvent utilisé pour des produits tels que les gateaux,
les pétisseries et les biscuits en raison de sa teneur en gluten plus faible (Pomeranz,
2011).

» BIé de force blanc :
Le blé de force blanc a un grain de couleur pale et une teneur en protéines similaire a

celle du blé de force rouge. Cependant, il a une saveur plus douce et un godt légérement
plus sucré, ce qui le rend approprié pour le pain, les patisseries et les nouilles asiatiques
(Hoseney, 1994).

* Blé tendre blanc:
Le blé tendre blanc a une couleur de grain péle et une teneur en protéines plus faible. Il

est couramment utilisé dans la production de gateaux, de patisseries, de biscuits, de
crackers et de céréales pour le petit-déjeuner en raison de sa texture tendre et de sa faible

teneur en gluten (Hoseney, 1994).

« Blédur:
Le blé dur a un grain dur de couleur ambrée et est principalement utilisé pour la

fabrication de pates alimentaires. Il a une teneur élevée en protéines et de fortes
propriétés de gluten, ce qui lui confére une excellente texture pour les pates
(Rubenthaler & Miller, 2009).
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1-3- Lecycle de vie du grain de blé

Ce cycle annuel évolutif du blé est divise en deux grandes périodes (figure 02): une période
végetative et une période reproductrice

1-3-1- La période végétative
Elle s’étend de la germination a 1’ébauche de 1’épi. On y trouve deux stades :

o Phase Germination - levée

La germination est le passage de la semence de 1’état de vie lente a 1’¢état de vie active.
Le grain de blé ayant absorbé au moins 30% de son poids en eau. La coléoptile joue un role
protecteur et mécanique pour percer le sol. A la levée les premiéres feuilles amorcent la
photosynthése. Néanmoins les réserves du grain continuent a étre utilisées. On parlera de levee

lorsque 50% des plantes seront sorties de la terre (Chabi et al., 1992).

o Phase Levée- Tallage

Le début du tallage est marqué par ’apparition de I’extrémité de la premicere feuille de la
talle latérale primaire. Il est caractérisé par trois caractéristiques : formation du plateau de

tallage, émission des talles et sortie de nouvelles racines.

L’importance du tallage dépendra de la variété, de la densité de semis, de la densité
d’adventices et de la nutrition azotée (Chikhi, 1992). Le tallage marque la fin de la période
végeétative et le début de la phase reproductive, conditionnée par la photopériode et la

vernalisation qui autorisent I’élongation des entre-nceuds (Gate, 1995).

1-3-2- La période reproductrice
o Phase Montaison Gonflement

Elle se manifeste a partir du stade épi a 1 cm, c’est la fin du tallage herbacé et la tige
principale ainsi que les talles les plus agées commencent & s’allonger suite a 1’élongation des
entrenceuds, auparavant emplies sous 1’épi (Belaid, 1996). 1l est suivi du stade 1 a 2 nceuds, ici
les nceuds sont aisément repérables sur la tige. Pendant cette phase de croissance active, les

besoins en éléments nutritifs notamment en azote sont accrus (Merizek, 1992).
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o Epiaison — fécondation

C’est au cours de cette période que s’achéve la formation des organes floraux et que va
s’effectuer la fécondation. Le nombre de fleurs fécondées durant cette période critique dépendra
de la nutrition azotée et 1’évapotranspiration (Clement et Prats, 1970). Elle correspond au
maximum de la croissance de la graine qui aura élabore les trois quarts de la matiére séche totale
et dépend étroitement de la nutrition minérale et de transpiration qui influencent le nombre final

de grain par épi.
o Grossissement du grain

Il correspond a la croissance de 1’ovaire. Il s’agit d’une phase d’intense activité de la
photosynthése. A la fin de cette phase 40 a 50% de réserves se sont accumulées dans le grain
qui, ayant bien sa taille définitive, reste mou et de couleur verte. C’est le stade grain laiteux
(Chabi et al., 1992).

o Maturation du grain

Selon Belaid (1996) la maturation correspond a I’accumulation de I’amidon dans les grains. Par

la suite, les grains perdent leur humidité (Ait-Slimane-Ait-Kaki, 2008).

{_ Qualista

i épiaison maturité
montaison ! floraison moli

Jrains

Figure 02 : Le cycle de vie du blé dur



(https://qualista.fr/actualites/juillet-la-recolte-du-ble/ )

B-B-  L’histoire et ’origine géographique du blé

La culture du blé remonte a I'Antiquité et trouve son origine dans le Croissant fertile du Moyen-

Orient, vaste territoire comprenant, la vallée du Jourdain et des zones adjacentes de Palestine,
de la Jordanie, de I’Iraq, et la bordure Ouest de I’Iran (Feldman et Sears, 1981 ; Mouellef, 2010).

C’est a partir de cette zone que le blé a été diffusé vers, 1’Asie, I’Europe, et 1’ Afrique du Nord
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(Figure 03) (Ait Slimane et Ait Kaki, 2008), puis I’Amérique et I’ Australie. L'analyse comparée
de I'ADN (acide désoxyribonucleique) de 68 lignées cultivées et de 261 especes sauvages a
montré une grande similitude de composition entre les premiéres et 11 especes sauvages issues
des montagnes du sud de la Turquie (les Karacadag). Ce résultat renforce I’hypothése que cette
région serait le berceau du blé. (Vavilov,1992).

La culture du blé a joué un réle essentiel dans le développement des premiéres
civilisations, comme celles de la Mésopotamie et de I'Egypte qui est I’une des plus anciennes
cultures. I1 y a 10000 ans avan J.C, le blé pouss¢ a 1’état sauvage il fait partie aujourd’hui des
trois céréales les plus importantes au monde avec le mais et le riz. Le blé est aujourd'hui cultivé
a grande échelle dans de nombreux pays et constitue une culture vivriére de base pour une
grande partie de la population mondiale (Zohary et al., 2012). Autrement dit, les céréales en
général et le blé de fagon spécifique représentent les deux tiers de 1’approvisionnement

mondiale en nourriture (Borlaug, 1998).

Pools géndtiques nfvwiis pat Fandlyse olndtique de 632 Lindraces (Balfourkr etol, 2019):

B cuopecccisenie [ B miditanten [T MoyenodentetAlique ] Péninside indlonne
Bl coopecerts B roinscle écioue [ Caucane 7] Ao duSusin
s Zone glographique du cobssant fertile

s Flax de dhaerstfication concomitant b b migration de Mhoerme

Figure 03 : Projection géographique de la diversité génétique observé sur 632 land races de
blé (d’apres Balfourier et al., 2019).
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1-5-  L’origine génétique du blé

Le génome est I’ensemble des chromosomes, et par extension 1’ensemble des génes
portant le patrimoine génétique ou encore I’information génétique d’un individu. La filiation
génétique des blés est complexe et incompletement clair. Il est reconnu que le génome A
provient de Tritium monococcum (engrain). L'engrain (Triticum monococcum) est considéré

comme l'une des huit plantes fondatrices de I'agriculture. Le Blé dur (T. turgidum ssp. durum
Desf.) est un allo tétraploide (2n = 28, AABB) qui a pour origine I'hybridation suivie d’un

doublement chromosomique entre Triticum Urartu (génome AA) et une espéce voisine,
Aegilops speltoides (génome BB) (Huang et al., 2002). Cette hybridation a permis 1’apparition
d’un blé dur sauvage de type AABB (Triticum turgidum ssp. dicoccoides) qui a ensuite
progressivement évolué vers Triticum turgidum ssp. dicoccum puis vers Triticum durum (blé
dur cultivé). Le blé tendre cultivé (AA BB DD) sera issu d'un croisement, également naturel,
entre Tritium turgidum ssp. dicocoum (AA BB) et Aegilops squarrosa (DD) (Figure.04)
(Diamond, 1997 ; Bourouh et Maadabi, 2020).

Blé sauvage diploide Blé sauvage diploide
2n=2x=14 AA 2n=2x =14 BB
Triticum monococcum Aegilops speltoides
) méiose Gaméten=x=7 A Gaméten=x=7 B méiose
U= 500000ans  Zygotehybride 2 x = 14 AB

mitose anormale l

Blé dur sauvage tétraploide

4x=28 AABB
Triticum turgidum
|
Blé dur sauvage tétraploide Blé sauvage diploide
dn=4x=28 AABB 2n=2x=14 DD
Triticum turgidum Aegilops tauschii

-12 000 ans Gameten=x=7 D
-9000 ans

mitose anormale l

Blé cultive
6n=6x=42 AABBDD

Triticum aestivum
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Figure 04 : Origine génétique du blé
(http://svtmarcg.blogspot.com/2016/09/theme-1a-genetique-et-evolution.html)

1.6- L’impertance et Putilisation du blé

1-6-1- Valeur nutritionnelle

s sRRETEY meorre

Le blé est une source précieuse de glucides, de protéines, du gluten, de fibres alimentaires
et de nutriments essentiels tels que les vitamines et les minéraux (Shewry et al., 2013). Il
renferme en plus d'acides aminées et des lipides (Pena et Pfeiffer, 2005). Le blé entier contient
toutes les parties du grain, y compris le son, le germe et I'endosperme, qui fournissent une série
de nutriments. La présence du gluten, donne aux pétes alimentaires un meilleur terme a la

cuisson, Donc le blé dur est I'une des principales ressources alimentaires de 1’humanité.

1-6-2- Utilisations du blé

Les céréales dont le BI¢é ont d’innombrables facultés alimentaires et aussi industrielles.
Leur utilisation en alimentation humaine remonte a 1’age Néolithique environ 10,000 ans avant
J.C. (Zadri, 2009). Le grain du blé tendre est principalement utilisé comme céréale alimentaire,
couramment moulu en farine pour la production de pain, de pates, de patisseries et d'autres
produits de boulangerie. Le grain du blé dur sert a la production de pates alimentaires, du
couscous, et a bien d’autres mets comme le pain. Il est utilisé pour préparer les chappattis dans
le sous-continent indien et tortillas en Amérique Central et du Sud (Pena et Pfeiffer, 2005). Il
est également utilisé dans les industries de la brasserie et de la distillation. La paille de blé, un
sous-produit de la récolte du blé, a des applications dans la litiere pour animaux, les matériaux

de construction et la production de bioénergie (Shewry et al., 2010).

10
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Blé dur-Grains 1o transfo
f )
Consommés en SEMOULE-FARINE I
grains

2°% transfo
Agglomératlon FORMATION d'une
de semoule PATE

Figure 05 : Les produits traditionnels du blé dur
(https://leschroniquesduvegetal.wordpress.com/2023/03/10/reflexions-autour-du-ble-dur/ )

1-7- La production et la distribution du blé

1-7-1-Dans le monde
Le blé est largement répandu et cultivé dans le monde entier. Sa culture s'étend sur

plusieurs régions, chacune contribuant a la production et a I'offre mondiale de blé (figure 06)

(FAO, 2019). Selon I’Organisation des Nations unies pour l'alimentation et l'agriculture, (2020)

les plus grands producteurs et consommateurs de blé dans le monde étant la Chine, la Turquie,
I'Inde et la Russie en téte de la production en Asie. Suivie par I'Europe, dont les pays comme la
France, I'Allemagne et I'Ukraine. Les Etats-Unis et le Canada sont les principaux producteurs
de blé en Amérique du Nord. En Australie, le blé australien est réputé pour sa grande qualité et
est exporté dans le monde entier. L'Australie est un grand producteur de blé. L'Argentine et le

Brésil sont les principaux pays producteurs de blé en Amérique du Sud. En Afrique, le blé est
cultivé dans plusieurs pays dont I'Egypte, 'Ethiopie et I’ Algérie, la Tunisie et le Maroc. Ces
pays contribuent a la fois a la sécurité alimentaire régionale et au commerce international du

blé (ONUPAA, 2020).

11
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Production mondiale de blé par pays 1al44M

FAO Stats 2019

105.15M

Figure 06 : Production de blé mondiale dans le monde par millions de tonnes (FAO, 2019).

1-7-2-En Algérie

Le rendement de la production céréaliere de I’Algérie a été notamment impacté par la
faible pluviométrie qu’a connue le pays. Etant en grande partie pluvial, les rendements
céréaliers sont trés variables et dépendent de la quantité et de la répartition des précipitations.
Ainsi, la production totale de céréales en 2021 est estimee a 3.5 millions de tonnes ce qui est
inférieur & la moyenne quinquennale et qui représente environ 38% de moins que la production
de I’année précédente (Anonyme, 2022). En Algérie, les importations de blé ont augmenté
jusqu’a atteindre les 7.6 millions de tonnes par an (Kouini, 2022), principalement de blé tendre
qui représente environ 70% de la consommation intérieure alors que la taille du marché du blé
était évaluée a 127,7 milliards de dollars et devrait atteindre 169,1 milliards de dollars d’ici

2027. Les importations algéeriennes de blé devraient atteindre, en 2023, 8,3 millions de tonnes.

Récemment, depuis le début de la guerre en Ukraine, une instabilité¢ dans 1’offre du blé s’est fait
ressentir au niveau des marchés internationaux. Ce qui a poussé 1’Algérie peuple et
gouvernement a travailler pour I’augmentation du rendement national, car notre pays est I’un

des plus grands consommateurs de blé au monde (https://www.algerie360.com/production-et-

importation-de-ble-algerie-quelle-strategie-pour-2023/).

12
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2- Le grain ou graine du ble
2-1- Définitions

Les termes "semence” et "grain” sont souvent utilisés de maniere interchangeable, mais

ils ont des significations distinctes dans le contexte de la botanique et de I'agriculture.

Une graine est la structure reproductrice d'une plante qui contient I'embryon, ce dernier a
le potentiel de se développer en une nouvelle plante dans des conditions appropriées. En
revanche, un grain désigne spécifiquement le petit fruit sec et dur produit par certaines plantes
ceréalieres. Selon Reece et al., (2019), une graine est définie comme "un ovule mature composé
d'un embryon, de nutriments stockés et d'une enveloppe protectrice”. Les graines se forment

aprés la fécondation et servent aux plantes a se disperser et & se propager.

Les grains, quant a eux, sont un type de graines produites par les plantes céréaliéres, telles
que le blé, le riz, le mais, I'orge et I'avoine. lls se distinguent par leur texture séche et dure et se
composent généralement d'une enveloppe extérieure ou le son, d'un endosperme qui stocke les
nutriments et d'un germe ou embryon. Les céréales sont principalement utilisées pour la

production alimentaire et sont largement consommeées par les humains et le bétail.

En résumé, si toutes les céréales sont des graines, toutes les graines ne sont pas des
céréales. Les graines englobent une catégorie plus large de structures reproductives que I'on
trouve dans diverses plantes, tandis que les grains se référent spécifiquement aux graines des

cultures céréaliéres.

13
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2-2- Présentation du grain de blé

Les grains sont pratiqguement tous des fruits secs polyspermes aussi connus sous le nom
de fruits secs déhiscents comme les follicules ; les gousses ; les siliques et les capsules (Belaloui,
2010).

Les grains de blé sont des fruits, appelés caryopses. Ces derniers sont de forme ovoides,
possedent sur I’une de leurs faces une cavité longitudinale “ le sillon “ et a I’extrémité opposée
de I’embryon des touffes de poils “la brosse* (Ait kaki, 2008 ; Surget et Barron, 2005). La taille
du grain estde 5a 7 mmde long 2,5 a 4 mm de large et de 2,5 a 3,5 mm d’épaisseur. Son poids
varie entre 20 et 50 mg, les plus gros grains sont localisés au centre de 1’épi (Surget et Barron,
2005). La taille et le poids varient de graine en graine et d’épi en épi, selon la position sur 1’¢épi,
les facteurs climatiques, les parasites etc. (Calderini et al., 2000 ;Evers et Millar ,2002 ;Larraz

Ferreira ,2011).
2-3- La composition histologique du grain

Le grain de blé est constitué de 3 grandes parties qui sont : le germe, I’endosperme
(I’albumen) et les couches externes (les enveloppes) (figure 07). L'ensemble de ces composants
fournit les nutriments nécessaires au développement de la graine et favorise sa germination. La
composition d'une graine de blé peut varier en fonction de la variété de blé et de facteurs
environnementaux. Toutefois, la structure générale décrite ci-dessus est commune a la plupart

des graines de blé (Shewry et Halford, 2002) :

2-3-1- Les couches externes

Les couches extérieures d'une graine de blé sont constituées de I'enveloppe ou du son. Le
son est composé du péricarpe, qui est la couche protectrice entourant la graine. Il assure une
protection physigue et contient une grande quantité de fibres, de minéraux et de vitamines. Le
son comprend également la couche d'aleurone, riche en enzymes et en protéines. Les enveloppes

ont une épaisseur variable et sont formées de 3 groupes de téguments soudés (AitKaki, 2008) :

- Le péricarpe ou tégument du fruit est constitué de 3 assises cellulaires :
I’épicarpe, le mésocarpe et I’endocarpe ;
- Le testa ou tégument de la raine est constitué de 2 couches de cellules -

L’épiderme du nucelle est appliqué sur I’albumen sous-jacent.

14
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2-3-2- L'endosperme

L'endosperme est la plus grande partie de la graine de blé et contient la majorité de ses
nutriments. Il se compose principalement d'amidon, de protéines de réserve et de petites
quantités de graisses et de minéraux. L'endosperme fournit de I'énergie et de la nourriture a

I'embryon en développement pendant la germination (Ait-Kaki, 2008).
2-3-3- Le germe

Le germe, également appelé embryon, est la plus petite partie de la graine de blé. Il
contient des huiles essentielles, des protéines, des vitamines, des minéraux et des enzymes. Le
germe est la partie vitale de la graine qui a le potentiel de se développer en une nouvelle plante
(Shewry et Halford, 2002 ; Shewry et Hey, 2015).

Apports du blé
« 70-75% Amidon
« 10-15% Protsi
s Albumen mp FARINE - . ,_Z%zww nes
§ £ i (©0-85%) . 8-11% eau
SON Macronutriments :
‘,’ fournissent I'énergie a notre organisme
b |
> G 20% de nos besoins en énergie
Legraindeblé (39 20% des protéines

Figure 07 : schéma d’une graine de blé

(file:///C:/Users/ AEK/Downloads/Gnis RRSCP 2018 sud est 7 gluten nutrition_sante.pdf)

2-4-  La composition biochimique du grain
Le grain de blé est compos¢ majoritairement d’amidon qui représente environ 70% de la

matiere séche du grain et qui est situé dans 1’albumen. Il est aussi composé de protéines de (10-
15)% et de pentosanes (8-10%) de la matiere seche qui se retrouvent dans tous les tissus du

grain de blé avec une concentration plus importante dans le germe et la couche a Aleurone.

(Pomeranz, 1988 ; Debiton, 2010). Les autres constituants, pondéralement sont mineurs
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(lipides, cellulose, sucres libres, minéraux et vitamines) (Feillet, 2000). Voici un tableau
récapitulatif :

Tableau 01 : Distribution histologique des principaux constituants du grain du blé d’aprés

Feillet, (2000).
Constituant Protéines  Matiéres Lipides Matiéres Pentosane 5  Amidon

(% de la (%) Minérales (%) cellulosiques (%) (%)
masse du (%) (%)
grain)
Péricarpe 7-8 3-5 1 25-30 35-43 0
(4%)
Tégument 15-20 10-15 3-5 30-35 25-30 0
(1%0)
Reste du 30-35 6-15 7-8 6 30-35 10
Nucelle
Assise 30-35 6-15 7-8 6 30-35 10
Protéique
Germe 35-40 5-6 15 1 20 20
Albumen 8-13 0.35- 1 0.5-3 70-85
(82- 85%) 0.60

2-5-  Laviabilité et vigueur des semences

La viabilité, selon les spécialistes des technologies des semences, ¢ est le pouvoir qu'a une
graine & germer et a produire une plantule normale. La viabilité est associée au taux de
germination dans un essai. Le pourcentage de germination d un lot de semence représente le

taux des graines viables (Copeland, 1976).

D’autre part la vigueur est la somme des propriétés de la semence déterminant le niveau
d’activité et de développement de la semence ou du lot de semences au cours de la germination
et de la levée des plantules. Ainsi, les semences qui se développent bien sont des semences a
vigueur élevée et vice versa (ISTA ,1997).

3- Les protéines du grain du blé 3-1-Les protéines de réserve

Les protéines de réserve font partie des “prolamines‘, un mélange de complexe protéique.
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3-1-1- Qu’est-ce que le Gluten

Les protéines de réserve que contient le grain de blé permettent d’obtenir le gluten. Ce
dernier a été défini pour la premiére fois en 1745, par le professeur Giacomo Beccari en Italie,

comme ¢étant ““ une masse cohésive obtenue apres lavage de la farine de blé avec de I’eau®.
Quelques années plus tard le gluten a été défini comme un ensemble de protéines. Il constitue

une des familles de protéines les plus complexes du régne végetal. (Pincemaille, 2018)
Le gluten vient du latin glutinum signifiant “lien* ou “colle®. Il est composé d’éléments

protéiques liés les uns les autres (75-85%) par des ponts disulfures et des liaisons hydrogenes
plus quelques granules d’amidon (10-15%) et de lipides (5-8%) , il est alors une fraction
protéique soit de blé , de seigle , d’orge , d’avoine ou méme de leurs variétés croisées ainsi que
leurs dérivés (Djeghim, 2022 ; Linden et Lorient, 1994). Le gluten est un complexe
viscoélastique. 11 est le produit du lavage d’une pate de blé sous un filet d’eau, cette action est
dite : Lixiviation (Pincemaille, 2018). Les protéines du gluten constituent 80 % du total des
protéines du grain (Osborne, 1907, cité par Li et al., 1996 ). Selon Osborne, (1907) les protéines
de blé sont classées en 2 grandes familles les gliadines et les gluténines (figure 08). Ce sont les
deux principaux groupes de protéines de I'endosperme, et varient suivant la variété de blé
utilisée (Linden et Lorient, 1994 ; Masci et al., 1995 ; Mok, 1997 ). Dans le grain de blé, 70

jusqu’a 80% des protéines totales se trouvent dans 1’albumen amylacé (Campbell, 1979).
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Protéines fonctionnelles Protéines du gluten
Protéines métaboliques Protéines de réserves
(15-20% MS) (80-85% MS)
1 1
! 1
Gliadines (30-40%) Glulénines (40-50%)
li
[ Albumines (15%) [ Globulines (5%) ] [ e sine ] [ » ques
| | | |
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foue moléculaire

Figure 08 : Classification des protéines de blé par Osborne (1907) et Shewry (1986).
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3-1-2- Propriétés du gluten

Les propriétés mécaniques du gluten dépendent essentiellement des gluténines. Plusieurs
hypothéses ont été émises pour I'étude de la structure du gluten ; Selon Feillet (1986), la
structure du gluten hydraté prend la forme d'un feuillet de type lipoprotéique, organisée autour
d'une couche bi moléculaire de phospholipides qui forment un plan glissement entres les deux
couches du feuillet assurant I'écoulement visqueux. Par contre, d'autres affirme que la structure
fibrillaire ne dépend que des protéines seules (Abecassis, 1991). Selon Kovacs et al., (1997 ),
le volume de sédimentation pourrait &tre un bon indicateur de qualité du gluten, cependant il

dépend de la quantité et la composition en protéines du blé.

Les propriétés rhéologiques du gluten sont influencées par deux facteurs principaux :
. La qualité et la quantité des fractions protéiques dans le complexe glutineux
(composition enacides aminés, masse moléculaire...) ;
. Les interactions entre les différents constituants protéiques du gluten (liaisons
disulfures,liaisons hydrogeénes, interactions hydrophobes) (Liu et al., 1996 ; Kovacs et al.
1997). La teneur en Gliadines est plus importante que celle en Gluténines, lorsqu’il y a une

augmentation du taux de protéines dans le grain (Charmet et al., 2017).

3-1-3- Utilisations du gluten

Le gluten du blé spécifiquement est utilisé dans une large gamme de produits alimentaires
aux textures contrastées (farines, pains, pates, biscuits, bieres, semoules,etc). Ses propriétés de
transformations, sa flexibilité et sa capacité a répondre aux besoins nutritionnels, ont fait de lui

un bon candidat en substitut potentiel aux produits animaux (Pincemaille, 2018).

3-1-4- Les gliadines

Les gliadines sont des protéines monomeériques de faibles poids moléculaire (30-80 kDa).
Elles se divisent en plusieurs classes, selon leur mobilité électrophorétique a bas pH (Woychik
et al., 1961) : a-gliadines, B-gliadines, y-gliadines et w-gliadines (figure 09). Les o - et -
gliadines sont généralement regroupées en une seule classe (o / B -gliadines) et représentent 44

a 60% des gliadines totales, les  —gliadines 30 a 46% et les y -gliadines 6 a 20% (Wieser et
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al., 1994). Des 1980, Bietz et al., identifient les w-gliadines comme des protéines différentes
du reste des gliadines avec un poids moléculaire spécifique plus important de 1’ordre de 60 a

80 kDa contre 28 a 35 kDa pour les o/ B-gliadines et 31 a 38 kDa pour les y-gliadines).
La structure primaire des différentes gliadines est tres proche et peut étre divisée en deux

domaines distincts : un domaine N-terminal, répétitif, riche en résidus prolines et en glutamines
et un domaine C-terminal, non répétitif. Les cystéines, présentes en nombre pair au niveau de
la séquence répétée, sont impliquées dans des liaisons intramoléculaires (Tatham & Shewry,
1985).

2 liadines HN—]  Séquence répétée 145 6 78| COOH
pylisdives  H,N Séquence répétée 12 3 456 78 COOH
o gliadines HJN Séquence répétée COOH

Figure 09 : Représentation schématique de la structure primaire des différents types de

gliadines selon Shewry & Tatham, (1997). Les bandes grises correspondent aux séquences en acides
aminés répétées et les chiffres aux cystéines établissant des ponts disulfures intramoléculaires.

3-1-5- Les gluténines

Les gluténines représentent 40 a 50% des protéines de réserve de blé. Contrairement aux
gliadines, les gluténines sont des protéines polymériques de haut poids moléculaire compris
entre 500 a 10 000 kDa, qui résultent de la polymérisation de sous-unités. Les gluténines sont
divisées en 2 groupes de sous-unités polypeptidiques : celles de hauts poids moléculaires
(HMW-SG) et celles de faibles poids moléculaires (LMW-SG) (figure 10).

- Les LMW-SG sont les sous-unités majoritaires parmi les gluténines et représentent 60
a 80% des gluténines. Ces derniéres peuvent étre divisees en trois groupes selon leur
poids moléculaire : B, C et D. Les LMW-SG de type B ont un poids moléculaire de 40
a 50 kDa, celles de types C de 30 a 40 kDa et celles de types D de 50 a 70 kDa. De

méme que pour les gliadines, les LMW-SG sont composées d’un domaine N-terminal
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constitué de sequences répétitives et d’un domaine C-terminal constitué de 8 cystéines

capables de faire des liaisons disulfures intramoléculaires (Wieser, 2007).

- Les HMW-SG représentent la plus faible proportion des protéines du gluten (y10%)
mais également les plus complexes. Leur séquence en acides aminés est composée de
80 a 100 résidus au niveau de la partie N-terminal, et contient 3 a 5 résidus cysteines.
L’autre partie de la séquence non répétitive, au niveau C-terminal, est composée de 42
résidus dont 1 cystéine. La sequence repétée intermeédiaire peut étre composée de 490 a
700 résidus (MacRitchie, 1992).

IMW-giuténines  H,N Séquence répétée 12 345 7 —COOH

IMW-giuténines H,N Séquence répétée COOH

Figure 10 : Représentation schématique de la structure primaire des différents types de
gluténines de faibles poids moléculaires et de hauts poids moléculaires selon Shewry & Tatham,

(1997). Les bandes grises correspondent aux séquences en acides aminés répétées et les chiffres aux cystéines
établissant des ponts disulfures intramoléculaires.

3-1-6- Interactions des protéines du gluten
Les propriétés physico-chimiques (composition en acides aminés, solubilité...)
rhéologiques (viscoelasticité) du gluten sont la résultante des caractéristiques de ses constituants

et de leurs interactions.

Quelle que soit la protéine, la localisation des cystéines sur les chaines polypeptidiques
permet d’expliquer la formation des ponts intra- et intermoléculaires (Keck et al., 1995 ;

D’Ovidio et Masci, 2004).
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Figure 11 : Représentation des associations des protéines via des liaisons disulfures intra- et
intermoléculaires (Feuillet, 2000).
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Les deux fractions (gluténines et gliadines) difféerent par leurs propriétés fonctionnelles :
Ainsi les macromolécules de gluténines forment des polymeres de protéines et développent une
grande surface sur laquelle de nombreuses liaisons non covalentes peuvent se réaliser avec des
gliadines (forme des chaines polypeptides monomériques) ou d'autres molécules de gluténines
et sont largement responsables de la viscoélasticité du gluten et de la pate (Masci et al., 1995;
Liu et al., 1996). Alors que les interactions non covalentes des gliadines entre elles et les
polymeres de gluténines conduisent a rendre la masse du gluten élastique les albumines et les
globulines n'ont pas d'effet majeur sur les propriétés du gluten (Liu et al., 1996)

L’augmentation de la quantité de gluténines favorise la ténacité, en parallé¢le la quantité
de gliadines contribue a I’extensibilité et le gonflement de la pate (Wrigley et al., 2006). Les

gliadines ont une viscosité beaucoup plus faible que celles des gluténines (Cornec et al ,1994).
3-2- Les protéines métaboliques
3-2-1- Les albumines et les globulines

Les albumines et globulines sont des protéines physiologiquement actives, ce qui signifie
qu'une plus grande concentration de ces entités se trouve dans les grains de blé avant maturité.
Ces protéines présentent 15 a 20% des protéines totales et sont solubilisées dans les solutions
salines diluées (Boudreau et Ménard, 1992). Ce groupe de protéines est trés diversifié par ses
propriétés physicochimiques (composition en acides aminés, points isoélectriques et poids
moléculaires). Elles participent a la formation du grain et a I’accumulation des réserves dans

I’albumen (Vensel et al., 2005).
3-2-2- Les protéines amphiphiles

Les protéines amphiphiles représentent entre 5 et 9% des protéines présentes dans la
farine de blé. Elles possédent un p6le hydrophobe et un pdle hydrophile. Ces protéines sont
solubles dans le détergent Triton X114 et sont liées aux membranes. Elles jouent un role
important dans la qualité, notamment les puro-indolines qui sont connues pour avoir un effet

sur les propriétés technologiques de la pate (Dubreil et al., 1997 ; Remil, 2018).
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4- Stockage des graines et semences

Les semences de blé assurent la reproduction et la propagation de I'espéce végétale. Elles
servent également a préserver et a transmettre le matériel génétique de la plante de blé aux
génerations futures. Un stockage adéquat des semences de blé est essentiel pour maintenir leur
viabilité et leur qualité au fil du temps.

Le stockage des graines et des semences, est une pratique essentielle dans le domaine de
I'agriculture et de la préservation des ressources génétiques végétales. Le stockage approprié
des graines et des semences implique de créer des conditions optimales de température,

d'humidité et de protection contre les ravageurs et les maladies.

Les méthodes de stockage peuvent varier en fonction de la durée de conservation
souhaitée, allant du stockage a court terme dans des réfrigérateurs ou des congélateurs, au
stockage a long terme dans des banques de semences spécialisées dotées d'environnements
contr6lés. Une gestion adéquate, y compris la rotation réguliere des stocks et la documentation
précise, est essentielle pour assurer la disponibilité et la diversité des ressources génétiques pour

les besoins actuels et futurs de I'agriculture et de la recherche (De lucia et Assennato, 1998).

Le premier systéme de stockage était de grands paniers de roseaux ou fioles d’argile qui
sont immergés dans le sol (Druve, 2004) ainsi que des puits, des paniers de femmes, des

structures de bois ou de boue et des puits grains de paille sont utilisés (Reed,1992).

Des pratiques de stockage appropriées, notamment l'utilisation de récipients hermétiques,
de déshydratants et d'environnements de stockage frais, contribuent a minimiser la détérioration
des semences et & maintenir une qualité élevée de ces dernicres (ISTA, 2021). La mise en ceuvre
de techniques de stockage appropriées est cruciale pour préserver la viabilité et l'intégrité
génétique des semences de blé.

4-1- Les conditions et la durée

Les conditions de stockage des semences influencent grandement leur viabilité et leur
longévité. Des facteurs tels que la température, I'hnumidité et la disponibilité en oxygene peuvent

affecter la qualité et la longévité des semences (Hong et Roberts, 1992).
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La durée de conservation des grains dépend principalement de : la température et la teneur
en humidité (Jayas et White, 2003). Afin de protéger les cultures stockées, et par la méme
occasion favoriser une conservation optimale des grains, ils se doivent d’étre propres, entiers,

secs, température convenante et entreposés dans un environnement propre et étanche (St-Pierre
etal., 2014). Un taux d’humidité de 15%, une hygrométrie de I’air ambiant inférieur ou égale a

70% et une température de ’air et du grain de 10°C sont indiqués pour une bonne conservation

(SI Bennasseur, 2009).
4-2-Les méthodes et les techniques de stockage et de conservation

Il existe deux méthodes de conservation des semences (voir la figure 12)

Méthodes de stockage et de conservation

2 types

Techniques traditionnelles Techniques modernes

Stockage en: -Vrac
- Sac
- Silos

- El matmour
- En épis
- En gerbes

Figure 12 : Schéma récapitulatif des méthodes de stockage et de conservation des semences.

4-2-1- Les techniques traditionnelles

Les agriculteurs utilisent des structures indépendantes des habitations afin de stocker leurs
grains. Ces structures ou autrement dit greniers peuvent varier dans leur forme et leur capacité
d’une région a une autre ou d’un pays a un autre. Elles sont congues a base de matériaux locaux

et d’autres modes de stockage se rencontrent aussi : ils vont du sac de jute en passant par le
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canari ou la jarre, la calebasse, les branches des arbres ou le dessus des maisons (Alzouma,
1990).

O El matmour

En Algérie, I’agriculteur sur les hauts plateaux, conservait tant bien que mal, ses semences
d'orge et de blé, dans des enceintes creusees dans un sol argileux généralement a un endroit
surélevé ou proche de la ferme. C'est ce qu’on appelle « EI matmours». La capacité de ces lieux
de stockage est de l'ordre de quelques metres cubes. C'est une technique archaique qui est
peutétre encore utilisée dans certaines régions isolées. L'inconvénient majeur de cette méthode
de stockage, c'est la trop forte humidité et les eaux d'infiltration qui favorisent le développement

des moisissures et les phénomenes de fermentation bactérienne (Doumandji et al., 2003).

O Le stockage en gerbes

C’est la méthode traditionnelle appliquée depuis le haut Moyen-4ge au moins dans
presque toute I’Europe non méditerranéenne. On peut entasser les gerbes en plein air (gerbiers,

meules), mais cette variante semble plutét récente 18°™ siécle, I’usage le plus courant étant le

stockage en grange, laquelle abrite aussi I’aire a battre au fléau. En gerbes, le grain est a I’abri

de I’échauffement et du charangon (Multon, 1982).

0 Stockage en épis

Le stockage du blé en épis a été mentionné avant 1440 ans, dans le saint Coran a la sourate
Yusuf, ou ALLAH (Dieu) a inspiré au prophete Youssef (Paix sur Lui) aux anciens Egyptiens
de stocker le blé en épis pour faire face a la sécheresse, c’est une preuve de I’importance de

stockage en épis (Mouellef, 2019).

Le stockage en épis est une technique trés répandue pour toutes sortes de céréales dans le
monde. C'est le cas de certaines régions d'Indonésie, et surtout d'Afrique noire et d’Amérique
tropicale. Mais ce fut aussi le cas dans I'Europe ancienne, le nom de grenier vient du bas latin

Spicarium, qui désigne un grenier a épis (Godon, 1991). Le stockage en épis demande bien
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moins de volume que le stockage en gerbes, d’outl un colit moindre en batiments et surtout
un contréle plus facile de I'ambiance du stockage. En effet, avec le stockage en épis nous voyons

apparaitre deux procédés bien distincts : le confinement et I'aération (Multon, 1982).

4-2-2-  Les techniques modernes

O Le stockage en vrac

Bien qu’il soit plus difficile de conserver les semences il est tellement plus commode de
transporter et d’échanger le grain en vrac qu’on a toujours cherché a le stocker sous cette forme.
Les techniques destinées a conserver le grain dans son état initial sont nombreuses. Les silos
souterrains constituent une des plus importantes d’entre elles (Multon, 1982). Dans ce cas, les
grains en tas sont laissés a ’air libre dans des hangars ouverts a charpente métallique,

malheureusement les contaminations sont possibles (Doumandji et al., 2003).

O Le stockage en sac

Les grains de blé sont stockés dans des sacs fabriqués en toile de jute, doublés par un sac
plastique afin d’assurer normalement une trés bonne conservation. Il faut que les grains soient
secs, que le sac plastique intérieur ne soit pas percé, qu’il n’y ait pas de fumigeant (pesticide

trés volatil capable d’agir sur I’appareil respiratoire des insectes) et que le sac soit bien attaché

(Ndiaye, 1999 ; Ntsam, 1989).

O Le stockage en silos

Ce sont des enceintes cylindriques en béton armé ou en métal. Elles sont fermées a leur
partie supérieure par un plancher sur lequel sont installés les appareils de remplissage des
cellules. L’emploi des silos réduit la main d’ceuvre, augmente 1’aire de stockage et supprime
I’utilisation des sacs onéreux (Doumandji et al., 2003). De nos jours, les silos permettent de

stocker plusieurs types de céréales en méme temps : ils sont multi-produit (Duron, 1999).
4-3-Le stockage des semences en Algérie

L'office algérien interprofessionnel des céréales (O.A.l.C), organisme détenant le

monopole de lacommercialisation et du stockage des céréales et Iégumes secs, posséde de fortes

27



I ‘ CHAPITRE Il : Matériels et méthodes

capacités de stockage (1 895.175 Tonnes), dont 40,5% sont représentés par les silos en béton,
31,5% par les silos en métal et 28% par les magasins pouvant étre le siége d'infestation par les

rongeurs, les oiseaux, les insectes et les acariens (Bencharif et Chaulet, 1991 ; Aouis,2010).
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Materiel végétal

Le mateériel végétal utilisé dans le présent travail est constitué de deux variétés de
blé dur (Triticum durum Desf.), d’origine locale et introduite (tableau 02). Les graines de
ces variétés ont ét¢ fournies par I'ITGC (I’institut technique des grandes cultures

ElKhroub, Constantine). L’origine et les caractéristiques des variétés utilisées sont

illustrées dans le tableau ci-dessous

Tableau 2 : Caractéristiques des semences utilisees

Hedba 3

Origine : Algérie

Pédigrée : Hedba 3/GDVZ 619
Obtenteur : ITGC EL KHROUB
Demandeur : ITGC
Année d’inscription : 1998

Grain
Forme: Allongé
Longueur des poils de la brosse vue
dorsale :Courts
Coloration au phénol :Nulle ou tres
faible
Type de développement :Hiver

Caractéristiques agronomiques et
technologiques

Rendement : Elevé
Poids de mille grains (PMG): Moyen
Qualité semouliére :
Mitadinage
Teneur en protéines : 14,50%

Résistance aux maladies

Oidium sur feuille : Résistante
Oidium sur épi : Résistante

Waha “S*

Origine : Syrie

Pédigrée : PLC /Ruff//GTA*“S*“/3/...
Obtenteur : ICARDA
Demandeur :ITGC
Année d’inscription : 1998

Grain
Forme :Demi allongé
Longueur des poils de la brosse vue
dorsale :Moyenne
Coloration au phénol : Nulle ou tres
faible
Type de développement :Hiver

Ccaractéristiques agronomiques et
technologiques

Rendement : Elevé
Poids de mille grains (PMG): Moyen
Qualité semouliére : Trés bonne
Mitadinage : Sensible
Teneur en protéines : 13,95%

Résistance aux maladies
Oidium sur feuille : Résistante

Oidium sur épi : Résistante
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Rouille brune : / Rouille brune : Trés sensible
Charbon : / Charbon: /
Fusariose : / Fusariose: /
Septoriose : Résistante Septoriose : Moyennement sensible

1- Conduite de ’expérimentation

L’expérience a été conduite au niveau du laboratoire de génétique, biochimie et de
biotechnologie végétale (GBBV) équipe 2 Biotechnologie et Amélioration des Plantes a
Chaabat EL Rasses, Université les Freres Mentouri Constantinel, au cours de la période
2013-2019 dans le cadre de la préparation d’une thése de Doctorat en Science en

Biotechnologies Végétales.

Les échantillons ont été stockés durant 1 an, 4 ans et 8 ans dans des secs en papier.
Ils ont été conservés a I’intérieur du laboratoire dans des conditions ambiantes ou la
température et I’humidité relative du climat sont estimées entre 15°C et 38°C, 40% a 60%

successivement.
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2- Preparation des grains du blé dur

Les semences utilisées dans le présent travail ont été récoltés dans les années 2013-
2014, 2018-2019 et 2020-2021. Ils ont trois différents ages, a savoir 1 an, 4 ans et 8 ans,
en considérant I’age du lan comme témoin (figure 13). Pour chaque age de chaque variété,

3 répétitions ont été réalisées

Figure 13 : Photographie des graines /ou semences utilisées
4- Les parametres étudiés

4-1- Parametres physiologiques

4-1-1- Test topographique au tetrazolium

Le test tetrazolium est développé en Allemagne dans les années 40 par le professeur
“Georg Lakor dans le but de distinguer entre les graines (semences) vivantes de celles
qui ne le sont pas (donc mortes). C’est une méthode vivement recommandée pour étudier
la viabilité des grains et est aujourd’hui un test de routine dans de multiples laboratoires

de biotechnologies, d’amélioration de plantes etc.

Le test au tetrazolium est basé sur la réduction de la solution incolore chlorure 2,3,5-
triphenyltetrazolium (TTC :2,3,5-Triphenyl tetrazolium Chloride) en 2,3,5-triphenyl
formazan de couleur rouge. Cette solution agit comme un indicateur pour la détection des
processus de réduction qui ont lieu dans les parties de vie de la graine (ISTA, 2009)

Les graines sont coupées longitudinalement, puis elles sont immergées dans 0,1%
de la solution de tétrazolium (la préparation de cette solution de 0,1%, en dissolvant 1 gr

de poudre de tétrazolium dans 1000 ml d’eau distillée). Les graines doivent étre
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recouvertes complétement par la solution et mises a 1’obscurit¢ dans une étuve a
température de 20 a 30°C pendant 30 & 40 minutes. Aprés les avoir retirées et rincer avec
de I’eau distillée, les coupes sont ensuite examinées et prises en photos (Nour, 2017).
L’emplacement, la taille des zones non teintées et parfois 1’intensité de la teinture, sont
utilisés pour déterminer si certaines semences sont considérées comme viables ou non
(Milosevic et al ,2010)

Figures 14 : Test de tétrazolium accompagné des graines prises en photo avec le
microscope binoculaire

4-1-2- Détermination de la couleur des graines

L’analyse de la couleur des graines est déterminée a I’aide d'une application Android
de capture de couleur qui porte le nom de Color Grab (version 3.6.1, 2017, Loomatrix Ltd)
(He et al., 2020). Le smartphone utilisé dans cet essai est un Android Huwaei.

Pour assurer que la lumiére ambiante n'affecte pas la capture des couleurs, une boite
fermée en polystyréne avec une surface interne blanche (39 x 17 x 28 cm 3), intégrée avec
une lumiére LED blanche de 1,2 W 5V, est utilisée pour obtenir une lumiere interne
uniforme (figure 14). L'espace colorimétrique CIELAB (L* a * b *) défini par la
Commission Internationale de I'Eclairage est choisi. Il a décrit toutes les couleurs visibles
a I’ceil humain (Chen et Ren, 2014).

- Lavaleur de luminosité L* définit le noir a 0 et le blanc & 100,

- La valeur d’a* est relatif aux couleurs opposées vert-rouge, avec les valeurs (-) indique le
vert et les valeurs (+) indique le rouge.

- Lavaleur de b* représente les adversaires bleu- jaune, avec les valeurs (-) indique le bleu et
les valeurs (+) indique le jaune.

Les graines sont mises dans la boite. Les valeurs de L*, a * et b * des différentes
graines ont été déterminé. Cing captures de photos par le meme appareil du smartphone
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des positions différentes du méme lot de graines. Ensuite, lI'analyse des résultats obtenus

est réalisée a l'aide de I'application Color Grab.

LED blanche

Mesure de couleur

Boite en polystyréne

Lecture de L*a*b*

Figure 15 : Montage d’analyse colorimétrique des graines du blé permettant d’utiliser
I’application android de capture de couleur Color Grab.

4-1-3- La faculté germinative des graines
L’expérimentation est conduite dans la chambre de culture. Elle consiste a étudier
I’effet du stockage sur la germination de deux variétés du bl¢ dur afin d’identifier les

criteres les plus adéquats pour choisir les tests de sélection et d’amélioration.

Les graines choisies doivent étre saines. Elles ont été sélectionnées selon leur taille
et leur forme. Les graines sont désinfectées a I’ecau de javel a 5% (I’hypochlorite de

sodium) pendant 15 a 20 mn, puis rincées plusieurs fois a 1’eau distillée (3 a 5 fois).

Les grains stérilisés sont mis a germer sur du papier filtre dans des boites de pétri
stérilisés, a raison de 30 graines par boite et par lot. Les boites sont mises ensuite a
I’obscurité pendant 48 h dans une chambre de culture a une température de 25 °C et une

humidité relative a 42% (pré-germination). La germination est repérée par la sortie de la
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radicule hors de la graine. Aprés 1’obtention de la radicule les boites sont transférées a la
lumiere avec une photo période de 16 h de lumicére et 8 h d’obscurité. Trois mL de I’eau
distillée stérile ont été ajoutés a chaque boite, chaque 48h.

Notre dispositif se répartit en 06 blocs (facteur variétés, voir tableau n° 02). Chacun

contient trois traitements (facteur durée du stockage) et chaque traitement est répété trois

fois. Le nombre de graines germées a été noté aprés 24 heures jusqu’au 7™ jour.

Le pourcentage de germination est calculé par la formule donné par Mazliak, 1982 :
Nombre de graines germes
k\
G% = %.x 100

Pourcentage de germination
Nombre de graines mises a germer

4-1-4- Détermination de la teneur en eau
Cette technique consiste a peser les grains du blé sec (m). Les grains sont ensuite
séchés a une température de 130°C pendant 2 heures. Les grains séchés sont repesés aprées

I’étuvage (m1). Les valeurs de la teneur en eau sont déterminées selon par la formule qui

suit :
Poids frais des grains
V\
m—ml
Tenenur en Eau = — x 100

Poids sec des grains apres 2h a I’étuve a 130°C

4-1-5- Détermination du poids de milles grains
C'est un critére agronomique qui rend compte de la bonne formation et alimentation

des grains. On a compté manuellement milles graines ; Puis on les a pesés a I’aide d’une

balance.
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4-2-  Parameétre moléculaires : analyse des protéines de réserve par SDS-PAGE

4-2-1- Principe de I’électrophorése monodimensionnelle sur gel acrylamide (SDS-
PAGE)

Un des outils d’analyse du protéome le plus souvent utilisé est 1'électrophorése qui
est une technique biochimique de séparation fondée sur le fait que des molécules portant
des charges électriques (les protéines chargées négativement par un détergent qui est le
SDS), migrent & des vitesses différentes lorsqu'elles sont placées dans un champ électrique.
Cette technique est décrite la premiere fois par (Laemmli, 1970). Aujourd’hui,
I’¢lectrophorese est devenue une technique de routine dans les laboratoires ou on I'utilise
pour séparer les protéines et les acides nucléiques. L’¢€lectrophorése des protéines peut étre
réalisée sur des supports variés, notamment sur gel de polyacrylamide en présence du
sodium dodécyl sulfate (SDS-PAGE). Cette technique décrite pour la premiere fois par
Laemmli en 1970 est utilisée pour séparer les protéines en fonction de leur poids

moléculaire.

La séparation des protéines par électrophorese sur gel de polyacrylamide donne un
profil caractéristique du genotype et reproductible si les techniques sont standardisées. La
différence entre profiles réside dans I’intensité relative des bandes colorées ainsi que dans

le nombre de bande obtenues.

4-2-2- Extraction des gluténines et gliadines

La technique de (Singh et al., 1991) est une technique de séparation séquentielle des
protéines, en fonction de leur solubilité dans 3 solutions de bases (annexe : 02). Elle permet
une meilleure séparation des sous unités gluténines de Haut poids moléculaire (HPM) et
de faible poids moléculaire (FPM).

Le matériel de départ est la farine d’un demi-grain, broyé dans un mortier. Le
surnagent éliminé apres introduction d’Iml de solution A (annexe : 02), est récupéré dans
un autre eppendorf, servant ainsi pour 1’extraction des gliadines. En effet la solution A
permet le lessivage des gliadines, d’ou son utilisation a trois reprise, a fin d’éliminer au
maximum les gliadines et d’éviter ainsi la contamination des gluténines par celles-ci.

A cette étape le culot ne contient que des gluténines, pour leur extraction on utilise
deux solutions, chacune a base de la solution B. La solution B1 (annexe : 02), contient le

DTT (Dithiotreithol), qui permet la réduction des gluténines. L’avant derniére étape
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consiste a ajouter 0.1 ml de solution B2 (annexe : 02), elle contient le 4 4-vinylpyridine,

son role est I’alkylation des protéines.

La derniére étape consiste a introduire la solution C (annexe : 02), contenant du SDS
qui chargera les protéines négativement et permettra ainsi leur separation selon leurs poids
moléculaires. Apres I’évaporation du surnagent contenant les gliadines, le culot est repris
avec la méme solution C (annexe : 02) ( Zadri, 2009). On obtient ainsi la fraction
gluténines qui est possible de conserver pendant trois semaines a 4°C ou a -80°C.

4-2-3- Electrophorése SDS-PAGE

La séparation des gluténines est réalisée par une électrophorése monodimensionnelle
sur gel de polyaccrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE) suivant la méthode de
(Laemmli, 1970) modifié par (Singh et al., 1991). Le principe de la technique est basé sur
la séparation, sous 1’effet d’un courant électrique, des molécules biologiques (protéines,

acide amine ADN, ARN) ici, la molécule étudiée est la proteine.
4-2-3-1- Préparation des gels

La séparation des protéines par la technique SDS-PAGE nécessite la préparation de
deux types de gels: un gel de séparation a T= 12,52% et a T : 10,3 % et un gel de
concentration a C : 1,3%. Le gel de séparation permet le fractionnement des protéines
selon leurs poids moléculaires, alors que le gel de concentration permet de stocker les
impuretés (tamis, etc....) et de tasser les protéines, avant leur entrée dans le gel de

séparation.

e Préparation du gel de séparation (Running gel) :

Les gels sont T=12.52% et C= 0,97% pour les gluténineseta T=10,3% C=1,3%
pour les gliadines, les gels sont constitué d'acrylamide a 35% (p/v), de N_N'_methylen
bis- acrylamide (bis acrylamide) a 2% (p/v), de tris HCL 1M, tamponnés a pH 8.8, de SDS,

et d'eau (annexe : 04).

On commence par le montage des plaques en verre aprés les avoir nettoyée a
I’éthanol puis on rincée par 1’eau distillé, les plaques sont placées 1'une contre I’autre en
les séparant avec deux séparateurs dont la largeur est choisie selon les paramétres
recherchés.
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La polymérisation de ces constituants est catalysée par (APS) et le TEMED, qui sont
ajoutés en derniers. On applique le remplissage du gel par une seringue en plaquant sa
queue contre la paroi de la premicre plaque, et en verse doucement le gel afin d’éviter la
formation des bulles d’aires ; on s’arréte au niveau marque (4cm), ce niveau sera rempli

par le gel de concentration.

On applique une fine couche de buthanol tout au long du gel, a I'aide d'une seringue,
le buthanol aplatira le gel et fera une barriére contre I'air pour accélérer la polymérisation
qui prendra 30 a 45 min, et éliminera les bulles dair a la surface. Quand le gel se

polymérise, on verse le buthanol et on rince 3 fois a I'eau distillée.

e Préparation du gel de concentration (Stacking gel)

Les dimensions sont de 180 x 40 x 1,5 mm. Ce gel est a et ses constituants sont ceux du
gel de séparation avec une différence au niveau des tris HCL qui a un PH de 6.8 (annexe :
04). 1l est coulé au-dessus du gel de séparation, on pose les peignes (nettoyés au paravent
a I’éthanol) délicatement pour ne pas faire de bulles, bien au centre des cassettes. Le gel
prend en I’espace de 20 a 40 min, apres les peignes sont retirés soigneusement pour ne pas
détruire les puits fermes, on verse le tampon dans les puits et on fait les dépdts a raison de
15ul par puit. Un puit de chaque gel a été consacré aux marqueurs de poids moléculaire :
Kit HMW Ge Healthcare UK (tableau 02-annexe : 01).

2-4-5-2- La migration

Le bac supérieur qui porte les deux plaques est remplit de tampon de migration (annexe :

05). A un niveau qui dépasse celui des gels, on le place dans la cuve d’électrophorése ou le bac

inferieur, remplit au paravent de solution de tampon de tel sorte que les faces inférieures des

gels soient immergées. La cuve d’électrophorése est maintenue a une température constante a

4°C grace a un systeme de refroidissement. Le gel de dimension 180 x 105 x 1,5 mm est soumis

a une intensité constante de 80 mA par gel, et une tension variable ne dépassant jamais le

maximale de 600 V. Les échantillons des protéines chargées négativement migrent vers 1’anode

et sont séparées selon leur encombrement moléculaire. La migration est arrétée généralement

30 min aprés la sortie du front coloré.
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2-4-5-3-  Coloration et décoloration des gels

Apreés la sortie du front de migration, le gel de concentration est éliminé, les gels
sont demoulés soigneusement et mis dans le bac contenant une solution de coloration qui
contient un fixateur de proteines, le TCA (acide trichloroacétique) a 60 % et un colorant,
le bleu de coomassie R250 et d'eau distillée (annexe : 05). Recouvrer les gels de solution
de coloration, placer les sur I'agitateur pendant une nuit, afin d'homogénéiser la coloration,
puis les gels sont décolorés dans solution de décoloration (annexe : 05), et sont préts a la

lecture.

5-  L’étude statistique et analyse des résultats

Toutes les mesures des parametres physiologiques étudiés ont été répétées au moins
trois fois. Les résultats, présentés sous forme d’histogrammes, rejoignent le plus souvent
des valeurs moyennes et leurs écartypes , ces deux derniers ont été réalisés par le logiciel
Excel 2010 pour Windows. L’analyse de variance a deux facteurs (facteur variété, facteur
durée du stockage et leur interaction) et les groupes homogenes ont été realisée par

I’utilisation d’un logiciel spécifique « Excel STAT 2015 » en utilisant le test de Tuky.

Le systeme d’imagerie Dig Doc print II, nous a permis de prendre des photos des
gels obtenus par la technique d’électrophorése (SDS-PAGE). Le calcul des poids
moléculaires, afin d’interpréter les résultats de I’¢électrophorese en présence de SDS, est
réalisé avec le logiciel Photo-capt8. Le logiciel de MINITAB (version 13), nous a permis
la réalisation de dendrogrammes pour 1’établissement du degré de similarité entre les

variétés et entre les durées du stockage de grains.
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1- Variation des paramétres physiologiques
1-1-Test topographique au tetrazolium

Comme cité précédemment, le test topographique au tetrazolium (TZ) nous permet de
différencier entre les tissus viables et ceux qui ne le sont pas, donc qui sont morts en se référant
a leur taux de respiration relative (Chaker, 2003 ; Nour, 2018). Preuve a ’appui, les photos de
la figure (15) montrent les résultats de ce test, pour les deux variétés utilisées dans cette
manipulation : Hedba3 et Waha sur fond noir. Les résultats obtenus montrent que d’une maniére
générale, les deux variétés testées présentent une trés grande viabilité et également une forte

vigueur (figure : 15).

On distingue alors des semences plus colorées que d’autres au niveau de la partie
embryonnaire, du scutellum en allant vers la coléoptile, point d’attache et plumule. (Nour,
2018). Les graines stockées pendant 1 an et 4 ans dégagent un rouge vif comparées a ceux d’il
y a 8 ans, a noter que celles-ci (8 ans) ont été colorées a un seul niveau par rapport aux deux

autres pour la variété Hedba3.

Les semences de la variét¢ Waha ayant subi un stockage d’un an sont vivement colorés
en rouge et on peut voir une nette différence avec ceux stockés pendant 4 et 8 ans, ces dernieres
ont subi un déchirement niveau embryonnaire, méme des altérations membranaires menant

donc a la mort de certains tissus et cette partie est non colorée ainsi le tissu est mort.

Figure 16 : Résultats du test au tetrazolium des graines de deux variétés de blé dur stocker
durant 1lan, 4 ans et 8 ans. A : la variété Hedba3 et B : la variété Waha.

D’apres le Tetrazolium Testing Committee (1970), beaucoup de graines ne sont ni

complétement viables ni complétement mortes du fait que le blé posséde dans I’embryon de la
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graine des meristemes initiaux des deux paires de racines séminales. Ces derniéres se
développent et produisent une plantule normale méme si la radicule, elle, ne se développe pas.
Le pourcentage du TZ- test est le pourcentage de germination (potentiel germinatif) attendu
quand le lot de semences est mis a germer sous des conditions tres favorables (Tetrazolium
Testing Committee, 1970 in Chaker 2003). Le test TTC (chlorure de 2,3,5-triphényltétrazolium)
est une méthode largement utilisée pour évaluer la viabilité des graines de blé sur la base de
leur activité physiologique. Le test TTC fonctionne en évaluant I'activité métabolique des
cellules vivantes a l'intérieur des graines de blé, car les cellules viables convertissent le TTC en

un composé formazan rouge.
1-2-La couleur des graines

Les résultats obtenus de la couleur des graines sont représentés ci-dessous dans le tableau
n° 03. La luminosité (L*) des graines des deux variétés de blé dur étudiées Hedba3 et Waha
sont relativement proche variant entre 23,73 jusqu’a 34,07, la couleur jaune (b*) varie de variété

a autre. La luminosité (L) augmente dans la durée de stockage 4ans chez la variétés Waha

(tableau 05).

Concernant la variété Waha on a enregistré une moyenne maximale de 26,07 pour les
semences stockées pendant 4 ans, 24,37 pour les graines stockées durant 8 ans et 24,83 pour le

témoin qui est la semence stockée pendant 1 an.

Pour la variété Hedba3 on a enregistré des moyennes variables qui sont comme suit :

28,23 pour le témoin d’un an, 23,27 pour les semences stockées pendant 4ans et 27,8 pour les

graines datant d’il y a 8 ans.

La couleur rouge (a*) pour la variété Hedba3 vont de 9 de moyenne jusqu’a 11,17, en
revanche pour la variété Waha elle va de 8,93 jusqu’a 16,2 moyennement ; le stockage datant

d’il y a 4 ans a enregistré la moyenne la plus basse pour les deux variétés étudiées.

Tableau 05: Variations de la couleur des grains des deux variétés de blé dur stockées durant 1
an, 4 ans et 8 ans
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Hedba3 Waha
Durée du L a b L a b
stockage
1 an 31.37£240 11.17=0.97 28.23+2.03 23.73 243 11.77£0.32 24.83+1.21
4 ans 344+ 289 09+6.51 23.27+6.19 33.33+3.98 8.93+2.80 26.07+2.05
8 ans 34.07+2.89 10.43=3.48 27.8=0.66 26+1.92 16.2+0.26 24.37+1.53

L’analyse de variance des deux parametres de la couleur a et b est non significatif.
L’analyse de la variance a deux facteurs de ce paramétre fait ressortir une différence non
significative pour les lumiéres a et b des deux facteurs variété et durée du stockage. Tandis que,
I’analyse de variance du paramétre L (luminosité), révele 1’existence d’une différence
significative entre les deux variétés étudiées (P>0.019), une différence non significative pour le
facteur durée du stockage (P>0.077) et une différence non significative pour I’interaction
Variétés*Traitement (P>0.330) (Tableau 06).

Tableau 06: Comparaison des moyennes de paramétre (L) de la couleur des grains des deux variétés
du blé dur stockés durant trois durée lan, 4ans et 8ans

Source ddl Somme des Carré moyen F de Fisher Pr>F
carreés

Durée 2 121:528 60.762 3.205 0.077

Variétés 1 140.561 140.561 7.415 0.019

Durée*Variétés 2 46.154 23.077 120 0.330

*P <0,05, **P <0,01, ***P< 0,001 : Respectivement significative, hautement significative et trés hautement significative ;
P>0.05 NS: non significative. ddl : degré de liberté, SCE : somme des carrées des écarts, CM : carré moyenne, Fobs :
observé,

P : Probabilité

L’analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95,00 % «
Test de Tukey » pour le facteur variété présente deux groupes homogenes (tableau : 07). Le
premier groupe A correspond a la variété Hedba3 avec une moyenne générale de 33.28. Le
deuxiéme groupe B correspond a la variété Waha avec une moyenne générale de 27.69.

Tableau 07 : Classement et regroupement des groupes non significativement différent, facteur
variété aux niveaux de trois durées du stockage pour la luminosité (L) de la couleur des grains :

Modalités Moyenne Regroupements
Hedba3 33.278 A
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Waha 27.689 B
La luminosité (L*) des grains de la variété Hedba3 a montré des valeurs significativement

plus élevé avec une couleur plus claire que celles de la variété Waha dans les trois durée du
stockage. Ceci peut étre est dd a la couleur naturelle plus claire de la variété Hedba. La couleur
des semences dépend leur composition biochimique des sels minéraux. Le grain de blé a une

couleur variant du roux au blanc.

Les résultats enregistrés au cours de cette étude révelent que les graines des 6 lots des
variétés de blé dur (Hedb3 et Waha) des années respectivement 2014-2019-2021 sont de couleur
Jaunatre. L’¢évaluation de la qualité des semences de blé est possible et réalisable sur la base de
leurs attributs de couleur, en utilisant les mesures de I'application pour évaluer la maturité, la

santé et les dommages potentiels causés par les maladies ou les insectes.

L'application Color Grab et les parameétres physiologiques offrent une approche
normalisée de I'évaluation de la couleur, permettant des comparaisons et des analyses précises

entre divers échantillons de graines de blé.

L'intégration de la technologie et des parameétres physiologiques fournit des informations
précieuses sur les caractéristiques de la couleur des graines de blé, ce qui ouvre des possibilités
pour la recherche, I'agriculture et les applications de l'industrie alimentaire. L'utilisation de
I'application Color Grab pour I'analyse de la couleur des graines de blé met en évidence le
potentiel de la technologie des smartphones en tant qu'outil accessible et efficace pour les

mesures et les analyses scientifiques.

1-3- Taux de germination

La germination est un processus physiologique crucial dans le cycle de vie des plantes,
notamment le blé, et la compréhension de son cadre physiologique est vitale pour une
production végétale réussie. La germination est le processus par lequel une graine subit des
changements métaboliques et physiques, conduisant a I'émergence d'une plantule a partir de

I'enveloppe de la graine.

La faculté germinative traduite en pourcentage de germination a été enregistrée dans les
deux variétés étudiés (Hedb3 et Waha) et au cours des trois durée de stockage testés (figure.
16).
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En ce qui concerne la variété de blé dur Hedba3, les résultats inscrites du taux de
germination ci-dessous (Figure 16) exposent que les graines stockées pendant 1 an ont la

capacité et le pouvoir de germer le plus remarquable a raison de plus que 95%.

Pour les semences stockées durant ces quatre (4) années précédentes le taux dépasse
plus ou moins les 85% par rapport aux graines plus agées datant d’il y a 8 ans qui ont affichées

un taux moindre estimé a 55% pour ce qui est de la variété Hedba3 et de 65% concernant la

variété de blé dur Waha.

105 ®1an
95 "4 ans
85 H 38 ans

75
65
55
45
35
25
15

Taux de grlination (%)

Hedba3 Waha

Variétés

Figure 17 : Variations du pourcentage de germination des deux variétés de blé dur stocké
durant 1 an, 4 ans et 8 ans

D’aprés I’analyse de la variance effectuée sur les deux facteurs (variété, durée du

stockage), et d’apres 1’analyse de la variance de leur interaction on constate I’existence d’une
différence tres hautement significative au niveau de la durée du stockage (P < 0.0001). Non

significative pour D’effet variété (P> 0.05), et pour I’effet interaction entre deux facteurs

(Tableau 08).

Tableau 08: Comparaison des moyennes de paramétre du pourcentage de germination des grains des
deux variétés du blé dur stockés durant trois durée 1an, 4ans et 8ans

Source ddl Somme des Carré moyen F deFisher Pr>F
carrés
Durée 2 4568.444 2284.222 48.033 <0,0001
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Variétés 1 37.556 37.556 0.790 0.392

Durée*Variétés 2 75.111 37.556 0.790 0.476

*P <0,05, **P <0,01, ***P< 0,001 : Respectivement significative, hautement significative et trés hautement significative ;

P>0.05 NS: non significative. ddl : degré de liberté, SCE : somme des carrées des écarts, CM : carré moyenne, Fobs :
observé,

P : Probabilité

Le test de Tutey, analyse les différences entre les groupes avec un intervalle de confiance
a 95,00 %. Le facteur la durée du stockage présente deux groupes homogenes. Le premier
groupe A correspond aux durées 1 an et 4 ans du stockage avec une moyenne générale de
100.00%. Le deuxieme groupe B correspond a la durée 8 ans avec une moyenne genérale de
62.333% (tableau : 09).
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Tableau 09 Classement et regroupement des groupes non significativement différent, facteur du
stockage des deux variétés de blé dur de la capacité germinative des grains

Modalités Moyenne Regroupements

1an 100.000 A
4 ans 90.000 A
8 ans 62.333 B

Les paramétres physiologiques de la germination peuvent varier en fonction de la qualité
des semences, des conditions de stockage, des facteurs génétiques et des indices
environnementaux, ce qui souligne I'importance de prendre en compte ces facteurs dans les
pratiques agricoles. Les semences sont des organismes vivants dont l'activité métabolique se
poursuit méme pendant le stockage (Ellis et al., 1992). Il est donc essentiel de maintenir des
conditions de stockage optimales, y compris des températures basses et des niveaux d’humidité
contrélés, pour prolonger la viabilité et la vigueur des semences de blé (Finch-Savage et Bassel,
2016). L’humidité est estimé de 85% pour toutes les générations de céréales (ITGC ,2008) De
mauvaises conditions de stockage, telles que des températures et une humidité élevées, peuvent
entrainer une détérioration des semences, une perte de viabilité et une réduction des taux de

germination.

1-4-Teneur en eau des grains

La teneur en eau des semences de blé est un parameétre physiologique critique qui a un
impact direct sur la viabilité, la germination et la qualité globale des semences. Le maintien
d'une teneur en eau appropriée dans les graines de blé est crucial pour garantir que leurs
processus physiologiques restent actifs sans causer de dommages ou compromettre leur
viabilité.

Ci-dessous, la figure 18, une représentation des résultats des différentes variations en
teneur en eau des deux variétés étudiés Hedba3 et Waha. La teneur en eau varie de fagon non
significative, on remarque alors que les semences stockés pendant 1 an, leur pourcentage de
teneur en eau est le méme et estimé a presque 9%, en revanche les semences stockés pendant 4
ans différent d’une variété¢ a ’autre et on enregistre un pourcentage de presque 8% pour la
variété Hedba3 et 8,5 a peu pres pour la variété Waha. Concernant le stock de 8 ans, la teneur

en eau des graines est quasi la méme, proche, et varie de 7,5% jusqu’a 8% presque.
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Figure 18 : Variations de la teneur en eau des grains des deux varietés de blé dur stockés
durant 1,4 et 8 ans.

L’analyse de variance de la teneur en eau fait ressortir une différence trés significative
pour I’effet durée du stockage. Alors il n’existe pas une différence significative entre variétés,
ni entre I’interaction variété *durée (tableau 10).

Tableau 10: Comparaison des moyennes de parametre de la teneur en eau des grains des deux
variétés du blé dur stockés durant trois durée lan, 4ans et 8ans

Source ddl Sommedes Carré moyen FdeFisher Pr>F
carrés

Dureée 2 3.850 1.925 8.134 0.006

Variétés 1 0.739 0.739 3.120 0.103

Durée*Varietés 2 0.688 0.344 1.454 0.272

*P < 0,05, **P < 0,01, ***P< 0,001 : Respectivement significative, hautement significative et trés hautement significative ;
P>0.05 NS: non significative. ddl : degré de liberté, SCE : somme des carrées des écarts, CM : carré moyenne, Fobs :
observeé,

P : Probabilité

Le test Tukey, analyse les différences entre les groupes avec un intervalle de confiance
a 95,00 %. Il classe les durées du stockage en trois groupes, dont la moyenne le plus élevé
(8.73%, groupe A) est enregistrée chez le témoin (1an), le deuxiéme groupe intermédiaire AB,

enregistre la teneur en eau de 8.09% (durée 4 ans). Le troisiéme groupe B représente la moyenne
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la plus faible de la teneur en eau (7.65%), elle est enregistrée chez la durée 8ans du stockage
(Tableau 11).

Tableau 11 Classement et regroupement des groupes non significativement différent, facteur du
stockage des deux variétés de blé dur de la teneur en eau des grains

Modalités Moyenne Regroupements
lan 8.773 A

4 ans 8.087 A B

8 ans 7.649 B

Pour de nombreuses espéces notamment les céréales la conservation a long terme se fait
par stockage de grains a faible teneur en eau a 5°C et 20% comme taux d’humidité relative

(conditions idéales de stockage a long terme) (Rebert, 1972).

La teneur en eau est la mesure du contenu d’humidité du grain. Le grain ayant une teneur
en eau acceptable se situe dans la plage de grain sec. Au fur et a mesure que la teneur en eau
augmente, le grain se situe dans les plages de grain gourd, humide, mouillé ou trempé. Il est
important de déterminer la teneur en eau des grains canadiens pour la qualité, la salubrité et le

stockage du grain (Commission canadienne des gains, 2022).

1-5-  Poids de mille grains

Nous avons enregistré dans 1’histogramme obtenu (figure 19) , une nette augmentation
concernant le poids des grains de la variété de blé dur Hedba3 , contrairement a la variété Waha
, les variations du poids des grains est de facon non significative car on remarque que les
semences datant d’il y a 4 ans ont enregistré le plus haut poids de grains (g) par rapport au deux

années de stockage 8ans et le témoin 1 an.
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Figure 19 : Variations du poids de mille grains des grains des deux variétés de blé dur
stockées durant 1 an, 4 ans et 8 ans

L’analyse de la variance des résultats obtenus révele 1’existence de différence tres
hautement significatif entre les variétés (P < 0.0001). Une différence significative entre les
durées du stockage des semences du blé dur (P > 0.01). De plus, un effet non significatif pour

I’interaction entre durée et variété (P > 0.05) (tableau 12).

Tableau 12 : Classement et regroupement des groupes non significativement différent, facteur durée
du stockage des deux variétés de blé dur du poids de milles grains

Source ddl  Somme des Carré moyen F de Fisher Pr > F carrés
Durée 2 53.808 26.904 6.479 0.012
Variétes 1 253.125 253.125 60.953 < 0,0001
Durée*Variétés 2 21.870 10.935 2.633 0.113

*P < 0,05, **P < 0,01, ***P< 0,001 : Respectivement significative, hautement significative et trés hautement significative ;
P>0.05 NS: non significative. ddl : degré de liberté, SCE : somme des carrées des écarts, CM : carré moyenne, Fobs :
observeé,

P : Probabilité

Le test Tukey analyse les différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a
95,00 %. Il classe les années du stockage en deux groupes, dont les moyennes les plus élevées

(47.1g et 479, groupe A) sont enregistrées aux niveaux des durées de stockage 8ans et 4 ans
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successivement, le deuxiéme groupe B représente la moyenne la plus faible de poids du mille
grain (43.38 g), elle est enregistrée chez la durée 1an (tableau 13).

Tableau 13 Classement et regroupement des groupes non significativement différent, facteur du
stockage des deux variétés de blé dur du poids de mille grains

Modalités Movyenne Redaroupements
| 47.100 A
4 ans | 47.000 A
1an | 43.383 B 8 ans

Le test Tukey analyse les différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a
95,00 %, classe le facteur variétés en deux groupes homogeénes. Le premier groupe A présente
la moyenne générale du poids de mille grains la plus élevée 49.58g enregistré chez la variété
Waha, Par contre le deuxieme groupe B présente la moyenne du poids de mille grains de blé
dur la plus faible 42.08g marqué chez la variété Hedba (Tableau 14).

Tableau 14 : Classement et regroupement des groupes non significativement différent, facteur
variété des trois durées du stockage de blé dur du poids de mille grains

Modalités Moyenne Regroupements
Waha 49.578 A
Hedba3 42.078 B

Le poids de la graine est souvent considérée comme un indicateur de leur qualité et de
leur richesse en nutriments, y compris en protéines, vitamines et autres substances. Le poids des
grains est fortement lie a I’effet de ’environnement au moment de la formation et du
remplissage de la graine. C’est une des composantes du rendement agronomique et rendement

semoulier.

2- Analyse des gluténines

Cette étude a porté sur deux variétés de blé dur Hedba3 et Waha qu’on a mis en mouvement
dans un gel Polyacrylamide qui forme un tamis moléculaire adaptable afin de séparer leur

protéine de réserve en fonction de la taille des chaines polypeptidiques de ces dernieres.

Le profil électrophorétique obtenu est porté sur les gluténines (figure 20). Le nombre total des

bandes polypeptidiques est de 18 bandes répertoriées (avec des PM différents), leur poids
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: durée
moléculaire varie de 15.88 a 115.14 KDa. L’intensité de la bande est liée directement a la

concentration de la protéine (Arumingtyas et al, 2013).
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Figure 20: Profil élelectranharétione SNS-PAGF des nrotéines de récerctrophorétique SDS-
PAGE des protéines de réserve « gluténines » des graines de deux variétés de blé dur
conservée durant 8 ans, 4 ans et 1 an.

O Sous unités de haut poids moléculaire (SG-HMW) et les sous unités de faible poids
moléculaire (SG-LMW) :

Le tableau 15 représentant le diagramme présence/absence des bandes dans les graines de deux
variétés de blé dur Hedb3 et Waha conservée durant 8 ans, 4 ans et 1 an pour ce qui concerne
les “gluténines* , et en sachant que ces derniers sont divisé en deux sous unités ; de haut poids
moléculaire (SG-HMW) et de faible poids moléculaire (SG-LMW) ; nous avons pu noter une
grande variabilité concernant les sous unités de faible poids moléculaire (SG-HMW) variant

entre 30 et 70 kDa théoriquement et entre 36,27 kDa et 62,99 kDa , dans le cas présent.

En ce qui concernes les sous unités de haut poids moléculaire (SG-HMW), on observe 3-4
bandes a intensité différentes pour la premiére variété étudiée Hedb3, contrairement a la

deuxiéme variété Waha sous laquelle on peut voir la présence de 2-3 bandes a forte intensité
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avec une bande a faible intensité dans chaque puit, avec une variance de poids dans un intervalle
de 85,65 kDa allant jusqu’a 115,14 kDa.
On a constaté la présence de bandes dans le gel ci-dessous a raison de 15,88 / 19,03 / 20,649 /

36,27 / 42,47 kDa et une absence de bandes dans les puits du poids 87,74 /98,40.

Les résultats témoignés par la technique d’électrophorése SDS-PAGE nous ont permis de
déduire qu’entre deux différentes variétés de blé dur il existe et il subsiste un polymorphisme

et une biodiversité entre lots de graines au sein de 1’expression de leur génotype.

Tableau 15: Diagramme présence / absence des bandes dans les graines de deux variétés de blé
dur conservée durant 8 ans, 4 ans et 1 an

Poids Waha Hedba3
moléculaire

(KDa) lan 4ans |8ans |lan 4ans 8ans
15.88 1 1 1 1 1 11
19.03 1 1 1 1 1 0
20.649 IR e e F 1
21.96 0 0 0 0 0 1
22.77 0 0 0 1 1 1
23.27 -- 0o 0 0
26.58 0 1 0 0 0 0
28.15 1 1 1 1 0 1
36.27 1 1 1 1 1 1
42.47 1 1 1 1 1 1
49.24 0 1 0 0 0 1
53.88 0 0 0 0 0 1
85.65 1 0 1 0 0 0
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87.74 0 1 1 1 1 1
95.22
98.40
115.14 0 0 0 0 1 0

Avec : 1 : présence de bandes ; 0 : absence de bandes.

L’augmentation de I’intensité des bandes est le résultat de I’augmentation des protéines
(Jasso et al., 2002). Dans certains génotypes quelques nouvelles bandes apparaissent et d’autre
disparaissent (Farshadfar et al., 2008).

L’accumulation de ces protéines de réserve est donc éetroitement liée a la constitution

génomique du génotype, et 'importance quantitative de ces fractions ainsi que leur fluctuation

semblent liées au milieu de culture. Les teneurs moyennes en protéines fluctuent d’un lieu a
I’autre. De plus ces teneurs ne suivent pas les variations des teneurs en protéines du grain. Le
milieu influe sur ces fractions (a I’exception des gliadines en % PT) (Khlifi et al., 2004).

Le groupe A correspond aux SG-HPM, qui constituent la fraction mineure des protéines

de gluten (environ 10%), varie de 65 a 90 kDa (Lagrain et al., 2013).

Les SG-FPM ont été considérées comme des gliadines de haut poids moléculaire liées par des
ponts disulfures pour les distinguer des gliadines monomériques. Les travaux novateurs de
Nielsen et al. (1968) et Payne et Corfield, (1979) ont permis de distinguer cette fraction et la
classer séparément comme des SG-FPM. Cette fraction représente 60 a 80% des gluténines
totales et peuvent étre classées selon différents critéres.

En conclusion la durée du stockage a dégradé plus ou moins les protéines de réserve des 6 lots
des deux variétés étudiées.
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Conclusion

Le blé est une denrée alimentaire stratégique vu qu’elle est consommeée par une tres
grande partie de la population mondiale. La culture du blé est largement répandue dans le
monde pour subvenir aux besoins alimentaires de la population mondiale. Le stockage de ses
récoltes et leur gestion sont un enjeu majeur pour les pays producteurs mais aussi pour les pays
importateurs. Les processus de stockage sont de plus en plus rigoureux pour optimiser les
valeurs nutritives de ces réserves, leur viabilité et leur longévité car des quantités importantes

doivent étre disponibles sur le marché mondial du blé.

Ce mémoire a pour objectif de déterminer les conséquences de la durée du stockage sur
les grains de blé dur. Pour répondre a cette problématique, nous avons sélectionner 6 lots
provenant de deux variétés de blé dur (Hedba3 et Waha) et nous les avons évalués selon 5
parameétres physiologiques (couleur, poids, faculté germinative, teneur en eau, test

topographique au tetrazolium des graines) et sur un parametre moléculaire (SDS-PAGE).

Les résultats obtenus nous ont permis de conclure que la durée de stockage a un effet

négatif sur la qualité des grains de blé dur des deux variétés étudiées.

Notre travail devrait étre complété par des études plus poussées afin d’identifier les conditions
optimales de stockage pour améliorer la qualité des grains de blé dur et mieux gérer la

conservation des grains.

Le stockage des graines et des semences, est une pratique essentielle dans le domaine de
I'agriculture et de la préservation des ressources génétiques vegétales. 1l vise a maintenir la
viabilité et la qualité des semences afin de garantir leur utilisation future.

En résumé, la compréhension et I'optimisation des parameétres physiologiques de la
germination sont cruciales pour assurer une implantation réussie des plantes et maximiser la
productivité des cultures de blé et d'autres espéces végétales. En tenant compte des conditions
de température, d’humidité, d'oxygene et de lumiére, les agriculteurs et les chercheurs peuvent
prendre des décisions éclairées et mettre en ceuvre des stratégies efficaces pour promouvoir une

germination optimale et obtenir des résultats agricoles souhaitables.
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Annexe 01

Tableau 01 : La classification classique du blé selon Cronquist, (1981)

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordre Cyperales
Famille Poaceae
Genre Triticum

Triticum aestivum ( blé tendre)

Espé o, ,
spece Triticum durum (blé dur)

Tableau 02: Composition du Kit LMW.

Phosphorylase b 97
Albumine sérique bovine 66
Ovalbumine 45
Carbonique anhydrase 30
Inhibiteur de la trypsine 20.1
a-Lactalbumine 14.4




Annexe 02

Les solutions utilisées dans I'extraction des gluténines

Solution A

- Propanol-1 50 ml
- Eau distillée Qsp100 ml
Solution B (conservation environ 2 semaines, a 4°C°)
- Propanol-1 10 ml
- Tris HCI 1M pH 8 1.6 ml
- Eau distillée Qsp20 ml
Solution B1 (a préparer ex temporairement)

- Eau distillée Qsp20 ml
- Solution B 7 ml
- Dithiotreithol DDT 70 mg
Solution B2 (a préparer ex temporairement)

- Solution B 7 mL
- 4-vinyl-pyridine 98 pL
Solution C (conservation environ 2 semaines, a 4°C°)
- SDS 0.2 g

- Glycérol 4 ml
- Bleu de bromophénol 2 ml
- Tris HCI 1M pH 8 0.8 ml

- Eau distillée Qspl0 Ml



Annexe 03

Les solutions utilisées dans la préparation du gel
e Tampon Tris-HCI pH : 8,8 (Conserver a 4°C)
- Tris 60.57 g
- Eau distillé ~ 400 ml
- Ajuster a pH 8,8 avec du HCI fumant ~8al0 ml

- Eau distillée Qsp500 ml

e Tampon Tris-HCI pH : 6,8 (Conserver a 4°C.)
- Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 30.285 g
- Eau distillée ~200 ml
- Ajuster a pH 6,8 avec du HCI fumant  ~ 19,5 ml

- Eau distillée Qsp 250 ml

e Solution stock de SDS a 10% Stocker a température ambiante
- Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 1 g

- Eau distillée Qsp10 ml

e Solution d’ammonium persulfate (APS) a 1% (A préparer le jour méme)
- APS (stocke au frigo) 0,2 g

- Eau distillée Qsp20 ml



Annexe 04

Préparation des gels

Le premier gel de séparation et de concentration pour Gliadines T:10,3% C: 1,3%

Acry Biss 40%
Tampon Tris-HCL pH 8.8
Tampon Tris-HCL pH 6.8

SDS 10%
APS 10%
TEMED

H20 distille

Volume total

Gel de séparation
12.5ml

12.5 ml

500 pl
250 pl
50 pl

24.2 ml
50 ml

Gel de concentration

1ml

2.5ml
100 pl
50 pl
10

6.34 ml
10 ml

Le deuxieme gel de séparation et de concentration pour Gluténines T: 12,52% C: 0,97%

Acry Biss 40%
Tampon Tris-HCL pH 8.8
Tampon Tris-HCL pH 6.8

SDS 10%
APS 10%
TEMED

H20 distille

Volume total

Gel de séparation

15 ml

12.5 ml

500 pl
250 pl
50 pl

21.7 ml
50 ml

Gel de concentration

1ml

2.5ml
100 pl
50
10

6.34 mli
10 mi



Annexe 05
Préparation de tampon d’électrophoreése et solution de
Coloration et décoloration

e Tampon d’¢électrophoreése (Stocker a température ambiante)

- Glycine 70.55¢
- Tris 159
- SDS 5
- Eau distillée Qsp5L

Le tampon des cuves doit étre renouvelé lorsque le voltage dépasse 500V en fin de migration
(environ 20 utilisations), prévoir 4 litres par cuve. Prévoir 1 litre pour le bac supérieur a chaque

électrophorese.

e Solution de coloration (pour les gels monodimensionnels), a préparer le jour méme

-TCA 30 g
- Solution mére de Bleu de Coomassie R250 12,5 ml
- Eau distillée Qsp250 ml

Bien mettre en agitation avant utilisation

e Solution mere de Bleu de Coomassie R250
- Bleu de Coomassie R250 10 g
- Ethanol 95° Qspl L
Laisser en agitation au moins 2 heures. Filtrer cette solution avec un filtre plissé n°3.
Attention :

Mettre en premier l'alcool dans le bécher avec un barreau aimanté en agitation, puis mettre le
bleu de Coomassie dans le bécher en agitation (sinon le bleu prend en masse au fond du

contenant).



Annexe 06
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PREFARATION DE SOLUTION D'EXTRACTION
DES GLUTENINES ET DES SECALINES

- POUR 90 ECHANTILLONS -
Solution Produit Quantité |
Solution A Propanol-1 75 ml
Eau distillée 'gsp 150 ml
Solution B Propanol-1 10mi
' Tris HCI M pH~8.0 1.6 ml
Eau distillée qsp 20ml
Solution B1 Solution B 7 ml
DDT B 70 mg
Solution B2 Solution B Tmi
4VP O8pl
SDS 20 mg
~ Solution C | Glycérol 4ml
(40% Glycérol) | Bleu de bromophénol 2mg
Tris HCI IM pH=8.0 0.8 ml
Eau distiliée qsp 10ml
— SDS k> 20 mg
Solution C* | Glycérol 24mg
(24% Glycérol) | Bleu de bromophénol 2mg
Tris HCl IM pH=8.0 0.8 ml
Eou distillée gsp 19 ml
Tampon tris | Inis (hydroxy méthyl) amino méthan | 6.057 mg
HCIIM Ajustement du pH 8.0 par HCI fumant | 3ml = |
pH=8.0 Eau distillée qsp SOml

Modification : Les modifications apportées par Amior et al, (2002)
consistent a remplacer la solution C (40% glycérol) par la solution

C* (24% glycérol).

Conscrvation : toutes les solutions sont & préparer le jour de |'extraction,
sauf pour la solution C qui peut étre conservée plusieurs semaines & une

température ambiante.
smui“lwﬂ@adnj(ﬁ T Comah (1991) A susplifed SDS-PAGE procedurs for separstiog
LNOW subeniy of ghsen ) Corsal St M203.200

N Arvioe M Dardesat 0 K0ef), A Bougacrnce aad G Braslerd ; Allehe variston of HNMWasd LMWlstorin sabwais.
HMWaeceln sabasts mxd?SK grenme-sceslins of beusphad tritcle.  Daghyscs 123 179-196, 2000




Annexe 07

| \meiwe  Electrophorése de protéines SDS-PAGE

| Nizewie
{ 79 Cuve APELEX bt
OBJET

Ewcrophontse des proténes en présence de sodum dodécylsubate (SDS) sur gel de potyacrylamide
PRINCIPE DE LA METHODE ;

La méthode ulisée a & développie par Laemmi (1970] « méthode de  dénsluration
discontinue » Ele pevmet de détarminer le nombre de sous unhié d'une protéine ot de déterminer
l0ur masse moksine respacive.

Ce protocolerepose sur la présencede SDS (dodecylsufiate de sodium) et S-mercapoéthanaigul
vonidénaturer les protéines (dssockriesprotéines  ensous-unités) edes endure decharges
nagatives(SOS| Cattecharge untforma qui est e rappert avec a massapermet auxprotdinesde
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Le gel da conoantration de 4%(pH 6,8) est versd au-chessus dungel de separationde 105 & 15%
(pH 8,8). Legel de concentrationiavec una grande 1aile de pore) ser & concentrerfensemiie des
proféines{les grands peuventse rafirepersvecies petits) Legel de séparation (qui a une talle de
poresplus peifie) 165 probénesyont séparrseion feurs tailes moldculaies relstives.

HYGIENE ET SECURITE

L& port de biouse, gants est ndispensalie [ors des manipulations
Il est nécessaire de manipuer [acrylamide sous Ishotte.

LISTE DES APPAREILS ET MATERIELS ;

o Cuve BoRad
LISTE DES PRODUITS (CHIMIQUES ET BIOLOGIQUES):

«  Acrylamide-dis acryfsmide 30% - APS10%

* 1.5M Tns HCIpH 8.8 = TEMED

e O5MTris HCIpH B8 « Esudistie

e 505 10% =  Margueur de poids mokculaire
MODE OPERATOIRE :

1. Préparation solutions

a) Sciution d'Acrylamide : bis acrylamide T=30% C=2 67%

[ib?ylmm g

| N.N'methylenebisacrylamiie 0eg |

| Eau distilléee 100 |
__Code |  Rédacteuwr | Veérficateur |  Datede Création
[_ | BOULDJEDJ Ryma BELBEKRI Med Nadir 120272014
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|\ wawie  Electrophorése de protéines SDS-PAGE ~ sxe
ot Cuve APELEX -

Préchauffer l'eau distilée & 37°C pour faciler 13 dissohsion des produts chimiques.
Filer B solution & Yavers un il de 0 45um

- ApsterspH AT
- Slocker la soluticn dans una bouteile opague & 4°C (maximum 30 jours).
b) 1.5M Tris HClpH 8.8
2 PM 100mi | 200md
Tns 1211 18159 3639
Eau distilice 80| 150mi
Ajustar e pH & & 8 avec du HC! Fumant ou aves HCL BN
Compléter b volume avec Teau distlite
Fillrer |8 sclution & ravers un fltre de 0.45um
Stocker & solution a &°C
c) Q.5M Yris HCIpH 6.8
M “100md
Tris 1211 &g |
Eaw distilles j gom|
Ajuster b pH & 8 8 svic du HCI Fumant ou svec HCL 6N
Compléter | yoluma avec I'eau distilée.
Fitrer & solution & travers un fitre de D.450m
Stocker la solution 8 4°C
d) 10%APS
10mi ‘]
[Trs {Ammonium persuifate) 9
Il Eau distilide 10ml |
Préparer extemporanament - Stocker a 4'C
e) 19%S0S
| Soml 100md
"SDS (Sodium dodécyl sulfate] | 59 10g
Eau distillée §0mi 4] 100m|
Usiser le masgus - Stocker & temparalure ambants
[ Code T Rédacteu "_T = _—VMﬂuml —’@hdo Création
.[ 1 BOULDJEDJ Ryms | BELBEKR| Med Nadir 12022014 '
- — T —— —_—
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| 5\l Electrophorése de protéines SDS-PAGE

\grenies

Mode Opdrataire

Cuve APELEX

(-

f Iameen &'électrophorése 10x i 8.3

Concentration finale L
Tris base 250mM 30.30g
Giycine 1.82M 144,10y
| SDS ™ W0y |
l’ H20d1 Gep il
N# pas suster le ph (-83)
Tampon d'électrophonise 1x @ Dilosr 100m| du temgon 10x svec 800mI & M20 dstiee
9l Butancl saturé en eau
n-Butanct oml
H20 Smi |
Bien homogdesiser, utiise B phase supdimunm.
h) Solution de Coloration
[ Concentration finale L
Bleu de coomassie R250 | 0.025% {pv) 250mg
Méthanol 40% (Wv) 400mi
Acide acitique ’ 1% () 70mi
| H20di Qsp iL

Dans un bécher, metez - méanol H20d! et bieu de Coorrassie
Hamogéniiser bian jusqu'a ks dissoluion de bisu de Coomassie

Filirer avec papler watiman N*01
Ajouter 'Acide scésque
1) Solytion de Décoloration -
' Méthanol 5% (wv) 50m)
Acide acetique | TR (W) 7oml |
Wao@i fospT

Dans un bacher, mammwe«mzoum.wsmrmm

Code | Wéduciewr |
| BOULDJEDJ Ryma |

| e L8
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o ytewieiwe  Electrophorise de protéines SDS-PAGE oy
"N Cuve APELEX “s
2 Protocole :

2) Mmﬂmmmm.m@

= Netioyer ks plaques de verre ovec Néthasel pus rncer avec l'sau detilee.
- Essuyer les coux plagues avec un Kimwige

- Mlemqummﬂnhsum.mqummuuuuwmm
Huses « alin of éwiter ek futes kors du coulsge du gef ».

b} Préparation de la solution SDS PAGE -
- mmmsoumoemummwnwsu 10% chans MO cistilte of la garder &

4'C
Dans un bécher, preparer B mékangs | acryamide’ bis scrtsmide, Tris ot SDE & compléter
gvec de l'eau detlee.
GEL DE SEPARATION cmﬁm
IC]Meale | 10% | 12% 5% Fin
Aoy Be 40% 2B T 15 | 10TEmi Temd
[15M TnsHCIpH B8 | 0475 125mi 1 125ml | 125mi
OSM T HCIpH 68 | 01250 25m
0% $05 0% So0u | soou | S0 oo
i 10% APS 008% 2%0p | 250l 2500 S0p
| TEMED 0% 0ul [>T Y 104
H20 dstike 242ml | 217mi | 18w & 34mi
YOTAL 0m| 50mi SOome 10mi

= Juste avant de couler le gal, ajouter k TEMED puis APS 105, mélanger doucement.
(APS= indatour de b polyméisaton ou ool TEMED= Acoaalew o fo payménsenion)
c) Coulage du gel

- Cour le gel de separation sans empnsonner de bulles ek usgy's 1 Som du bord supdiier
- Couvrir ba gel de séparation aves Butandl salurd 61 e

= Lalsser polymériser pandant 30-35min
Code |  Redactewr |  Varificateur | Date de Création
| BOULDEDURyma |  BELBEKRI Med Nodr [ 120272014
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Effet du stockage sur la qualité du grain de blé

Mémoire pour ’obtention du diplome de Master en Biotechnologies et génomique végétale

L’objectif de ce travail est de préciser 1’effet de la durée du stockage sur la qualité des grains
de blé dur. Pour cela, 6 lots de deux variétés de blé dur : Hedba3 et Waha ont été sélectionnés,
pour chaque variété, un lot témoin stocké pendant 1 an, et deux lots stockés pendant 4 et 8
ans. Une étude physiologique a été effectuée sur les grains du blé dur : la couleur, le poids de
mille grains, la faculté germinative, la teneur en eau, et le test topographique au tetrazolium
des graines. Ensuite, une analyse moléculaire des protéines de reserves : « les gluténines » a
été évaluée par SDS-PAGE. Pour les deux variétés, les résultats obtenus montre que, la faculté
germinative a diminuée de méme que la teneur en eau et la viabilité ; alors que la couleur n’est
pas subie de changements significatifs. De plus, les diagrammes électrophorétiques, nous
montre des unités présentes aussi bien chez les témoins (1 an) que chez les deux lots 4 et 8

ans, alors que d’autres sont présentes /ou absentes chez les deux lots 4 et 8 ans et les témoins
lan. Ces résultats permettent de conclure que la durée de stockage, a d’une manicre générale
affecté négativement la qualité des grains de blé dur des deux variétés étudiées. Des recherches
ultérieures devraient permettre de préciser de quelle maniere les conditions de stockage
influencent la qualité des grains de blé dur afin de pouvoir limiter 1’effet négatif de la durée
du stockage sur les grains.

Mots-clefs :
Blé dur, stockage, viabilité, qualité, grain, protéines..

Laboratoires de recherche :
Génétiqu, Biochimie et Biotechnologie Végétale, Chaabet elrsas. Université Freres
Mentouri,Constantine 1.
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