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Dosage de I'acide abscissique en conditions de ssehydrique et
thermique et étude des mécanismes de tolérances zlygielques variétés du
blé dur (Triticum durum Desf.).

Résumé :

Le blé dur est considéré comme une culture sitpiégen Algérie. Toutefois, la
croissance de cette culture et 'amélioration aersndement son limités par le manque d’eau
et la température irréguliéere.

Notre étude s'intéegre dans le cadre d'une rechenchitidisciplinaire qui vise le
comportement de quatre génotypes de blé Trtidum durumDesf.) sous deux niveaux de
stress hydrique et thermique.

Simeto, Ofonto, Boussallem et Hedba3 ont étéwadten hydroponique dont un stress
hydrique de 4h et 24h ainsi qu’'un stress thermidee4® C et 45° C est appliqué apres
'apparition de la quatrieme feuille afin d’effeetuune multitude de mesure : la teneur en
acide abscissique dans les feuilles et les raclasplantes dans chaque niveau de stress, en
utilisant la technique de I'HPLC, la résistancensatique, la stabilité membranaire, la teneur
relative en eau, la surface foliaire et l'analydectophorétiques par SDS-PAGE des
protéines totales foliaires.

Les résultats montrent que la tolérance du blé alir contraintes hydriques et
thermiques en fait plusieurs meécanismes de protectiéployés par les plantes
proportionnelles a la gravité du stress et de saed&n outre, il s’est résulte que les quatre
variétés suivent les mémes stratégies de résistamade d’évitement face aux différents

contraintes abiotiques.

Mots clés :
Blé dur, stress hydrique, stress thermique, ABAPBI_résistance stomatique, électrophorese
SDS-PAGE.



Determination of abscisic acid under conditions ofvater and thermal
stress and studying the mechanisms of tolerance some varieties of

durum wheat (Triticum durum Desf.).

Summary:

Durum wheat is considered as a strategic culturglgeria. However, the growth of
this culture and the improvement of its performaace limited by the lack of water and

irregular temperature.

Our study forms part of a multidisciplinary resgaraimed at the behavior of four
genotypes of durum wheat (Triticum durum Desf.) eintivo levels of water and heat

stress.

Simito, Ofonto, Boussallem and Hedba3 were groyardponically with water stress
4h and 24h and a thermal stress of 4 ° C and 45s’dpplied after the emergency of the
fourth leaves to perform a multitude Measuremebscesic acid content in the leaves and
roots of plants in each stress level, using the EGRkchnique, stomatal resistance,
membrane stability, the relative moisture contt@f area and the electrophoresis by SDS-

PAGE analysis of total leaf protein.

The results show that the tolerance of durum wheatater and thermal stresses
induce several protection mechanisms deployedrogaptional severity of the stress and
duration plants. Furthermore, it results that tbaerfvarieties follow the same resistance
strategies or avoidance in front of different aisistresses.

Key words:

Durum wheat, water stress, thermal stress, ABA, ElPstomatal resistance, SDS-PAGE

electrophoresis.
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&iste des abréviations

ABA : Acide abscissique

BD : solution nutritive d&roughton et Dillworth
CG : Chromatographie Gazeuse

H’: Stress hydrique de 4heures

H”: Stress hydrique de 24heures

HPLC : Chromatographie Liquide a Haute Performance
IPP: isopentenyl diphosphate

ITGC : Institut Technique des Grandes Cultures
LC : Chromatographie Liquide

NSY: Néoxanthine Synthase

PF : Poids Frais

PM : Poids Moléculaire

PS: Poids Sec

PT : Poids de Turgescence

rpm : rotation par minute

SDR: Short-ChainDehydrogenasBeductase
SDS-PAGE: Sodium dedocyl sulfate polyacrylamide gel elgghroresis
SF: Surface foliaire

T : témoin

t' : Stress thermique a 4°C

t” : Stress thermique de 45°C

TRE : Teneur Relative en Eau

V1: Simito

V2: Ofanto

V3: Boussellam

V4: Hedba3

ZEP: Zéaxanthine Epoxidase

KDa: kilo dalton
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Introduction

Introduction

Malgré les progres des dernieres décennies enmnafiggronomie, I'actualité récente a
montré qu’il n'était pas encore possible d’assuree production agricole suffisante pour la
population mondiale.

En région méditerranéenne, la pluviométrie et lap@rature sont sujettes a de grandes
variations intra et inter annuelles, qui affecte@tieusement les rendements. Le manque d’eau
reste le facteur le plus limitant auquel fait fdes cultures en particulier celles des céréales,
quoique des études récentes montrent que les btswegratures hivernales et printaniéres
constituent un facteur non négligeable a prendrecensidération dans les programmes
d’amélioration.

Il est donc crucial d’'une part, d’arriver a expéwitoutes les surfaces agricoles, y compris
celle ou ces contraintes abiotiques sont critigeesqui ne cessent d’augmenter avec le
réchauffement climatique et d’autres part, de dimrdans le germoplasme Algérien les esperes
et les variétés les plus efficientes en conditemaronnementales limitantes.

L’acclimatation et I'adaptation des plantes auxtwintes abiotiques ont été largement
étudiées et plusieurs mécanismes permettant auXeplale résister a la sécheresse ont été
décrits. Le blé qui occupe une place stratégiques de systeme alimentaire et dans I'’économie
nationale, la réponse de son génotype face ausssat@otique a été étudié intensivement, par
I'étude du changement de leurs processus meétalesliqiphysiologiques et les modifications
morphologiques des parties aériennes et du systacm@aire. Ces mécanismes de réponse se
font par une synthése d'un large spectre de comspbeémonaux diffusibles dont l'action
coordonnée a pour objectif de réguler la croissaleceéveloppement et la physiologie de la
plante et d’adapter ces paramétres aux variati@nd'ethivironnement, parmi ces CoOmposeés
I'acide abscissique (ABA) (Casal, 2002; Peleg ahdvBvald,2011).

ABA est I'une des cing classes des phytohormodéspuverte dans les années 60,
connue aussi sous le nom descine Illou encoredormine Elle joue un réle central dans le
controle des processus physiologiques des platei#ess que l'inhibition ou la promotion de la
croissance, le maintien de bourgeon et la dormaesegraines et de la différenciation de la
floraison. (Zhu, 2002).

L'accumulation de I'ABA dans les cellules augneen réponse des stress abiotiques
tels que la chaleur, le gel, la sécheresse ou mdweent des réponses biochimiques
spécifiques. Lorsque la contrainte est atténuBernione est métabolisée en produits inactifs
(Seo et Koshiba, 2002).



Introduction

Considéré comme un «inducteur de résistance mssst, I'ABA peut répondre
rapidement aux divers stress environnementaux ewofuant la fermeture des stomates et
I'activation de I'expression de genes résistamisastress.

De nombreuses techniques d'analyse ont été aslipéur détecter et quantifier 'ABA
dans les tissus végétaux, la chromatographie kquidlC) avec détection UV et la
chromatographie gazeuse (GC) avec détection a reapmtélectrons (GC -ECD), peuvent
quantifier 'ABA libre et conjugué a l'ordre du ragramme au microgramme ainsi que d’autres
méthodes immunologiques telles que 'immunoradimiaé (Dobrevet al.,2004).

La présente étude est une contribution a I'analgska réponse du blé dur aux conditions
de sécheresse et de températures extrémes derd@mement par, principalement, la
quantification de l'acide abscissique dans lesinex et les feuilles en utilisant la
chromatographie liquide a haute performance. Et réalisation de différents testes
physiologiques, morphologiques et biochimiques cuuatre génotypes de blé dur soumis sous
différents niveaux de stress hydrique et thermique.

Ce mémoire est structuré en trois grandes parties :

» Une premiére partie qui représente une synthes@dpiéphique qui se base
essentiellement sur I'acide abscissique sa streict@s réles et sa biosynthése, le
stress et des généralités sur le blé dur.

» Une deuxieme partie qui englobe la description @ténnel végétal, les conditions
de culture et les différentes méthodes utilisées prploiter ce travail.

» La troisiéme partie consacrée au traitement deslta¢s obtenus et leur
discussion.

> Et finalement une conclusion suivie par la lists diérences bibliographiques.
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Revue bibliographique

|.  Geénéralités sur I’'hormonologie végétale :

1. Notion d’hormone et hormones végétales:

La notion d’hormone (du grec hormao qui signifiecieer, terme qui a fait son
apparition en 1905) s’appliqgue a des substancesn@ges biologiquement actives et fait
intervenir trois idées essentielles :

1. activité a de tres faibles concentrations (auélaénergétique ni nutritif),

2. synthese par I'organisme lui-méme,

3. transport du site de synthese au site d’actioalle influence spécifiguement des cellules
cibles. (Granell et Carbonell, 2009).

* Hormones végeétales : composés organiques synth@asda plante avec de tres faibles
concentrations. lls ont une action sur le métabwit le développement généralement
dans des tissus différents du lieu de productiaas hormones végétales comme les
hormones animales sont impliquées dans les comations intercellulaires. (Heller et
al., 2000)

Les phytohormones tout en présentant un certaimbn® de points communs avec les
hormones animales (perception, voies de transduct)p s’en distinguent par différents
aspects (Granell et Carbonell, 2009) :

» Ce sont des molécules de faibles PM (< 500) liéesdéficultés de translocation de
cellules a cellules,

* Leurs structures chimiques sont généralement diffés a I'exception des
brassinostéroides voisins des stéroides animaux,

* Elles sont produites dans différentes régions deydinisme (méme si une zone de
production majoritaire est fréequente) et activek dois au lieu de synthese et a
distance. Ce qui n’est pas le cas des hormonesadgsnou la distinction entre le site
de production (ex : glande endocrine) et le sigetion est plus claire.

Enfin les hormones végétales agissent fréquemdefacon additive, antagoniste, ou
en synergie sur divers phénomenes physiologiqudiitamoins ciblée que les hormones

animales) (Klee et Romano, 1994).

2. Les différents types d’hormones végétales :
La véritable mise en évidence d’'une hormone végétanonte a 1926, il s’agit des
travaux de WENT sur l'auxine. Jusqu’en 1950, onstdra que l'auxine représentait la

seule phytohormone. Cepepdant, apres cette daefres hormones végétales ont été
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découvertes, dont l'importance s’est confirmée alesc années. Chronologiquement, il
s’agit des gibberellines (1950), des cytokinine85§), de I'éthyléene (1960), de l'acide
abcissique (1965) et des brassinostéroides (188&)re, 1989).
A I'heure actuelle, on connait six types d’hormeneigétales pour lesquels on peut
distinguer : (Casal, 2002 )
. Des hormones stimulatrices (qui induisent ou stamuuin phénomene physiologique):
0 Auxines
0 Gibberellines
o Cytokinines
o Brassinostéroides, pour lesquelles on observefatagles de molécules
actives
. En paralléle on distingue des hormones a effetdasixcomme (Peleg et Blumwald,
2011).
o [I'éthylene
o I'acide abscissique, dans ce cas une seule steuattive a été identifiée.
D’autres molécules ayant un rdle de «médiateimiciue» chez les végétaux, comme
les polyamines, le jasmonate, le salicylate, lggehccharides ..n’ont pas encore obtenu
le statut d’hormone végétale vraie (Moore, 1989).
Dés sa découverte, I'acide abscissique a intérnesaacoup de chercheurs grace a son
multiple réle dans les différents mécanismes bimdidpies et physiologiques des végétaux,
notamment son interaction dans l'adaptation destgdaaux variations de I'environnement
(Peleg et Blumwald, 2011).

[I. L'acide abscissiqueet réponse aux stress abiotique
1. Historique et découverte de I'ABA:

La découverte de l'acide abscissique est inténdssaar elle a été réalisée
simultanément par des chercheurs travaillant daess ldboratoires différents, sur des
problemes physiologiques distincts.

Dans les années 1960, WAREING et ses collabosat@urPays de Galles, avaient
recherché la cause de l'arrét de la croissanceada®s en automne et le facteur qui
provogque la formation des bourgeons dormants.bts@nt a partir des feuilles d’Acer, un

extrait acide qui était un puissant inhibiteur dectoissance et qui, appliqué aux apex des
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tiges feuilléesgtait capable d’'induire la formation de bourgeoasmhnts. lIs appelérent

substance activencore inconnue : la dormir

ADDICOT et ses collaborateurs a I'Université deifoahie DAVIS, se sont intéressés
au probléeme de l'abcission des feuilles et obtingemartir du cotonnier deux substan
abcissine | et abcissirié capables d’accélérer I'abcission des feuillesjelanes plants d
coton.

L’isolement de la dormine par CORNFORTH et al. @€a pernis sa caractérisation
chimique et fut suivie par des travaux qui montérgue dormineest uninhibiteur de
croissane du Lupin et abcissine Il, était en fait la mérabssance qui fut définitiveme

appelée acide abscissique en 1

Récemmentune série de découvertes a montré que '’ABA adg#lement un rol
dans le regne animal, ou ses mécanismes d’acti@ere des similitudes avec ceux déci
chez les plantes, ce qui suggere que cette horapueapparaitre avant méme la sépar:
entre les métazoaires et les métaphytes (Wasileatsia, 2008

2. Structure de la molécule:

C’est in sesquiterpénoi a quinze atomes de carbone (C15) issu de la coaiil@m
des unités isoprenes (5 carbones). C’est une meldérivée des caroténoid synthétisée
par I'ensemble des végétaux ainsi que par quelthaspignons (Kitagawa et al., 1995
algues (Tietz eKasprik, 1986 Il est un des acteurs majeurs de la signalisation Ide

réponse des plantes aux contraintes abioti

O

Figure 1 : Formule semdéveloppée de I'acide abscissique. D’apres Jasha(@011)
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3. Meétabolisme de 'acide abscissique :
3.1Biosynthese de I'ABA :

L’acide abscissique dérive de la voie de syntltesecaroténoides (pigments a 40 C)
synthétisés au niveau du chloroplaste a partir el’'umolécule a 5 carbones qui est
l'isopentenyl diphosphate (IPP) par des additidnis@mérisations successives. Le premier
d’entre eux est le phytoene qui est ensuite désatutycopéne. Deux cyclisations, a chaque
extrémité de la molécule de lycopene, permettentpaluire le B-carotene, qui est
hydroxylé en zéaxanthine (Liotenberg et al., 19999. dernier subit une conversion en
violaxanthine catalysée en deux étapes par unevitactiZéaxanthine Epoxidase
(ZEP) (Nambara and Marion-Poll, 2005).

Toujours au niveau des plastes, une synthésa tlanisnéoxanthine a partir de la
violaxanthine, est catalysée par une Néoxanthimgh@ge (NSY). Cette réaction apporte
les premiers éléments d’'une réponse (Noridl.eR007). La conversion des forntegnsde
néoxanthine egis-néoxanthine et aussi la conversion des formesats-violaxanthine en
cis-violaxanthine est vraisemblablement catalysée yne activitétrans-cis isomérase,
ensuite ces deux dernieres formes sont clivéesamthaxine (15 C), par une enzyme
appelée 9-cis époxycaroténoide dioxygénase (NCRI@hi(et al., 2001; Tan «dl., 2003;
Fan etal., 2009).

Un mécanisme de transport de la xanthonine durapliaste doit exister dans la
mesure ou les NCED sont des enzymes chloroplastigjuau I'étape suivante de la synthese
d’ABA, se déroule au niveau du cytoplasme (NambaiMarion-Poll, 2005).

L’ABA, forme biologiquement la plus active, esbpuit a partir de l&is-xanthonine
via deux réactions enzymatiques faisant intervenirdéblyde abscissique comme
intermédiaire réactionnel. Dans un premier tempg, déshydrogénation de la xanthoxine
donne l'aldehyde abscissique grace a linterventieria proteine AtABA2 qui appartient a
la famille des protéines de type SD&h@rt-ChainDehydrogenasBleductase) (Cheng at.,
2002). Finalement, la conversion de 'aldéhyde sisspue en ABA est la derniére étape de
la voie de biosynthése de 'ABA, celle-ci résulee lthctivité oxydase de la protéine AAO3
(AbscissicAldehydeOxidase3). (Seo et al., 2004) (Nambara and Marion-Poll, 200
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Figure 2 : Biosynthése de I'ABA, d’apres Wasilewskaadt (2008).

3.2. Catabolisme de 'ABA :

Le catabolisme de I'ABA repose sur deux types déactions particulieres :
I'hydroxylation et la conjugaison.

Il existe trois voies d’hydroxylation de 'ABA, quifférent par le groupement méthyl
oxydé (sur les carbones 7’, 8 ou 9’). La voie pijrale est celle de I'hydroxylation en 8’
qui conduit aprés isomérisation, a la productios deides phaséique et dihydrophaséique,
les deux catabolites majeurs de I'ABA qui sont dipjuement inactifs. La réaction
d’hydroxylation en 8’ est catalysée par une mongéxase a cytochrome P450 codée par
les génes CYP707A chez Arabidopsis thaliana (Naana@ad Marion-Poll, 2005).

Les fonctions carboxyle et hydroxyle de I'ABA sausceptibles d'étre glycosylées.
Les formes glycosylées de I'’ABA sont elles ausactives, dont la plus majoritaire d’entre
elles est le glucose ester d’ABA (ABA-GE) (Todorekial., 2011).

L’inactivation de ’ABA par glycosylation est rérgble avec une glucosidase capable
d’hydrolyser 'ABA-GE dont I'action permet de codter de fagcon dynamique, la teneur en
ABA dans différentes conditions (Leeadt, 2006).
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3.3 Régulation métabolique de I'ABA :

L’accumulation d’ABA induite dans la plante, pareudéshydratation, est due a la fois
a une augmentation de sa biosynthése et a desicatidifis dans son catabolisme, régulé par
le stress de facon plus subtile, qu'un simple te&deeament de la dégradation.

L’étape la plus importante pour augmenter la bitisyse de 'ABA semble étre le
clivage des caroténoides. Chez I'Arabidopsis, leegdCED3 parait crucial dans cette étape
limitante lors d’'une déshydratation : il est plustément induit que les autres NCED en
réponse a ce stress (Tanakt 2003) et sa surexpression augmente nettemenmnbdgrbhése
de I'ABA et la tolérance a la déshydratation, tangue sa sous-expression a l'effet inverse
(luchi etal., 2001).

L’accumulation d’ABA ne résultant pas seulementund# biosynthése accrue, il
semblerait logique que les différentes voies de satabolisme soient inhibées par une
déshydratation. En effet, lorsque la teneur en AB#gmente, celle en acide phaséique
augmente également (Nambara and Marion-Poll, 2@35)es genes responsables de
I'hydroxylation de I'’ABA sont induites par la dédinatation et 'ABA (Saito et al., 2004).

Une étude plus précise sur ces genes a montis gadaient pour I'hydroxylase
majeure, la voie d’hydroxylation de 'ABA en rép@nau stress, que ses induction par une
déshydratation était lente et qu’il répondait adssne réhydratation (Umezawaakt 2006).
Ceci suggéere que I'hydroxylation est la voie quinpet d’inactiver I'ABA accumulé a la fin
de la déshydratation.
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Figure 3 : Métabolisme de l'acide abscissique

Localisation et transport de I'ABA:

Dans lesétudes physiologiquede I'ABA, la translocation et la communication
cette phytophormone entre les cellules, les orgahéss tissus dans les plar, jouent un
réle importantdans les réponses de la plarShachtman et Goodger , 2008; Wilkinsor
Davies , 2010) .

Par exemplel'ABA est un régulateur clé de la feuilde conductance stomatique
dans des conditions de sécherela concentration d6ABA augmente dans le apoplas
entrainant la fermeture des stomates (Schachtm&@oaiger, 2008; Wilkinson et Davie
2010).



Revue bibliographique

La plupart des génes et les facteurs identifiés jur, dans la signalisation de I'ABA,
sont principalement impliqués dans la régulatiomaitellulaire de celui-ci, alors que sa
régulation intercellulaire n'a pas été étudiée adexzespeces végétales (Cutleale2010).

Ainsi, la base moléculaire de transport de 'ABAle sa localisation doit étre étudiées
pour comprendre la communication intercellulaire AABe la plante entiere (Kim el,
2010).

Les phénomenes de perception du signal permedeemendre compte du transport
intercellulaire/intertissulaire de I'ABA. En présen de deux compartiments de pH
contrastés séparés par une membrane, un flux d’A8A’établir du compartiment acide
vers le compartiment basique ou il est en quelque « piégé » (Jiang et Hartung, 2008).

Ainsi, I'élévation du pH apoplastique et en padier celui de la seve xylemienne en
situation de stress, va largement contribuer aiiada sortie d’ABA des cellules racinaires
et a la translocation d’ABA dans les parties aérég=n De la méme facon, dans les cellules
foliaires, I'acidification du stroma des chlorogles va induire un efflux d’ABA (synthétisé
dans les chloroplastes comme on I'a vu) vers leogigeme, puis vers l'apoplaste.
(Wilkinson et Davies, 2010).

L’étude de la relation entre la concentration AB#eme et la conductance foliaire
chez les espéces ligneuses et herbacées provemalitfatents habitats, a révélé que les
réactions stomates sont toujours beaucoup miewgléeravec la concentration de 'ABA
dans le xyleme que dans les feuilles, soulignanpbrtance de I'ABA comme hormone de
signal a longue distance dans le xyléme (Heilmstiat ., 2007).

La signalisation de I'ABA a longue distance aetéminée dans des études récentes.
Dans des conditions de stress modére, lorsquel lmsumence a sécher, et le potentiel de
I'eau des feuilles n'est pas ou peu touchés, I'A@&cumule dans les tissus des racines ; il
est libéré par les vaisseaux du bois et transgolépousse, ou les activités de stomates et
de méristématiques sont régulées pour aider lateplanfaire face au stress ( Jiang et
Hartung, 2008).

Les racines sont les premiers organes concermés gi@ess de carence hydrique, mais
la réponse précoce la plus facile a mettre en écileest la fermeture des
stomates(Schachtman et Goodger, 2008).

10
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5. Rodles de l'acide abscissique :

Comme les autres phytohormones, I'acide abscissigle multiples fonctions dans les
plantes. La détermination de ces fonctions a dthBté basée sur l'observation des variations
de concentration d’ABA endogene et des réponseapalitation d'’ABA exogeéene. La
géneétique, via l'isolement de nombreux mutantsidsyhthése et de signalisation de I'ABA

chez de nombreuses espéces, a permis de confiesedles biologiques (Belin, C., 2006).

5.1. Une hormone majeure pour les semences :

L’ABA commence a s’accumuler dans la graine, laesqgcelle-ci entame sa
maturation, c’est-a- dire au moment ou les cellded’embryon arrétent de se multiplier
pour grossir. Un premier pic d’ABA d’origine matetle permet d’empécher la germination
de I'embryon avant que celui-ci ne soit mature. déuxiéme pic, lors duquel 'ABA est
cette fois synthétisé par I'embryon, induit la darmoe de la graine (Lefebvre., 2005).

La maturation de la graine est également caraégrpar une accumulation des
réserves et l'acquisition de la tolérance a la ideadon. Ces deux processus sont
principalement mis en place par l'induction de gersus le contréle de divers facteurs de
transcription impliqgués dans les voies de signatisade 'ABA (ABI3, ABI4, ABI5) et
d’autres, plus spécifiques de la graine (LEC1 {leabtyledon), LEC2, FUS3 (fusca))
(Finkelstein etl., 2002).

Un équilibre entre les effets inhibiteurs de I'ABA les effets inducteurs des acides
gibbérelliques contrdle la germination de la grameture. Ainsi, une guantité, méme faible
d’ABA exogeéene, ou bien un inhibiteur de la synthéks gibbérellines empéchent la
germination de la graine (Finkelstein et al., 2008)

5.2. Un effet ambigu sur la croissance.

Une concentration élevée en ABA, y compris en ABdgene, a un effet inhibiteur
sur la croissance di a la fois a une diminutiotiedgensibilité cellulaire et a une inhibition
de la division cellulaire (Liu et al., 1994). Néamims, le fait que les mutants déficients dans
la synthése de I'ABA, présentent une croissanceit@dméme en I'absence de stress)
montre qu’a une plus faible concentration, 'ABAua effet positif sur la croissance
(Barrero etal., 2005). Il est possible que le nanisme des platédisientes en ABA soit
causé par une plus grande concentration en éthylaceumulation de celui-ci étant en
temps normal, inhibée par 'ABA (Finkelsteinadt, 2002).

11
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Cette bivalence de l'effet de I'ABA est égalementiservée dans la croissance
racinaire. Lorsqu’il est suffisamment concentrédBA joue le rble d’antagoniste de
I'auxine, en inhibant I'élongation de la racine,isna de plus faibles concentration, 'ABA

peut induire la croissance des racines (Himmelleaah, 1998).

5.3. Effet sur la réponse aux pathogenes.

La réponse des plantes aux pathogénes est canpéléun réseau de signalisation
complexe mettant en jeu les actions antagonistesyeérgiques de trois hormones
principales : I'acide salicylique (SA), I'acide jasnique (JA) et I'éthyléne. (Jalloul at.,
2009)

Des études récentes ont montré que I'ABA partitiggalement aux voies de
signalisation du stress biotique, mais son rdlepaa encore pu étre défini avec précision.
Face a l'attaque par de nombreux pathogéenes, demtauléficients en ABA gagnent en
résistance alors qu’'une augmentation de la corat@miren ABA semble provoquer une
plus grande sensibilité.

Il semble donc que I'ABA ait un effet négatif slar résistance au stress biotique
(Mauch-Mani and Mauch, 2005). Les mécanismes d& cattion restent encore mal
élucidés, mais les premiers éléments de réponsdrenbrgue I'ABA agirait de fagon
antagoniste sur les voies de signalisation ded&asalicylique (Mauch-Mani and Mauch,
2005) et du méthyl-jasmonate (Andersorlet2004).

Il apparait de plus en plus clairement que legesaie signalisation de I'ABA et du
stress biotique sont interconnectées a plusiewrsauok : ils partagent des éléments de
signalisation, tels que le facteur de transcripthtMYC2 (Anderson etal., 2004), les
MAPK (mitogen-activated protein kinase) ou les dési actifs de I'oxygene (Fujita at.,
2006). De plus, il existe un nombre non négligealde génes (dépendant du type de
pathogenes) répondant a la fois a 'ABA et au sthastique.

La détermination du rble de I'’ABA en réponse aess biotique est compliquée par le

fait qu’il semble dépendre du pathogene (Mauch-Nawi Mauch, 2005).

5.4. L’acteur principal de la tolérance aux stress abidgues.
La sécheresse, une forte salinité du sol et ledfreont des conditions
environnementales défavorables auxquelles la pldoie s’adapter. Ce sont les stress

abiotiqgues auxquels la plante est le plus souvenfrantée, qui sont les plus étudiés. lls

12
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conduisent tous a un déficit hydrique cellulairest pourquoi leurs voies de signalisation
ont de nombreux éléments communs. (Gravot, 2009)pdtticulier, chacun d’entre eux
peut provoquer l'augmentation de la teneur en AB#glla plante : c’est 'hormone
principale permettant de réguler la tolérance astess.

Un de ses rbles principaux est de maintenir I'hasteisie osmotique des cellules,
grace a la fermeture des stomates et a I'inductéogenes de tolérance au stress hydrique.

La réponse aux stress abiotiques est souventdgasi comme le role majeur de
'ABA. Cette assertion est justifiee par le faitegqle phénotype principal des mutants
déficients en ABA est leur sensibilité au stresdrigue (Zhu, 2002).

6. Effet physiologique et mécanisme d’action de 'ABAau sein d’un stress
abiotique.

6.1.Transduction du signal
Les végeétaux percoivent les signaux environnenu@ngé les transmettent a la cellule
pour activer des mécanismes de réponses. La vdiamkduction du signal commence par
sa perception au niveau de la membrane végétalde suar la production de seconds
messages et de facteurs de transcription. Cesufaatentrolent alors I'expression des genes
impligués dans la réponse au stress, incluant desngements morphologiques,

biochimiques et physiologiques (Roeder, 2006).

6.2. La perception du stress abiotique :

La perception du stress abiotique est encore mahwm Par contre, on sait que les

premiers évenements cellulaires sont :

» Une élévation du pH apoplastique dans les racines,
» Une acidification du stroma des chloroplastes desigeuilles lié a une baissdes

activités photosynthétiques. (Gravot, 2009)

D’un point de vue temporel, la signalisation diess commence par sa perception,
puis des changements de concentration efi €& l'accumulation de messagers parmi
lesquels on peut inclure 'ABA, induisent des caesa de
phosphorylation/déphosphorylation qui modulenttl@t de facteurs de transcription pour

aboutir a des changements d’expression des genépalese au stress (Xiongadt, 2002).

13
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6.3. Reégulations transcriptionnelles

Les modifications post-transcriptionnelle et tretibnnelle représentent les
mécanismes de régulation (synthese ou dégradatemjranscrits mRNA et des protéines
des molécules cibles. Le mécanisme par lequel lEggs percoivent le stress, est moins
bien connu. La nature et la localisation des détestprimaires (le systéeme d'alerte) sont
€également inconnues, bien que I'on pense qu'instocalisés au niveau de la membrane
tout comme les autres récepteurs actuellementifésmont entre autres les récepteurs pour
I'éthylene, lumiére rouge et bleue et le Ca2+ (8eat al, 1999 ; Knight, 2000).

La perception du stress est suivie par l'activatdans le noyau, des facteurs de
transcription (TF) qui régulent I'expression desgg responsifs au stress. Les facteurs de
transcription, dits trans-éléments, sont des pmeterégulatrices qui se positionnent pres des
régions promotrices des geénes cis- éléments gaijslent. Les promoteurs qui sont des
séquences d'ADN sur lesquelles sont fixés lesttdsnents reconnaissables par les TF et les
cis- éléments, sont impliqgués dans la réponse tagsset ont été identifiés chez plusieurs
espéeces (Mastrangedd al.,2005 ; Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

Deux voies de régulation de I'activité de transtinn existent en réponse aux stress
hydrique et au froid. La voie ABA- dépendante, d@st genes concernés sont régulés par
'accumulation de I'ABA durant le stress et lae/dABA- indépendante dont les genes
concernés ne sont pas influencés par I'accumulatefABA (Yamaguchi-Shinozaki and
Shinozaki, 2003).

La derniere étape de la réponse moléculaire aagssse traduit donc par I'expression
des genes spécifiques qui codent pour la syntreserdtéines impliquées directement dans
la tolérance au stress. Ces genes aux différeatedidns sont induits ou réprimés par le

stress (Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 2005).

6.4. Récepteurs et voies de signalisation de 'ABA
Le récepteur de 'ABA est de type tyrosine kindsest constitué de deux protéines
avec une partie extracellulaire, qui reconnaiigand, une partie transmembranaire et une
partie intracellulaire avec une histidine kinaseord. de la fixation, il existe une
autophosphorylation entre les histidines kinasephesphate est transféré a un aspartate
puis, de part en part, il y a transmission de ¢infation (Park eal., 2009).
La phosphorylation consécutive des protéines stexéhe quand I'’ABA se fixe sur

son récepteur. Il y a activation des protéines @vaut la phospholipase C, qui va
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hydrolyser les phospholipides membranaires pouneotilP3. Ce dernier est considéré
comme un second messager (Pandey.e2006).

Sur les membranes des vacuoles, il existe deptedas a I'lP3, ce qui va permettre
I'activation des canaux calciques. On observe wrgesde calcium de la vacuole et une
augmentation de la concentration de calcium dansyleplasme. L’augmentation de la
concentration en calcium provoque l'arrét des panpéPases. Si elles ne fonctionnent
plus, il n’y a pas de sortie de protons donc lexgés positives s’accumulent dans la cellule
ce qui entraine une dépolarisation. Il y'a de pluge sortie de potassium et une inhibition
du canal potassique entrant. Ces canaux sont sqaé I'état de polarisation de la
membrane. S’il y a sortie massive de potassiumailune sortie d’eau : donc fermeture des
stomates (McAinsh et al., 2001).

Lorsqu’il n'y a plus de perception du stress, iy a plus d’ABA, donc plus
d’augmentation de calcium, les pompes ATPases sgettent en route, on a une
hyperpolarisation de la membrane, une entrée daspioim donc une entrée d'eau et

turgescence (Kudla et al., 2010)
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Figure 4: Modéle de voie de signalisation dépendante dBAAD’apres Nakashima ¢
Yamaguchi-Shinozaki, 2013).

6.5. Effetphysiologique de I'ABA.

» Action sur la fermeture des stomate.

Il s’agit d’'un phénomene tres important au plan gibipgique puisqu’il permet c
controler les pertes d’eau de la plante et de mainthoméohydrie. C’est un exemple
réponse rapide lfhormone de 'ABA de I'ordre de quelques minu

Les stomates sont des pores microscopiques simédassfeuilles. lls sont formés p
deux cellules de garde jointives qui, selon leat de turgescence, vont modifier la taille

pore. (Casson et Heerington, 2013
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L'effet de plusieurs facteurs agissant sur l'otwrer stomatique a été montré :
laugmentation de [irradiation a pour conséqueneuvrir les stomates tandis que
'augmentation de la concentration en,Gfd du déficit de vapeur dans l'air induisent un
processus inverse (Hinckley et Braatne, 1994).

De nombreuses études ont mis en évidence desifadtgernes a la plante agissant
sur les processus de régulation stomatique. Néasmie mécanisme d'action de I'ABA
sur la fermeture des stomates a été étudié viangssires électrophysiologiques au niveau
des canaux ioniques. (Jiang,abt 2012). Son effet en tant qu'un inducteur de lenéture
stomatique, a été largement documenté, mais gycare des incertitudes sur son origine et
sur sa contribution exacte a ce phénomene (Dr&98i7). On a montré que I'’ABA active un
canal calcique du plasmalemme, ce qui entraineamiasement en calcium cytoplasmique
qui secondairement induit 'ouverture d’'un canagssique sortant, de canaux anioniques et
la fermeture canal Kentrant. Le résultat global est une fuite de &€ la fermeture des
stomates (Kim edl., 2010).

Le signal de la fermeture stomatique en conditb@sécheresse a été attribué a une
production de I'acide abscssique (ABA) par lesnei(Meinzer et Grantz, 1990), mais I'état
hydrique de la plante entiére reste un facteur napb a considérer, car il intervient sur la
sensibilité des stomates a la concentration d'AB&lgh et Tardieu, 1997).

Différentes études pharmacologiques a l'aide dhiburs de Kinases ou de
phosphatases, ont montré que ce mécanisme fimgilere fait intervenir des phénomenes
de phosphorylation / déphosphorylation. De pluguties travaux ont montré que le
récepteur a I'ABA était sur la face extérieure darlembrane plasmique, mais la structure
moléculaire de récepteur n’est pas connue (Kinh.e2@10).
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Chez les céréales, Davies @&., (1994) ont montré que la fermeture des stomates est
contrdlée par l'acide abscissique en réponse sethement du sol. Mais les sélections

réalisées sur l'accumulation de I'ABA dans lesalégén'ont pas conduit a une amélioration
du rendement.

Open Stoma

4. 25 um

e o
Closed Stoma ¢

Iy -
Hgo
L)

e o - .
K* exits guard cells, and water follows.

—_

Figure 5: Mécanismes d’action des cellules de garde faatéficit hydrique

Ce modéle simplifié se concentre sur la fonctios c@naux ioniques et la transduction du

signal ABA a travers les membranes plasmiques@tolaires dans les cellules de gardes.
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7. Méthodes d’études de I'ABA et de son mécanisme dian :

Bien que 'amélioration des méthodes de profiledpe et de la détermination de bas
niveau de I'ABA et ses catabolites de petites diésnsoit nécessaire pour améliorer les
performances et la productivité des plantes, debmeuses techniques d'analyse et approches
biotechnologiques ont été utilisées pour détectegquantifier ces niveaux dans les tissus
végetaux (Kantety etl., 2005).

a.Approches biochimiques

Elles sont utilisées pour le dosage des hormdaasesure d’activité des enzymes des voies
de synthese, caractérisation biochimique des réueptetc.
Historiquement trois méthodes ont été retenues pexamen du cas particulier du dosage
des hormones (Zhou at, 2003).

1) les tests biologiques sensibles, peu spécHiquaefois complexes a mettre en

ceuvre.

2) les méthodes physico-chimiques sensibles etifepérs, mais demandant une

instrumentation lourde (HPLC —GC — spectrométriendesse) :

. La chromatographie en phase gazeuse (GC) est drpoisisant en raison de
sa sensibilité. Cependant, parce que cette analsessite de renforcer la volatilité et la
sensibilité, une attention particuliere doit étnés@ dans la conception de méthodes de
purification et de dérivation si I'on veut distirgues formes conjuguées d'acides libres.

. La spectrométrie de masse (MS) est une autre tpobnde détection tres
spécifique pour la détermination de I'analyte. L8 bbuplée a la GC (GC-MS) donne une
technique bien connue pour la détermination de BAE’est également le cas pour la
Chromatographie en phase liquide - électrospragtgpeétrie de masse en tandem (LC-
ESI-MS/MS).

. Et plus récemment, la chromatographie liquide @eéha@erformance en phase
inverse (HPLC), une méthode sensible et robus#& atilisée pour détecter spécifiguement
la quantification précise de I'ABA endogéne dars tissus végétaux. Cette technique est
prometteuse en raison de son haut pouvoir de té&molwne excellente sensibilité et une

faible consommation d'échantillons.
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3) les tests immunochimiques ou radioimmunoessa@sansibles et trés spécifiques,
exigeant des anticorps vis-a-vis des hormones et hormone sous forme radioactive

(expériences de compétition).

b. Approches de biologie moléculaire et de génienmgique.

Elles sont utiles pour la :

» Caractérisation des genes impligués dans les vdesbiosynthese des
hormones, des genes qui répondent a I'applicatioorashones (Northern blot, RT — PCR,
hybridation in situ...etc) (Tardieu at 2006).

. Analyse des promoteurs des genes répondant auwohesm éléments cis
/ facteurs trans.

* Recherche de genes par la technique de « prontodgping »

* Modulation des taux d’hormones par génie génétagpects fondamentaux et

appliqués, y compris l'utilisation de promoteurgafiques (Kantety et al., 2005).

c. Approche génétique.

Il s’agit de caractériser des mutants de sent&bdux hormones et des mutants de

production d’hormones (Tardieu &t2006).

d. Approche pharmacologique :

Elle est basée sur I'apport de drogues, des imhits y compris par microinjection
pour disséquer les étapes des voies de transdudtiosignal hormonal (Kantety ei.,
2005).

Blé dur, changement climatique et expression géngte.

Comme pour toutes les plantes, I'acide abscissigieeagit dans les réponses du blé
dur aux contraintes abiotiques et au changememtatijue. L'importance alimentaire et
economique de cette espece fait d’elle une cilgle imtéressante dans les recherches de la
sélection des plantes se basant sur leur adapt@tiorstress environnementaux surtout les
stress hydrique et thermique qui sont les prenierigeurs de la culture du blé dur dans

notre pays (Bouzerzour H., 2002).
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1. Les contraintes de la production du blé dur.
Le rendement national de la culture du blé eglids faible du bassin méditerranéen
(Ait kaki Y., 2007). La majeure partie des emblasise trouve localisée sur les hautes
plaines caractérisées par I'altitude, des hives®l$ret un régime pluviométrique insuffisant
et irrégulier. La pluviométrie et les températusest sujettes a de grandes variations intra et
inter-annuelles qui affectent sérieusement lesamramts. (Ait kaki S., 2008). Aussi et pour
toutes ces raisons que nous avons choisi de tievsailr ces deux contraintes : hydrique et

thermique.
1.1. Le stress hydrique.
1.1.1.Notion du stress hydrique.

Lorsque I'absorption ne peut satisfaire la demathelda transpiration, alors le stress
hydrique s’installe. L’installation d’'une sécheresse manifeste par la combinaison d’'une
part, de la restriction de la disponibilité en elausol et, d’autre part, de 'augmentation de
la demande évaporatrice (Kiani, 2007).

En effet, Passioura (2004) définit le déficit hgde comme étant les circonstances
dans lesquelles les plantes accusent une rédudgicnoissance et de production soit suite a
une alimentation hydrique insuffisante ou soit &exoes d’eau dans les sols

D'un point de vue physique, le stress hydriqueltésd'un abaissement du potentiel
hydrique dans lair et/ou dans le sol en dessousedtertaine valeur, dépendant du
génotype, du phénotype et des caractéristiques ilieunitype de sol, température, vent,
etc.) (LAMAZE et al, 1994).L'effet de ce stress dépend de son dsgrdurée, du stade de
développement de la plante, le génotype et soractien avec I'environnement (YOKOTA
et al.,2006).

1.1.2.Effet du stress hydrique sur le blé.

Le manque d’'eau ou déficit hydrique, représentstiess abiotique le plus sévere
auquel la culture du blé dur fait face dans lesdd@ns de productions des zones arides et
semi- arides (Chennadt al.,2006). En effet, 'eau joue un role essentiel dansroissance
et le développement de la culture du blé dur. Lequa d’eau se traduit par une réduction
de la croissance de la plante et de sa produciprepport au potentiel du génotype.

Un manque d'eau précoce affecte principalementcri@issance des racines, le
développement des feuilles et des organes repmughsc{Debaeke al., 1996). Ceci se
répercute sur le rendement économique de la culture peut chuter de plus de 80%
(Chennafiet al.2006).
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L’effet du stress hydrique est différent selondesdes végétatifs. Au stade montaison,
il provoque un arrét de croissance des tigeseisiit une diminution du nombre de talles
fertiles dont la conséquence est une réduction alabne de grains /M Vers le stade
méiose-épiaison, c’est I'avortement des fleursdgyient important (Debaelet al., 1996).

Au stade floraison, c’est la destruction des oegdaftoraux qui prédomine et au cours
du remplissage du grain, il y a une diminution deeau et de la durée du palier hydrique,
dont la conséquence est une chute de poids moygradu(Triboi, 1990). L'adaptation est
un mécanisme nécessaire pour les variétés a adigisrles régions arides et semi-arides,

pour tolérer la sécheresse (Slagbal.,2005).

1.2. Le stress thermique.

1.2.1.Notion du stress thermique.

Pour effectuer sa croissance et son développeroleague plante exige une gamme
bien particuliere de températures. Chaque plantsgue une température optimale de
croissance et de développement, qui ne peuverdrseldr qu’entre des limites supérieures
et inférieures. Lorsque la température avoisineliogtes, la croissance diminue et au dela,
elle s’annule (Hopkins, 2003).

Le stress thermique est souvent défini quand degpératures sont assez hautes ou
basses pendant un temps suffisant pour qu'ellesmendgent irréversiblement la fonction
ou le développement des plantes. Elles peuveneéttemmagées de différentes manieres,
soit par des températures basses ou €levees deuaa nuit, par I'air chaud ou froid ou par
les températures élevées du sol. La contrainteniljee est une fonction complexe qui varie
selon lintensité (degré de la température), laéelules taux d'augmentation ou de
diminution de la température (Oukarroum, 2007),stage végétatif de la plante et
I'interaction avec le stress hydrique. (Rawsbml.,1993).

1.2.2.Effet du stress thermique sur le blé :

La température est un facteur important pour l&elae pré et de la post - anthése. Le
taux de développement des génotypes dans les digdaspré —et de la post- anthése sont
différents en raison de la variation de la tempgeaselon les années et les environnements
(Akkayaet al.,2006). Dans les environnements méditerranéen$aeates températures de
fin de cycle sont considérées comme un facteur itapbde limitation de rendement. Des
températures, au-dessus de 30°C, affectent le po@sde grain (Al-Khatib et Paulsen,

1984). L'effet des hautes températures peut madifien seulement le poids final de grain,
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mais aussi le nombre de grains par épi et par wsetéurface (Wardlavet al., 1989 ;
Calderiniet al.,1999).

Pendant la période de tallage herbacé, des tetnpgsaassez €leveées, de l'ordre de

15-20°C, peuvent exercer un réle favorable en peamtea la plante de produire un nombre
de talles suffisants. En revanche pendant la pth@seontaison, I'occurrence plus fréquente
de températures élevées a une incidence défavanaibla croissance des tiges (Gate, 1995).

Le blé dur est cultivé dans une large gamme d'enmements. |l a une adaptation la
plus large (Briggle et Curtis, 1987). Cette adaptaest largement due, dans une large
mesure, a la tolérance au froid, c'est-a-dire |zaciéé a supporter des températures bien
inférieures a 4°C, considérée comme la températimanale pour la croissance. (Laala Z.,
2009).

2. L’ABA et 'amélioration de la tolérance du blé dur.

L’adaptation se définit comme la capacité d’'unanp a croitre et a donner des
rendements satisfaisants dans des zones sujettes atress de périodicités connues. La
notion d’adaptation est liée a celles de résistancke tolérance aux stress (Kadi z., 2012).

Au cours de ces mécanismes, la plante met en pifféeentes modifications de ses
comportements morpho-physiologique (Bennaceualgt2001), biochimique (Grennan,
2006) et minéral (Martinez et., 2007) afin d’assurer sa survie face aux streggigbes.

L’amélioration de la tolérance a la sécheresse thdlé, devrait prendre en compte
plusieurs niveaux d'intégration, en définissantyrpmhacun d'eux, un objectif spécifique. La
caractérisation physiologique, l'analyse génétigies caracteres et la recherche de
marqueurs moléculaires pour ces caracteres s'a@avdiene utilité incontournable. La
physiologie examine les effets du stress au nikala cellule ou de I'organe. La génétique
se préoccupe de la variabilité et de la transmisdis caractéres de tolérance. La biologie
moléculaire essaie d'identifier les géenes impligiaass la tolérance a la sécheresse (Jaloul et
al 2009).

Les activités promotrices et inhibitrices des éiéhtes hormones naturelles et leur
implication dans la régulation de la croissancdetiéveloppement, ont suscité l'intérét de
fabriquer au laboratoire, des molécules de synthgaeat des effets spécifiques. Le cas le
plus spectaculaire est celui de l'auxine synthétigu 2,4-D, largement utilisé comme

herbicide.
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L’'acide abscissique est actuellement disponiblaur pdiverses utilisations en
agriculture : herbicides, régulateurs de croissaimtgbition de la germination, levée de la
dormance, levée de la dominance apicale, retatd dénescence, etc... (El Jaafari, 2000).
Cependant, ces applications semblent étre trés aacause de l'instabilité de cette molécule
a la lumiére, ainsi que son prix tres élevé (Japen?2).

3. Expression des protéines sous conditions de stress

environnementaux.
Dans le contexte actuel de changement climatiguesti important de comprendre les

mécanismes de la tolérance aux stress abiotiqueepldetes pour développer des modeles et
des stratégies de sélection et d'amélioration désres. Nous avons mis en évidence des
adaptations spectaculaire des mitochondries deegaiqui du fait de leur capacité a se
déshydrater, possédent une remarquable tolérancetrass. En particulier les graines
accumulent des protéines de stress telles que aetgsspHeat Shock Protein (SHSP) et des
LEA (Late Embryogenesis Abundant protein).

3.1. Les protéines HSP :
Pendant les stress, de nombreuses protéines siubiksse modifications structurales et des
changements fonctionnels. Il est par conséquestitn@ortant, pour la survie de la cellule
soumise a un stress, de maintenir ces protéines s conformation fonctionnelle, d’éviter
'agrégation de protéines dénaturées et d’élimiesr polypeptides non fonctionnels et
potentiellement dangereux. Les protéines HSP sast alasse de protéines chaperonnes
initialement découvertes en raison de leur indagbiar la chaleur.
Par la suite, les protéines HSP ont été montréesneppouvant s’accumuler lors d’autres
stress comme le stress hydrique et ont égalemeéntdéntifiées comme étant capable
d’intervenir dans l'inhibition des dommages liéso&ydation.
Leur role crucial est la protection, le maintien latrégulation de la conformation des
protéines, de leur assemblage, de leur localisatiathe leur dégradation dans de nombreux
processus cellulaire. Elles sont également impégudans la stabilisation des protéines et des
membranes. Elles permettent ainsi une protectios plantes lors de stress par un
rétablissement de la conformation initiale des gras et de ’lhoméostasie cellulaire (Wang
et al., 2004).

3.2. LEA (late embryogenesis abundant):
Les protéines LEA Late Embryogenesis Abundant protginsont des protéines qui

contribuent, principalement chez les végétauwaaglisition de la tolérance a la dessiccation,
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en particulier dans le cas de déshydratation catrées induit par le froid. Basé sur les motifs
de leurs protéines correspondantes, elles ontadsiitees en au moins six différents groupes.
La caractéristique unitaire des protéines LEA €s¢z les plantes, leur accumulation liée au
développement, des stress environnementaux (flmith concentration saline, dessiccation)
ou la présence d’ABA (Wise, 2003).

Ces protéines pourraient protéger les structurlislaiees contre les effets d'une perte d'eau
en fonctionnant comme un tampon d'hydratationjgmation d'ions, ou par protection directe

des autres protéines ou membranes (Guy, 2003).
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1. Matériel végétal :

Le matériel végeétal utilisé dans ce travail eststitué de quatre variétés de blé dur

(Triticum durumDesf) dont deux d’origine locale (Hedba 3 et Bailssn) et deux autres

introduites (Simeto et Ofonto).

Ces variétés sont répertoriées dans le cataloifjoeel de I''TGC- EL Khroub et

présentent les caractéristiques mentionnées darableau ci-dessous :

Tableau 1 : Caractéristiques des variétés étudiées :

Simito Ofonto Boussalem Hedba 3
Obtenteur IAO ITALIO IAO ITALIO ITGC Setif ITGC Séft
Demandeur ITGC ITGC ITGC ITGC
Origine Italie Italie Algérie Algérie
Année d’inscription 2001 2001 2000 2001
Type de développement Hiver Hiver Hiver Hiver
Caractéristique
agronomique Elevé Elevé Elevé Elevé
* Rendement
Caractéristique
technologique
* PMG Elevé Moyen Elevé Elevé
« Qualité semouliere Trés bonne Bonne bonne Bonne
« Mitadinage Résistance Sensible Résistance Résistance
« Teneur en protéines 15.80% 15.64% 15.01% 15 .42%
Résistance aux maladies
* Oidium feuille Moyennement Moyennement Moyennement Moyennement
sensible sensible sensible sensible
* Oidium Epi Résistance Résistante Résistance Résistance
* Rouille brune Moyennement Moyennement Sensible Sensible
sensible sensible
« Septoriose Moyennement Moyennement Moyennement Moyennement
sensible sensible sensible sensible
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2. Mise en place de I'essai :

Cette étude est réalisée au niveau du laboratoge G&nétique Biochimie et
Biotechnologie Végétale (GBBV), équipe 2 “ Biotexhiogie et Amélioration des Plantes ” &
Chaabat EL Rasses! niveau de I'université Constantine 1.

3. Conduite de I'essai et stade de mesure :

L’expérimentation consiste a procéder a I'obseoratie la réaction des quatre variétés
de blé dur en un milieu hydroponique dans une chardk culture tout en respectant une
photopériode de 16h/8h appliquant deux différemtsss : hydrique par illimitation de la
solution nutritive a différentes durés et un strdgermique a deux températures différentes

basse et haute pendent 4heure.

L’étude de I'effet du stress hydrique et thermigueles quatre variétés de blé dur a été

réalisée sur la troisieme feuille apres I'obtenti@nia quatrieme feuille.

4. Le plan d’expérimentation:

4.1. Germination des graines et mise en culture dyoponique :

Les graines des quatre variétés de blé dur orgtétitisées dans une solution d’eau de
javel & 70% (hypochlorite de sodium) pendant 20miis une succession de lavage a I'eau
distillée (Figure 6).

Nos graines stériles ont été ensuite mises en gatimn dans I'obscurité, dans des

boites de Pétri, a une température ambiante.

Figure 6 : Germination des graines
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Dans des bacs en plastique, on a placé des pofsisese sable qui ont été émergés
dans une solution nutritive BD. Nous avons efféatians ces derniers, le repiquage de nos
jeunes plantules (Figure 7).

La solution nutritive est renouvelée chaque semparaant 21 jours pour assurer un

milieu riche en nutriments qui conduit & un bonaléppement des plantules.

Figure 7 : Dispositif de I'essai.

4.2. Préparation de la solution nutritive :

Ce travail s’est basé essentiellement sur unereutfe plantes hors sol, cette culture
dite hydroponique consiste a émerger la particmea@ de la plante dans un milieu chimique
pour éviter les contraintes du sol, ce qui pernmebon développement des plantes dans des
conditions totalement contrélées.

En culture hydroponique, on doit tout d’abord germes plantes jusqu’a obtention des
racines pour pouvoir apporter les éléments mingrgile se trouvent au niveau de la solution
nutritive. Pour tous les avantages apportés pae ailture, on a choisi le milieu BD
(Broughton et Dillworth qui est constitué d'une quantité précise de n&éments,
microéléments et du fer dissouts dans un volumaudt&terminé pour satisfaire les besoins
des plantes.

Pour la préparation du milieu de culture, nous avatilisé des solutions meres

préalablement préparées avec des concentrationsie®et une date de conservation précise.
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Tableau 2: Composition de la solution nutritive (Seillac,609.

Solution mére Pour 100m| Volume a préparer
1) CaCl2 2H20 29.4¢g 5/10 L
2) KH2 PO4 13.69 5/10L
3) MgSO4 7H20 12.3g
K2S04 8.79 5ml/10L
MnSO4 0.034g
4) Fe, EDTA 0.734g 12.5ml/10L
5) Oligoéléments : Pour 500ml
H3BO3 0.1235g
MgSO4 7H20 0.144g 5ml/10L
CuS0O4 5H20 0.05g
CoS04 7H20 0.028g
NaMoO4 2H20 0.024g

5. Reépartition des plantules et stress appliqués :

L’étude de I'effet des stress hydrique et thermiguié réalisée apres I'obtention de la
guatrieme feuille et développement de la troisiéendle, qui correspond a la quatre

semaines de culture. A ce stade les variétéstémégarties en 5lot:

* Premier lot : représente le témoin qui regroupglastules qui sont maintenues en
solution nutritive et a température ambiante (25°C)

» Deuxiéme lot : représente les plantules du premigrau du stress hydrique de 4h
(stress modére).

» Troisieme lot : représente les plantules de deugigiveau du stress hydrique de 24h
(stress sévere).

* Quatrieme lot : représente les plantules de preniveau du stress thermique a 4°C.

» Cinquieme lot : représente les plantules de deuxigiveau du stress thermique a
45°C.
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5.1. Application du stress hydrique

L'étude de la réponse des plantes au stress hydegt réalisée par la privation de
solution nutritive tout en conservant les autresditions de culture : lumiere 16h/8h
jour/nuit, une température ambiante de 27°C ethumeidité de 49%.

Pour ce stress on a disposé de deux lots de plgritese 8):
» Un premier est maintenu hors la solution nutrifie@ir une durée de 4 heure ce lot
représente les plantes exposées un stress modéré
* Un deuxieme est maintenu hors la solution nutrigigar une durée de 24 heure ce lot
représente les plantes exposées un stress sévere.

o W

Figure 8 : Application du stress hydrique
5.2. Application du stress thermique

L’effet du stress thermique et les modificationdlg@pporte au niveau du végétal a été
effectué de deux étapes :

La 1% étape réalisé au phytotrome pour I'étude de kéefés tempétatures élevé ou les
plantes étaient exposées a une température de 4%5°he humidité de 72% pendant 4
heures. (Figure 9)

La 2™ étape réalisée dans une étuve réfrigérée pourdtéte l'effet des bases
températures ou les plantes étaient exposées demprature de 4°C pendant 4 heures.
(Figure 10)
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Figure 9 : Application du stress thermique Figure 10 : Application du stress thermique de
de 4°C (phytotrome) 45°C (étuve réfrigérée)

6. Les paramétres éetudiés.

6.1. Parametres morphologique.

6.1.1) Mesure de la surface foliaire :

La surface foliaire qui concerne 18™feuille est déterminée par la méthode de Paul et
al.,, (1979) . Cette méthode consiste a décalqué ldefale chaque plante avec ses deux
répétition de chaque niveau de stress, découeriace du papier correspondant ensuite la
pesée. Par référence, on calcule le poids d’uré aurpapier de 1cmz2. Enfin, on déduit la
surface foliaire SF a I'aide de la formule suivante

- SF(om) = PF. S (Lom?) /P (1om?)

6.2. Parametres physiologiques.

6.2.1) La teneur relative en eau (TRE %).

La teneur relative en eau (TRE) a été proposé€pARK et MAC-GAIG (1982), elle
consiste a évaluer la tolérance a la sécheressdaetn état de déficit hydrique.
Dans cette technique, nous découpons et pesongeuitie de chaque plante, de chaque
variété du blé dur avec deux répétitions pour dbterpoids frais (PF) Ces feuilles sont mises
dans des tubes a essai remplis d’eau distilléassdr 24h dans I'obscurité.

Les feuilles égorgées d’eau sont & nouveau peségoptenir le poids de turgescence
(PT), alors que le poids sec (PS) est obtenu emplEcant dans I'étuve a 85°C pendant
48heures. Selon BARRS (1968) la teneur relativeasulée comme suit :

~ TRE%=[(PT-PF)/(PT-PS)]x 100
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6.2.2) La résistance stomatique.

La résistance stomatique est mesuré a I'aide darorpetre AP4 qui mesure la vitesse
de diffusion de la vapeur d’eau au travers de téasa des feuilles et calcule la conductance
(degré d'ouverture des stomates) ou de la résistatmmatique (le degré de fermeture des
stomates).

Ceci est un déterminant majeur de perte d’eau kdedgs (état hydrique de la plante) et
de I'acquisition du C@dans la photosynthese.

Ce modeéle AP4 donne une lecture directe de résistatomatique (m2s/mmol) ou de
conductance (s/m). Nous avons établi une courb®lditage 1 heure avant la lecture puis
inséré la partie médiane de la feuille dans lagihes résultats ont été stockés dans I'appareil

de mesure pour étre transférés a un ordinateurgimitraités. (Figure 11)

Figure 11 :Mesure de la résistance stomatique

6.2.3) L'intégrité membranaire.

Le pourcentage d'intégrité cellulaire consiste ene umesure de la libération
d’électrolytes suite a la destruction partielldalenembrane plasmique.

Pour commencer nous devons tout d'abord prélevéct@ntillons (3™ feuille) de
chaque niveau de stress, les rincer soigneusemventde I'eau désionisée, les couper en
petits morceaux de 1cm et les recueillir dans dégg a essai contenant 10ml d’eau dés
ionisée. Ces derniers ont été fermés hermétiqueavexstdu coton et du papier aluminium en
les maintenant 24 heures a une température arabiant

Apres ces 24 heures, on peut effectuer la prerteétere a I'aide d’un conductivimétre
tout en plagant délicatement la sonde dans ledpkes étalonnage de I'appareil.

La deuxieme lecture est effectuée apres 24 hewardés pgremiere aprés avoir autoclaver

les tubes a 80°C pendant 20 minutes. (Figure 12)
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Figure 12 : Mesure de l'intégrité cellulaire
6.3. Parametres biochimique :

6.3.1) Dosage de I'acide abscissique par la techn@gde chromatographie liquide a haute
performance (HPLC).
a) Principe de la chromatographie :

Chromatographieest un terme général, utilisé pour définir des wedls d’'analyse
gualitative et quantitative, permettant de sépadesrdifférents constituants d’un mélange
liquide ou gazeux en se basant sur la distribufioim soluté entre deux phases, I'une étant
mobile (un gaz ou un liquide), l'autre stationnguwe solide ou un liquide) (Rouessac, 2010).

Contrairement aux autres types de chromatograpbidaonature du gaz est peu
importante pour la séparation des composés (intenacoluté-phase stationnaire), en
chromatographie liquide a haute performance (HPBGEparation des composés se fait par
des interactions avec la phase stationnaire et Evetase mobile. Ces interactions sont
primordiales.

L’échantillon est entrainé par la phase mobilerauers de la phase stationnaire qui a
tendance a retenir plus au moins les composés ddeoder a l'aide de différentes
interactions.

Les composés a séparer (solutés) sont mis en@oldéins un solvant. Ce mélange est
introduit dans la phase mobile liquide (éluant).iv8ot la nature des molécules, elles
interagissent plus ou moins avec la phase statienrdans un tube appelé colonne

chromatographique. (Figure 13)
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La phase
mobile Ecran de
lecture
_ . La colonne
La boucle Figure 13 : Systeme d’'HPLC

La phase mobile poussée par une pompe sous haegsiqur, parcourt le systeme
chromatographique.

Le mélange a analyser est injecté puis transpodé trmavers du systéme
chromatographique. Les composés en solution setiggmnt alors suivant leur affinité entre
la phase mobile et la phase stationnaire.

En sortie de colonne, grace a un détecteur apgropes différents solutés sont
caractérisés par un pic (Figure 14). L'ensemble q@ss enregistrés est appelé
chromatogramme (Skoog, 2010).

La figure suivante est un exemple des pics qu’ohtanus :

Intensity [uV]

g

Intensity [uV]

g

80 90 10,0 11,0 120 100 12,0 10

00 L0 20 30 40 50 60 80
Retention Time[in]

6,0 70
Retention Time [in]

Figure 14 :Chromatogramme de I'acide abscissique
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La concentration de I'acide abscissique est catcotdnme suit :

Surface de pic étalon Surface du pic X

Concentration de I'étalon Conodration de X

b) Extraction de I'acide abscissique (ABA) :
Selon Zhou, (2003) I'extraction de 'ABA se fait teefacon suivante :

v' Peser 300 mg de matiere fraiche des feuilles etal@aes des échantillons témoins et
stresseés et puis la broyer avec de 'azote ligaitlaide d’un mortier et un pilon et les
placer dans des tubes Eppendorf de 1.5ml.

v’ Ajouter au broyant 750ul de solution d’extractiangopasser au sonicateur 5 min

v’ Centrifuger 2 min a 4°C et a 10 000 rpm.

v' Récupérer le surnageant délicatement dans un nouuba sans détacher le culot et re-
extraire ce qu’on a récupéré avec 750ul de laisolatextraction, passer au sonicateur
pendant 30min puis centrifuger 2 min a 4°C a 10 @@ et ajouter le deuxieme
surnageant.

v' Evaporer le tampon d’extraction en versant les millens dans des boites Pétri puis
dans un lyophilisateur a pression de 0.133 mBamettempérature de - 46°C. Apres
avoir sécher les boites, le culot est récupéré a08aul de solvant d’extraction et filtré
(Whatman-Glass microfibre filters) pour passeraadlyse.

c) Préparation de la solution d’acide abscissique :

La reproductibilité et la linéarité du systemearhatographique a été estimé par cing
injections consécutives de différentes conceninatide ABA ainsi que des échantillons
enrichis des feuilles et des racines du blé dursdlation mere (1000 pg/ml) de I'ABA pur a
ete préparée en dissolvant 25 mg d’ABA dans 25 ‘adédonitrile de qualité HPLC. Les
échantillons d'étalonnage de concentration de 10550 et 100 pg/ml ont été préparés par

dilutions successives de la solution (Figure IBhofmpson edl., 2002).
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N P B B B

|

Tube 1 Tube 2 Tube 3 (50ug/m Tube 4 (10pg/ml)  Tube 5 (5pg/ml)  Tube 6 (1pg/ml)
(100pg/ml)
1mg/ml 500ul du tube 2 200ul du tube 3+ S00u! du tube 4+ 200ul du tube 5+
100p! du tube 1+ 500yl du solvan 800p! de solvant d 500p! du solvant 800! du solvant
900p! du solvant de de de

de chromatographi chromatographie

chromatographie

chromatographie chromatographie

Figure 15 : Dilution en cascade de la solution mére d’acideiabgue

6.3.2) Analyse des protéines totales par technique SDS-PAGE :

Une protéine est un enchainement linéaire d’acrdmé qui représente 50% du poids
sec des cellules assurant toutes les activitéslaieds.

La séparation des protéines dans notre travaikistea les séparer par la technique de
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide eettrophoresis) qui repose comme
toute technique électrophorétique, sur la séparates molécules chargées dans un champ
électrique. Sa particularité est de soumettre wmdtillons protéiques a un prétraitement
dénaturant sous l'action de deux composés :

* Le pB-mercaptoéthanol qui est un composé qui exerceaatien dénaturante sur les

protéines oligomériques en rompant les ponts diseilfce qui désorganise leur structure

tridimensionnelle et provoque la dissociation dasssuniteés.

 Le SDS (Sodium Dodicyl Sulfate) qui est un détetganionique fort. Il a la

propriété de défaire la structure spatiale enxamnfisur les protéines et de les charger de

la méme fagon, permettant ainsi de les séparemuamgnt en fonction de leur masse
moléculaire.
a) Extraction :

Selon De Leonardis etl.,( 2007), I'extraction des protéines totales deslles et des
racines de blé dur commence par le broyage de l@@mgchantillons de chaque niveau de
stress dans de l'azote liquide a I'aide d’'un neorét un pilon, puis par I'ajout d’lml de la
solution de précipitation et 'homogénéisation. Eebantillons sont stockés pendant une nuit
a -20°C, puis centrifugés pendant 15min a 4°C @dBrpm.
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L’étape suivante consiste a éliminer le surnageamenversant le tube tout en veillant a
ne pas détacher le culot.Ce dernier est lavé awdcdg solution de ringcage, il est stocké
pendant une nuit a -20°C, le surnageant est aloniné délicatement.

Dans un dessiccateur et pendant 30minutes a 60f@itaecher les tubes. Le culot est
alors réduit en poudre a l'aide d’'une baguetteamev Le culot ainsi réduit, est récupéré dans
100ul de tampon de solubilisatitcemmli bufferyortexe, centrifugé pendant 10 minutes a

20°C et stocké a -20°C. Le produit est enfin prétre déposé aprés sa décongélation.

b) Dépobts des échantillons et migration :

25ul de chaque échantillon est déposé dans un @Uidéde d’une microseringue tout
en respectant I'endroit du dépdt du marqueur dket#ipres chaque dép6t, la seringue doit
étre rincée avec le tampon de migration. La cuédedtrophorése (bac inférieur) est remplie
d’un volume suffisant de tampon de migration. (Fegl6)
Une fois la migration terminée, il faut attendrequ’a ce que le front de BBP atteigne le bord
inférieur des plaques (Approximativement 2-3 h).

La migration se fait de la petite molécule de peptide a la grande molécule, la
vitesse de migration du dernier est plus faible upremiére et la masse moléculaire est
exprimée en KDa (Dicko, 2006).

Figure 16 :La migration des protéines totales sur gel d’acnydke.

c) Révélation des gels
La révélation a été faite par coloration et fixatipendant toute une nuit dans une

solution de coloration. La décoloration a été s&adipar plusieurs rincages a I'eau distillée.
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7. Traitement des données

Afin de pouvoir caractériser les différences quistent entre les variétés étudiés
concernant les différents parametres mesurés, RY@RS calculé certains parametres
statistiques a l'aide du logiciel d’analyse etteaient statistiue des données « Exel STAT
2009 ».

L'interprétation des gels éléctrophoretique estastegrace a I'utilisation du logicidE-
Capt qui donne le poids moléculaire en fonction du matgudu poids (FPM). La présence

desbandes est codée par « 1 » et leur absence par « 0
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1. Parametres morphologique :

1.1. Analyse de la surface foliaire SF (cm?):

La surface foliaire est affectée par le stressifyérainsi que par le stress thermique.
Selon la (Figure 17) et I'analyse de variance, bseove des différences significatives entre
les différents génotypes, et au sein du méme gpaatiun niveau de traitement a l'autre.
Les valeurs enregistrées de la SF chez les tén®étalent de 11.85cm? Hedba3 & 5.43% cm
Boussellam (Figure 17).

Globalement, la diminution des apports d’eau pgasoune perte de la surface foliaire
chez tous les génotypes étudiés. Apres 4h de matigae, Hedba3 marque une réduction
foliaire petite par une moyenne de 0.70 cm?, pantrep cette méme variété présente la
réduction la plus importante aprés un stress hydride 24h avec une valeur de 4.28 cmz.
(Figure 17 A).

Les variétés Simeto et ofonto se comportent pesjuilairement face a un stress
hydrique modére (4h) et sévere (24h). lls préséniae valeur d’abaissement foliaire de
1,11 cm? pour simeto et 1,62 cm? pour ofonto darmémier niveau de stress et de 2.93 cm?
pour simeto et 3.07 cm?2 pour ofonto par rapport &moins. Cependant, boussallem
présente la plus petite diminution foliaire au mivedu stress sévere (24h) avec une valeur
de 2,20 cm>.

Quant au stress thermique, les résultats obtemmsremt une réduction foliaire moins
élevée dans les variétés introduites par rapparivariétés locales. (Figure 17 B)

Chez la variété simeto, aucune diminution de lfasern’a été remarquée dans le stress de
4°C, mais on a observé une diminution de 2 cm? dahs de 45°C. Pour Ofonto, les mémes
réponses ont été obervées, c'est-a-dire une dimnmutés petite (0.07 cm?) sous une
température de 4°C et sous une température de #Eb8Eninution arrive jusqu’a 2.45 cm2,

La comparaison aux autres variétés étudiées, mape Boussalem a marqué un
comportement différent face au stress thermiqueefiet, sa surface foliaire a augmenté
dans le premier niveau avec une valeur de 0.65etrdans le deuxiéme niveau, la valeur
d’augmentation était de 3.36 cm2,

La surface foliaire de la variété Hedba3 semble l&tplus affectée par la température avec
une valeur de réduction de 2.67 cm? dans les btasgeratures (4°C) et une valeur plus

grande égale a 4.09 cm? dans les hautes tempé&raic).
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Figure 17 :Variation de la surface foliaire des quatre génesyge blé dur soumis a deux

traitements de stress abiotique : (A) stress hyeérigf (B) stress thermique.

Cependant, I'analyse de la variance effectuéelesufacteurs variétés et le facteur
niveau de stress, ainsi que sur leur interactiomoatré I'existence d’'une différence non
significative dans les deux stress hydrique etntigue. (Annexe 6)

Ces résultats sont en accord avec ceux de Granlardieu (2000), dans lesquels il a

été montré que la réduction de la surface foliaseune réponse fréquente des végétaux
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soumis a un stress hydrique. Or, cette diminutgtrua signe de la réduction des pertes en
eau et donc a une tolérance meilleure a la sédeer€es modifications résultent d'une
diminution de la vitesse de division des celluleastituant les tissus végeétaux (Bousba et
al.,2009), tandis que les poids de matiere seche aériennmaiac et la surface foliaire
diminuent en fonction de la température, (Graniei.e2000).

Ainsi et Selon Attia F. (2007), la surface foliaiest un caractere morphologique

d’adaptation aux contraintes abiotique.

2 .Parametres physiologiques :

2.1. Analyse de la teneur relative en eau :

La teneur en eau relative est souvent considéséene un excellent indicateur de
I'état hydrique de la plante, une signification fbiogique qui permet de mettre en
evidence I'état de la balance hydrique de la plante

Ce parametre est affecté par des contraintes qbéstj nous avons noté dans ce
travail, une contrainte hydrique et thermique.

D’aprés la courbe (Figurel8 A) on remarque quéefeeur relative en eau (TRE)
diminue sous l'effet des deux stress hydrique gstide 4 heures et stress de 24 heures) et
thermique (4°C et de 45° pendant 4 heures).

Les témoins (T) des quatre variétés présententdiesirs de la TRE les plus élevées
variant entre 85.09% chez la variété Boussalle80&32% chez la variété Hedba3.

Le premier niveau du stress hydrique correspona stness appliqué pendant 4 heures. Une
diminution de la TRE est observée chez les quatrétés ; Cette derniere varie de 73.31%
chez Ofanto jusqu’a 77.02% chez Hedba3.

La durée du deuxieme niveau du déficit hydrique d&s 24 heures. On note un
pourcentage de la TRE qui va de 64.34% chez Hedld&393% chez Boussellem, mais elle
diminue par rapport a celle du premier niveau.

Un deuxieme stress a été appliqué : stress theamigdeux niveaux 4°C et 45°C
pendant 4 heures. Les plantes stressées a 45°€hfadsune baisse de la TRE par rapport
aux plantes stressées a 4°C et également par tappeltes des témoins.

La TRE a 4°C differe entre les quatre variétés plésente une valeur de 80.05% chez
simito et diminue a 69.02% chez Boussellam, ajora 45°C elle va d’'un pourcentage de
79.66% chez Simito a 40.18% chez Hedba3. (Figurg)18
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On note bien une diminution remarquable de la uerrelative en eau, elle est
importante chez les variétés Simito et Boussellanrgpport a Ofanto et Hedba3.
Cela explique que les plantes sont dans un ételhale suite a leur exposition a des niveaux
de stress différents. Elles réagissent donc actwerpar I'ouverture et la fermeture des
stomates afin de réduire au maximum la perte d’eau.
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Figure 18: Variation de la teneur relative en daliaire des quatre génotypes de blé dur

soumis a deux traitements de stress abiotidd@ stress hydriquet (B) stress thermique.

L’'analyse de variance de la TRE fait ressortir abférences trés hautement
significatives pour l'effet traitement et entre leariétés et non significative pour leur
interaction. (Annexe 6)

Au stress hydrique, le test de NEWMAN-KEULS auikda 5% désigne I'existence
de deux groupes homogeénes, le premier groupe (@9epte la variété Hedba3 avec une
moyenne minimale de 69.38%, alors que le secondpgrgB) porte sur les variétés
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Boussellam, Ofanto et Simito avec des moyennes 8&9%, 75.19% et 78.18%
respectivement. Le test des variétés au stressiithige révele I'existence de trois groupes
homogenes. Groupe (A) renferme les variétés Siatidfanto avec des moyennes générales
de 81.75% pour Simito et 77.01% pour Ofanto, lextlene groupe présente les variétés
Ofanto et Boussellam avec des moyennes respectitede 77.01% et 73.10%. Le
troisieme et dernier groupe(C) regroupe les vasiBgussellam avec une moyenne générale
de 73.10% et Hedba3 avec une moyenne de 68.52%.

Pour le facteur traitement, le test de NEWMAN-KEbkevele I'existence de trois
groupes homogénes en ce qui concerne le stresi|iydnais aussi en ce qui concerne le
stress thermique.

En ce qui concerne le stress hydrique, on obskoi® groupes homogenes : stress
hydrique de 24heures, stress hydrique de 4heurtésnein avec des moyennes de 70.14%,
75.38% et 88.11% respectivement. Le stress theemjpésente la méme moyenne du
témoin (88.11%) groupe (A) stress thermique de gf@upe (B) avec une moyenne de
75.16% et le dernier groupe stress thermique d€ 487/ec une moyenne minimale de
62.02%.

En condition de stress hydrique, l'interactioraifgmentx variété) révéle la présence
de quatre groupes. Le groupe (A) renferme l'intBoactémoin avec les quatre variétés avec
des valeurs qui vont de 90.92% a 85.09%, alordegdernier groupe (D) regroupe les deux
autres traitements (4heures et 24heures) pouguase variétés avec une valeur minimale
de 64.33%.

En condition de stress thermique, linteractiomaifementx variété) a montré
I'existence de six groupes. Le premier correspaundtémoins des quatre variétés, la variété
Simito aux traitements de 4°C et 45°C ainsi quealaété Ofonto sous stress de 45°C. Les
valeurs de l'interaction fluctuent de 90.92% a 1%lalors que le dernier groupe présente
I'interaction de la variété Hedba3 avec le traitemde 45°C pendant 4 heures ou la
moyenne minimale est de 40.17%.

D’aprés les résultats obtenus, on remarque queaestés du blé dur montrent une
capacité appréciable de sauvegarde d'eau daneldies$ en condition des deux stress
abiotiques (hydrique et thermique) ainsi gqu’uneilginde dans la réponse. Cela s’explique
par une fermeture des stomates des la rencontsrelss hydrique (Ykhlef et Djekkoun
2000) et thermique.
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Plus le niveau de stress s’accentue et plusnlauterelative en eau diminue, cela
implique une fermeture totale des stomates afinrébtuire les pertes d'eau tout en
maintenant un état de turgescence parfait dede=llu

Le coefficient de corrélation entre le degré d'edure des stomates et I'état hydrique
de la plante, est de 0.933 pour le stress hydmrduie 0.953 pour le stress thermique. Une
fermeture plus lente peut se traduire par une ioerttblérance a la déshydratation qui
s’accompagne par une synthése de I'acide absaogssiqu

Keyvan (2010) a montré que l'augmentation de dinsité du stress provoque une
diminution de la TRE chez le blé. De ce fait, ontpgire que cet état s'accompagne par une
diminution des échanges gazeux et la transpiratienqui confirme la conclusion de
Collinson (1997) qui affirme que les especes végetqui maintiennent des teneurs élevees
en eau relatives des feuilles, sont considéréesmenmtant des especes résistantes a la

sécheresse.

2.3. Analyse de la résistance stomatique :

La résistance stomatique est lIégérement faible omdlitton de bonne alimentation
hydrique. Elle varie de 8.00 s/cm chez Simito ®Q&/cm chez Hedba3.

En condition de stress hydrique, l'augmentation lde résistance stomatique est
proportionnelle a 'augmentation du niveau de st(@éeures et 24heures).

Au niveau du stress hydrique de 4 heures, lateégis stomatique varie de 12.03s/cm
chez la variété Simito, & 17.10s/cm chez la vaBétgssellam.

Au second niveau qui est un stress hydriqgue apligendant 24 heures, le
comportement est similaire a celui des quatre t&gié 4 heures, notant comme valeur
maximale 21.07s/cm chez Hedba3 et une valeur miaiotez Simito. (Figure 19 A)

En appliquant un stress thermique de 4 heureCaett45°C, la réponse des plantes
reste la méme. Il est a remarquer que des valg@tirsaes sont notées pour le stress de 4°C
(une valeur minimale de 14.60s/cm est enregisthéz ¢a variété Hedba3 et une valeur
maximale de 20.40s/cm est enregistrée chez latgdfiedba3.

A 45°C, le comportement des plantes change totilemomparativement a celui du
témoin. Les valeurs présentent une résistance stpreafaible qui va de 0.51s/cm chez
Simito a 2.40s/cm chez Hedba3. (Figure 19 B)
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Figure 19: variation de la résistance stomatique des qugnetypes de blé dur soumis a

deux traitements de stress abiotique : (A) strgdsidue et (B) stress thermique.

La comparaison des moyennes de la résistance tifjomaet I'analyse de variance,
montrent qu’il existe une différence trés hautensgnificative entre les traitements et les
variétés et une différence significative entretémaction (variété x traitement). (Annexe 6)

Au stress hydrique, le test de NEWMAN-KEULS auikB&o désigne I'existence de
trois groupes homogenes de variété. Le premierpgrdl) présente la variété Simito avec
une moyenne de 12.23s/cm, alors que le deuxiempgnenferme les variétés Ofonto avec
une moyenne 14.90s/cm et le dernier groupe avecnumgennes €gales a 17.62s/cm
(Boussellam) et 18.31s/cm (Hedba3).

Par contre, au stress thermique, on distingue deaxpes homogénes, le groupe (A)
qui regroupe deux variétés; Simito avec une moyetme’.97s/cm et Ofanto avec une
moyenne de 8.27s/cm.

Pour le facteur traitement, le test de NEWMAN-KERkévele I'existence de trois
groupes homogénes en ce qui concerne le stregsg|inget le stress thermique.
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En condition de stress hydrique et thermiquee$t €lucide trois groupes homogénes
pour chaque stress. La valeur maximale au strghsgoe est celle du groupe C avec une
moyenne de 18.85% qui est le traitement a 24 haloes que celle du stress thermique est
de 17.37% qui est attribuée au traitement a 4°G.Madeurs minimales sont de 12.68% et
1.18% respectivement.

L’'analyse de la variance de l'interaction (traittx variété) montre I'existence de
trois groupes homogenes sous l'effet du stress iduelr Le groupe (A) renferme
I'interaction entre le témoin et les variétés Saret Ofanto et le traitement a 4 heures avec
la variété Simito avec des valeurs respectivemend.0%, 9.46% et 12.03%. Le dernier
groupe présente tout le reste des traitementslasapiatre variétés, leurs valeurs s’étendent
de 14.63% a une valeur maximale de 21.06%.

Alors qu’en condition de stress thermique, l'iaigron (traitementx variété) révele la
présence de 5 groupes. Le groupe (A) renfermeetaation témoin pour les quatre variétés
avec des valeurs minimales allant de 0.51% a 2.408(s que le dernier groupe (E)
regroupe les deux autres traitements (4°C et 459@)r les quatre variétés avec une valeur
maximales de 19.10% a 20.40%.

Bousba etal., en 2009 ont montré que le blé répond au stressidquampar une
augmentation dans la résistance stomatique. Laeterm prolongée des stomates entraine
I'arrét des processus photosynthétiques et ainfible rendement.

La réponse au stress hydrique est suivie par échéction de la densité des stomates.
La diminution de cette derniére ne se traduit pagurs par une réduction des pertes en eau
par la plante, a cause de sa compensation pamiauigition de leur taille (Wang et Clarke,
1993).

D’aprés Ykhlef, (2001) le maintien de la turgesmedes tissus foliaires entraine une
ouverture des stomates et contribue au maintiemedagativité photosynthétique importante.
Plusieurs travaux montrent que le déficit hydrighez les céréales, en particulier le blé dur,
affecte a la fois les phénomeénes stomatique estwnatique de la photosynthése.

La fermeture prolongée des stomates entrainél’des processus photosynthétiques
et provoque ainsi la mort de la plus part des pkanta fermeture stomatique rapide comme
une meilleure adaptation a la sécheresse, perfagilante d’économiser I'eau disponible et
de maintenir une teneur élevée en eau des tissasissi une certaine sensibilité a la
déshydratation. Au contraire, une fermeture stajoatiplus lente peut traduire une certaine
tolérance a la déshydratation qui peut étre accgméma d’'un ajustement osmotique. La
vitesse de la réponse des stomates au cours dg wépend non seulement des espéces et
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de leur consommation en eau, mais aussi de laveésereau utilisable du sol (Rejebaét
1991).

2.3. Analyse de I'intégrité membranaire :

Le pourcentage d'intégrité cellulaire consiste lere mesure de la libération des
électrolytes suite a la destruction partielle desnioranes cytoplasmiques par rapport a la
quantité totale d’électrolytes. La perte relativélettrolytes est un test couramment utilisé
pour évaluer les dommages causeés par les différentdraintes sur les cellules.

Avant le stress, les témoins présente un pourgerda stabilité assez élevé qui varie
de 95% dans la variété Simeto jusqu'a environ 9@¥sda variété Boussallem. Ofonto
garde la seconde position avec un pourcentage ded&M4% suivi par Hedba3 avec
92.70% de stabilité membranaire. Aprées I'applicaties deux niveaux de stress hydrique,
la stabilité membranaire des feuilles de toutes/éggtés a été remarquablement réduite et
plus fortement dans le stress de 24h que celuhge 4

Cette réduction par rapport aux valeurs initiadgant le stress, est plus élevée dans
Simeto, avec une diminution de 5% dans le streséhdet 7% dans le stress de 24h par
rapport a Hedba3 qui a la stabilité la moins dird@mavec seulement 1,38% dans le stress de
4h et 2% dans le stress de 24h. (Figure 20 A)

Concernant le choc thermique, la stabilité des branmes a peu diminué dans les deux
niveaux de ce stress par rapport au stress hydrlqueariété Boussallem reste la moins
touchée avec un pourcentage de diminution de 1dd8$ le stress de 4°C et de 3.07% dans
le stress de 45°C. Simeto et Ofonto semblent égeplus sensibles avec une réduction de
stabilité d’environ 5% dans les deux niveaux desstrpour Simeto et de 5.24% dans le
stress de 4°C et 8% dans celle de 45°C pour Ofonto.

Cependant, Hedba3 possede toujours la membram@usa stable face au stress
thermique. Elle présente un pourcentage de 92%s djagplication du premier niveau du
stress (4°C) et de 98.94% dans le deuxieme nivEEAC]. (Figure 20 B)

Ces données trouvent leur confirmation dans le deslANOVA qui révele des
différences tres hautement significatives pourecedriable, pour les différents niveaux de

stress hydrique et thermique. (Annexe B)
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Figure 20: Variation de la stabilité membranaides quatre génotypes de blé dur soumis a

deux traitements de stress abiotiq@d) stress hydriquet (B) stress thermique.

Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5%, classe les nivede stress hydrique en trois

groupes, dont la moyenne la plus élevée (92.911 gmtipe C) est enregistrée pour le

témoin, le deuxiéme groupe B représente le nivdaavkc une moyenne de 90.456 cmz2,

alors que la moyenne la plus faible est marquéeatement de 24h (88.662 cmz?, groupe A)

Ce méme test classe les niveaux de stress therneigudeux groupes, le groupe A

englobe les deux niveaux du stress 4°C et 45°Cg@&&8.028 cm? et 89.826 cm?), alors que

le témoin enregistre la moyenne la plus élevée®©d2cmz2, groupe B)

Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5% pour le facteariété, nous a permis d’isoler

deux groupes homogenes. La variété qui affichelew la plus élevée est Ofonto avec une

moyenne de 92.079 cm? qui est affectée au groupeeB Simeto (91.639 cm?) et Hedba3
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(91.548 cm?). Le groupe A renferme la valeur laspfaible de la surface foliaire avec une
moyenne générale egale a 87.439 cmz constatatédechénotype Boussallem.

La matrice des corrélations indique l'existenceind corrélation positive de ce
caractére avec la teneur relative en eau (0.37¢ ldastress hydrique et 0.600 dans le stress
thermique), et la stabilité membranaire (0.769 darsress hydrique €579 dans le stress
thermique).

Les résultats obtenus montrent donc que le SMagstz élevé et que les feuilles
gardent une intégrité structurale importante malgretress appliqué. Cette aptitude des ces
quatre variétés de blé a maintenir la stabilité&sel® membranes semble étre associée a des
mécanismes d’évitement de la contrainte. (Choff0®

Des résultats similaires chez différents typespldmtes, ont montré qu'au fur et a
mesure que le stress hydrique devient plus impbripius la conductivité électrique
augmente et donc I'intégrité membranaire diminueudba, 2009).

Ainsi, la perte de stabilité des membranes celegaiinduite par les changements de
températures, se traduit par une diminution de a@padté a maintenir le contenu
intracellulaire a l'intérieur de la cellule. On @apge donc une fuite du contenu intracellulaire

vers le milieu extracellulaire (Ibrahim et Quiclk)

3. Parametres biochimiques :

3.1. Dosage de l'acide abscissique par la technigd#@iPLC :

Les mesures de la teneur en acide dans les fewitldss racines abscissique en
utilisant la technigue d’HPLC nous a permis desusa localisation et son accumulation
dans ces derniers.

Au niveau du stress hydrique de 4 heures et 2dehde comportement des racines de
la variété Simito est différent de celui des traigres variétés. On note chez la variété
Simito une forte concentration au niveau du tén(&iv6.26g/300mg MF) qui chute a 4
heure puis une légere augmentation de 9.67ug/300MRg Chez les variétés Ofonto,
Boussellam et Hedb3, la concentration de 'ABA aegie au fur et a mesure que l'intensité
du stress augmente. On note alors une concentrati@ximale chez Hedba3
(106.269/300mg MF) et minimale chez Simito avé¥@Ag/300mg MF. (Figure 21 A)

Son accumulation differe d’'une variété a l'auttersveau des feuilles, pour cela on
distingue deux groupes différents. Le groupe Aeant les variétés Simito et Ofonto, chez

lesquelles I'accumulation de 'ABA dans les feusllest tres importante comparativement a
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celles du groupe B, et augmente avec lintensitésttass, ou on observe une valeur
maximale de 510,47ug/300mg MF chez Ofonto a 24heure

Par contre, les variétés du dernier groupe sambed’concentration élevée chez les
témoins avec comme valeur 85.9247ug/300mg chezsBbam et 49.3847.9/300mg chez
Hedba3. Ces valeurs diminuent au niveau du styghsgue de 4heure et augmente au stress
de 24heure avec des concentrations allant jusqu,866pg/300mg chez Boussellam et
76,6519/300mg chez Hedba3. (Figure 21 B)
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La teneur en ABA(g/300mg

Figure 21 Variation de la teneur en ABA dans les raci(®pset les feuillegB) des quatre

génotypes de blé dur soumis a deux niveaux desdtselique.

En ce qui concerne le deuxieme stress appliquégstule stress thermique et au
niveau des racines et aussi des feuilles des plante remarque que les trois variétés
Ofonto, Bousseallem et Hedba3 avaient des valeitralés proches du zéro alors que seul
la variété Simeto présente une concentration élea®s le témoin des racines avec une

valeur de 106.26 ug/300mg MF, et des traces daésrein des feuilles.
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La teneur en ABA a augmenté apres l'applicatiorstless thermique de 4°C dans les
deux organes contrdlés sauf chez la variété Simetla concentration en ABA a diminué
dans les racines et elle a augmenté dans lesefeullette derniére présente la teneur en
ABA la plus élevée par rapport aux autres varielRes. contre, Ofonto est la variété qui
produit la concentration la plut petite de 'ABAigure 22 A)

Cependant, les quatre variétés présentent un atenpent identique sous les hautes
températures. Ce dernier est exprimé par une dirmmuette dans les racines et les feuilles
des plantes exposées a une température de 45 dBrinution est plus importante dans
les feuilles. (Figure 22 B)

Globalement, le stress hydrique provoque une tefadhle en ABA dans les feuilles
non stressees, forte dans les feuilles modéréntedsées (4h) et plus intense dans les
feuilles fortement stressées (24h). Dans les ragcilee profil d’évolution de la teneur en
ABA est similaire a celle notée dans les feuillEgpendant sa concentration est moins
importante (Mahdid edl., 2011).
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Figure 22 :Variation de la teneur en ABA dans les racinekdt les feuillesB) des quatre

génotypes de blé dur soumis a deux niveaux desstresmique.

Himmelbach etal., (1998) ont expliqué ce phénoméne par la sorthBA des
cellules racinaires et sa translocation dans lesegaaériennes en situation de stress. lls
affirment aussi que lorsque 'ABA est suffisammenhcentré dans les racines, il joue le
réle d’antagoniste de l'auxine en inhibant I'élotiga de la racine, mais a plus faibles
concentration I’ABA peut induire la croissance @¢te derniére.

Selon Wilkinson et Davies (2010), dans des comattide sécheresse, la concentration
de I'ABA augmente dans l'apoplaste, entrainant deméture des stomates. Ainsi, la
concentration élevée de 'ABA dans les racines stoessées de la variété Simeto, peut étre
justifiée par le fait que sa production est plysida par rapport a celle des autres variétés,
alors que son transport vers les feuilles estlomas.

La contrainte hydrique et le froid conduisent adéficit hydrique cellulaire, c’est
pourquoi leurs voies de signalisation ont de nommbr&éments communs (Gravot, 2009).
Un de ses points communs est la teneur en ABAndekrésultats obtenus, nos plantes se
comportent similairement face au manque d’eauc &aux basses températures (traitement
de 4°C).

Néanmoins, sous les hautes températures, leseplaardent des stomates ouvertes
pour maintenir leur évapotranspiration, donc etlessynthétisent pas des grandes quantités

de I'’ABA parce gu’elles possedent une quantitéisaifite d’eau dans le sol.
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3.2. Analyse des protéines totales :

L'utilisation de I'électrophorése SDS-PAGE perrdetdétecter des différences dans
les profils protéiques entre une variété localedp48) et une introduite (Simeto). Elle
permet de la faire également entre les témoineseplantes stressées de la méme variété et
sous deux contraintes abiotiques différentes enderde présence et d’absence de bandes et

de leurs poids moléculaires.

Simito Hedba3

A A —
ah  24h g°c 45°C

M(KDa) 74 2T C 4520 T
97

60

3C

20,4

14,4

Figure 23 : Profil électrophorétique SDS-PAGE des protéinesléstdes feuilles de deux
variétés de blé dur.

L’analyse des profils électrophorétiques des metetotales des feuilles de la variété
Simeto révélent la présence de 36 bandes diffeemteur poids moléculaire varie de
119.924 KDa a 18.244 KDa. Qautre bandes ont étérods aussi bien chez les témoins que
chez les stressés, cing bandes n'ont été obsegquéeshez les témoins et 25 bandes sont
apparues uniguement chez les stressés.

On remarque que le nombre de bandes chez lesnenest inferieur a celui des
génotypes stressés. En effet, neuf bandes aygmidas moléculaire qui varie de (19.087 a
61.773) KDa sont observées chez les témoins, parecohez les stressés on dénombre au
total 31 bandes qui varient de (18.244 a 119.92@u.KDont 11 d’entre elles n'ont été
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observées que chez les plantes ayant subit urs dtgesique et 10 ont été observées que
dans le stress thermique.

La bande de 26.209 KDa est la seule qui est pr&s#ans le témoin et les quatre
traitements. La bande de 43.908 KDa est présemtelda quatre traitements et absente dans
le témoin. (Tableau 3)

Apres 4h d'un manque d'eau, 6 bandes qui sontnédsedans tous les autres
traitements sont apparues. Cependant, apres 2dtreds hydrique, on a observé que deux
autres bandes dans le stress thermique de 4°Gagtdes dans celui de 45°C sont apparues.

On remarque également que les bandes de 83.972tKda 111.588 KDa sont
spécifiqgues au stress hydrique, alors que celle83c882 KDa, 83.438 KDa et de 115.496
KDa sont spécifiques au stress thermique. (TalBg¢au
L’analyse du gel électrophorétique de la variét@48 révele la présence de 35bandes
polypeptidiques distinctes de poids moléculairégidints allant de 14.80 a 117.94KDa.

Pour I'ensemble des variétés, chez les plantesihdmle nombre de bandes est assez
faible en ce qui concerne le nombre de protéinept Bandes ont été observées chez les
témoins et chez les stressés, mais seulement duatdes n'ont été observées que chez les
témoins. (Tableau 3)

Sous les contraintes hydriques de 4 heures etefdes, le comportement protéique
des plantes est relativement significatif entreslbn notera cependant une Iégére évolution
par I'apparition de trois bandes a 4heures dessetsne bande a 24heures en plus chez les
témoins. Cela confirme I'idée selon laquelle leess$rhydrique provoque l'augmentation de
'accumulation des déhydrines. D’autre part, endition de stress thermique, les plantes
suivent la méme évolution par la synthése des ipexé

Les bandes de taille 34.71KDa, 18.97KDa, 17.16KDd4.80KDa sont présentes
chez toutes les plantes sauf la bande de taille1RPDa qui n'est pas présente sous
condition de stress thermique a 45°C.

Les bandes de taille 42.90KDa et 19.85KDa sontigaes aux plantes témoins et
les plantes en manque d’eau, alors que la bandillde26.20KDa est spécifique au stress
thermique et que celle avec une taille de 26.63KDst spécifique qu’au stress thermique.
(Tableau 3)

Par ailleurs, on remarque une nette différence tamensité des bandes (Figure 23)
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Tableau 3 :Diagramme présence/ absence des bandes dansilles fde deux variétés de

blé dur soumis a deux stress abiotiques
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Ces changements dans le profil électrophorétigessfeuilles de la variété Simeto et
Hedba3 sont dus a une inhibition de certaines jmed¢ une surexpression de certaines
autres et d’'une apparition de nouvelles protéiheschangement dans I'expression des

protéines est I'un des résultats de la modificatanmétabolisme lors d’'un stress chez les

Présence de bande: 1

plantes (Jangpromma, 2007).

Ce qui confirme que les deux stress hydriqueeartiique induisent des modifications

Absence de bande : 2

quantitatives et qualitatives dans la synthese mteteines (Bousbaa etl., 2009). La

synthese de ces protéines de stress est due actimatian d’'un ensemble de génes
permettant la synthése des protéines spécifiquexiges aux stress telles que les LEA et

HSP (Longxing eal., 2010).
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Conclusion

L’amélioration génétique du blé dur des zones sechste basée sur la recherche
d’'une meilleure tolérance aux stress abiotiques polapter la plante, a la variabilité du
milieu de production.

La plupart des travaux effectués sur le blé dursden cadre de I'amélioration
génétique de la tolérance au stress hydrique,rdedsmanés pendant longtemps pour objectif
primordial, 'augmentation de la productivité pareuapproche basée sur les performances
agronomiques. Actuellement, les programmes d'amaélom du blé exigent d'étudier,
d’identifier et de vérifier les caracteres phrémgudoies, morpho-physiologiques et
biochimiques liés au rendement en condition asstabiotique.

Les travaux effectués dans cette étude ont portBaslaptation de quatre variétés de
blé dur (deux locales et deux introduites), senoés sulture hydroponique, aux différents
niveaux de stress hydrique (4h et 24h) et thermi@i€ et 45°C) appliqués au stade
quatrieme feuilles.

A la lumiere des résultats obtenus, nous démontyoesl’adaptation de nos variétés
est étroitement dépendante et favorisée par |e@relites réponses morphologiques,
physiologiques et biochimiques de la partie aéeeainsi que de la partie racinaire dans les
conditions de stress appliquées.

Les modifications d’ordre morphologique les plussevables sont a mettre en
relation avec les variations de pression de tuajese Les effets observés correspondent
ainsi a une réduction de la surface foliaire etrideilement de ces derniéres jusqu'a la mort.

Ces criteres morphologiques sont associés a desgeiments au niveau de la
membrane cytoplasmique des feuilles. L’étude phygique montre que le stress appliqué
a provoqué une réduction de la teneur relativeaenet de la stabilité membranaire, cette
réduction est plus importante chez les feuillesefoent stressées. Cependant, la résistance
stomatique augmente avec l'intensité et/ou aveltitée du stress.

La technique de la chromatographie liquide a haetformance a permis d’analyser
I'acide abscissique (ABA) synthétisé et accumulélagplante en réponse a différents types
et niveaux de stress qui est impliqué dans certatsanismes de résistance a la sécheresse.
On a montré que lors d’un stress hydrique ou diomf la concentration endogéne d’acide
abscissique augmente, ce qui provoque des changgembégsiologiques (la fermeture

stomatique et I'enroulement foliaire) en limitaas Ipertes en eau. Il est également impliqué
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dans la régulation de nombreux genes -expressimhgaté par le stress-, conférant aux
plantes la capacité d'adaptation aux contraintes@mementales.

La mesure de la concentration d’acide abscissiqudiksant 'HPLC est donc un bon
indicateur de la tolérance de la plante.

Par ailleurs, la SDS-PAGE a révélé la présenceletdbsence de certaines protéines
spécifigues a chaque variété, chaque stress eermaéamaque niveau de stress qu'il soit
hydrique ou thermique. Ce qui confirme que nos étés maitrisent leurs fonctions
métaboliques en fonction des conditions du milieucdlture dont le but est de tolérer la
contrainte.

A la fin, nous pouvons signaler que les quatreétési de blé dur utilisent les mémes
stratégies pour tolérer le stress hydrique et tiopren

En conclusion, la caractérisation physiologiqudlyse génétique des caractéres et la
recherche de marqueurs moléculaires pour ces eegacts'averent d'une utilité
incontournable. La physiologie examine les effaissttess au niveau de la cellule ou de
l'organe. La génétique se préoccupe de la vati@lati de la transmission des caractéres de
tolérance. La biologie moléculaire essaie d'idatties génes impliqués dans la tolérance a
la sécheresse. Aussi, I'exploitation de la phagdofde d'une plante de céréale ouvre de
nouvelles perspectives d’amélioration génétiqueefotéressante pour le développement de

la productivité du blé.
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Annexe 1 : taxonomie du blé dur

Taxonomie (Feillet, 2000)

Embranchement Spermaphytes
Sous Embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédones
Ordre Poales

Famille Poaleae
Sous-famille Festucoideae

Tribu Triticeae

Sou-Tribu Triticineae

Genre Triticum

Espéce Triticum durum Desf.

Annexes

Annexe 2 : solutions d’extraction de I'acide abscssque :

(A) Solution d’exctraction :

Acétone : eau : acide acétique (80/19/1)

(B) Solvant de chromatographie :
Acétonitrile : eau (15/85) contenue 12mM acide igoétpH 3.3

Annexe 3 : solution d’extraction des protéines
(A) Solution de précipitation :

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

Acetone qsp 100ml

(B) Solution de ringage:
B -mercaptoéthanol 70/ 0.07%
Acétone qsp 100ml
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(C) Tampon de dénaturation Laemmli 2X :

0.5MTris-HCL 6,8 1.25 ml
10 %SDS 2ml
100% Glycérol 2.5 ml

B —mércaptoéthanol 500pul
0.5 % Bleu de Bromophénol 50m g
Eau gsp 9.5 ml

Annexe 4: solutions et tamppons utilisés pour SDSAGE :

Solution mére d'acrylamide a 35%(a préparer avec gants et masque)
Acrylamide 359
Eau distillée gsp 100 ml

Solution mére de bis acrylamide a 2%a préparer avec gants et masque)
Bis acrylamide 29
Eau distillée gsp 100 m

Solution stock de SDS a 10%
Sodium Dodécyl Sulfate 10g
Eau distillée gsp 14)0)

Solution d'APS (Ammonium Persulfate) a 10% :a préparer extemporanément
APS 1g

Eau distillée gsp 10 m

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

Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 60.57 g
Eau distillée 400 ml
Ajuster a pH 8.8 avec du HCI fumant 8 arl0
Eau distillée qsp 500 ml

Tampon Tris HCI pH 6.8 (a préparer sous la hotte, avec gants et masque)
Tris (hydroxymeéthyl aminomethan) 30.285 g
Eau distillée 200 ml
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Ajuster a pH 6.8 avec du HCI fumant 19.5 ml

Eau distillée qsp 250 ml
Tampon d'électrophorese (solution de 2.5)

Glycine 35.275¢

Tris (hydroxyméthyl amino Ethan) 7549

SDS 25¢g

Eau distillée gsp 2500 ml

Solution de coloration
Solution mére de Bleu de Coomassie R-250 250 ml

Acide acétique 70 ml
Méthanol 400ml
Eau distillée gsp 1L
Solution de décoloration :
Méthanol 50ml
Acide acétique 70ml
Eau distillé gsq 1L

ANNEXES 5 : Préparation des gels

Gel de séparation (running gel) T= 15%et C = 0.027% (pour 4 gels)

Bis acrylamide a 40% 1.59ml

Eau distillée 2.15x4= 8.6ml
1.5M Tris — HCI pH 8.8 1.5%x8=ml
SDS a 10% 60x4= 240 pl
APS a 1% 30x4= 120 pl
TEMED 6x4= 24l

Gel de concentration (stacking gel) T= 4%

Bis acrylamide a 40% 842- 0.8 ml
Eau distillée 12.7x4=5.08 ml
Tris — HCl pH 6.8 0.5 x4=2ml
SDS a 10% 20x4=80 pl
APS 4 1% 10x4= 40 pl

TEMED 2x4= 8yl
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ANNEXES 6 : Tableaux d’analyse de variance des pamaetres étudiés

Tableau 1 :Analyse de variance de la surface foliaire obtepardir des différents types de

stress appliqués aux quatre variétés de blé dur.

a) Stress hydrique :

Source DdI Somme Carré F de Fisher Pr>F
des carrés moyen
variété 3 166,771 55,590 104,242 <0,0001 ***
traitement 2 59,165 29,582 55,472 <0,0001 ***
variété*traitement 6 7,005 1,167 2,189 0,080 NS
b) Stress thermique:
Source DdI Somme Carré F de Fisher Pr>F
des carrés moyen
variété 3 58,220 19,407 19,276 <0,0001 ***
traitement 2 431,464 215,732 214,283 <0,0001 ***
variété*traitement 6 32,212 5,369 5,333 0,001 ***

Tableau 2: Analyse de la variance de la teneur relativeanobtenu a partir des différents

types de stress appliqués aux quatre variétésadsul)

a) Stress hydrique :

Source ddl Somme Carré F de Pr>F

des moyen Fisher

carrés
variété 3 601,705 200,568 7,432 0,000 ***
traitement 4 4328,494 1082,123 40,098 <0,0001 ***
variété*traitement 12 2334,361 194,530 7,208 <0,0001 ***

b) Stress thermique :
Source DdI Somme Carré F de Fisher Pr>F
des carrés moyen

variété 3 856,859 285,620 9,983 0,000 ***
traitement 2 4085,046 2042,523 71,393 <0,0001 ***
variété*traitement 6 1832,520 305,420 10,675 <0,0001 ***
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Tableau 3: Analyse de la variance de la stabilité membranalbtenu a partir des différents

types de stress appliqués aux quatre variétésedsulp)

a) Stress hydrique :

Source ddl Somme Carré F de Pr>F
des moyen Fisher
carrés
variété 3 127,180 42,393 56,477 <0,0001 ***THS
traitement 2 109,239 54,620 72,765 <0,0001 ***THS
variété*traitement 6 17,897 2,983 3,974 0,007 **HS

b) Stress thermique :

Source ddl Somme Carré F de Pr>F
des moyen Fisher
carrés
variété 3 86,279 28,760 4,975 0,008 **HS
traitement 2 146,413 73,207 12,664 0,000 ***THS
variété*traitement 6 51,482 8,580 1,484 0,226 NS

Tableau 4: Analyse de la variance de la résistance stomatigtenu a partir des différents
types de stress appliqués aux quatre variétésedsul)

a) Stress hydrique :

Source DdI Somme Carré F de Fisher Pr>F
des carrés moyen
variété 3 208,376 69,459 11,812 <0,0001 ***
traitement 2 228,785 114,393 19,454 <0,0001 ***
variété*traitemen 6 119,513 19,919 3,387 0,015 *

b) Stress thermique :

Source DdI Somme Carré F de Fisher Pr>F
des carrés moyen
variété 3 196,286 65,429 24,020 <0,0001 ***
traitement 2 1664,989 832,494 305,621 <0,0001 ***
variété*traitement 6 72,324 12,054 4,425 0,004 **

**% . trés hautement significatif  ** : hautement significatif ~ * : significatif
NS : non significatif
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