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‘La science est un jeu dont la régle du jeu consiste d trouver quelle est
la régle du jeu'.

Francois Cavanna

“Even a drop in the ocean may change the weather’.
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Résumé

La compréhension des mécanismes moléculaires @é@amale a la sécheresse chez les céréales
et notamment chez le blé, demeure primordiale @dirpallier aux effets néfastes du stress.
Les stratégies adaptatives mises en place induggnimodifications dans les programmes
transcriptionnels d’un assortiment de génes. Lagme étude s’est fixée comme objectif, de
réaliser une étude comparative du comportementdkgjges variétés de blé dur, en réponse a
un stress hydrigue au niveau physiologique, bioajum et au niveau moléculaire, en se
focalisant sur le profil dexpression de deux g@endge réponse au stress. Trois
expérimentations ont été réalisées sur des vaidétédé dur Algériennes. Deux d’entre elles
en conditions contr6lées en chambre de culturenetan conditions semi-contrélées sous
serre. En conditions controlées, le stress hydrageé& imposé par addition de polyéthylene
glycol et sous serre par arrét d’irrigation. Au eaw physiologique et biochimique la
caractérisation de la réponse des génotypes dfétéuée en s’appuyant sur divers indices: la
capacité de germination, le nombre de racineslolegueurs foliaires et racinaires, le ratio
LR/LF, la matiére séche, la teneur relative en eautetapérature foliaire, le taux de
chlorophylle, la conductance stomatique, le taettrolytes, la teneur en sucres etc. Une
électrophorése en 1D SDS-PAGE des protéines theaibles a également été réalisée. Les
études conduites ont fait ressortir des différensigmificatives entre variétés et entre
traitements hydriques pour la plupart des carasté@teidiés, exception faite pour : les
longueurs foliaires, les longueurs racinaires attdmpérature foliaire (en présence de
polyéthylene glycol). Le stress hydrigue a induiteudiminution de la capacité de
germination, du nombre de racines, de la quante f@uilles en chlorophylle et de la
conductance stomatique ayant pour conséquenceimnieution de la production en matiere
seche. Mais aussi une diminution de la teneur ivelaen eau, accompagnée dune
augmentation du taux d’électrolytes et des sucotgbkes. Les différences observées
concernant les bandes proteiques révélées par HPHGE, se traduisent en terme de poids
moléculaire et d’intensité. Une analyse du niveaxptession d’'un gene déhydrine (DHN-5)
et d'un géne aquaporine (TdPIP2,1) a été réalimees differentes conditions de stress
hydrique et sur différents tissus chez deux vasiéié¢aha et Beliouni). L’expression du gene
DHN-5 n'a pas été induite chez les plantes condrdteis uniquement chez les plantes
stressées au niveau des racines, des feuillesajailees. Tandis que, I'expression du géne
TdPIP2,1 a été observée pour les deux lots degslamais dans une plus grande mesure chez
les plantes stressées au niveau des racines, ulbssfet des gaines. De plus, les niveaux de
transcrits des génes étudiés ont été plus mardues Beliouni. Une surexpression de ces
géenes semble améliorer la tolérance au déficitigydret entrainer des réponses cellulaires
appropriées, afin de pallier au dommage causé eaiéficit hydrique a travers divers
mécanismes. Il existe une connexion solide degemodifications qui se produisent au
niveau physiologique et cellulaire et celles qupseduisent au niveau moléculaire. La mise
en évidence, d’'une relation entre les géenes dens&pau stress simultanément exprimés,
fournie des données d'une grande importance a lae nmén ceuvre d’approches
biotechnologiques plus élaborées.

Mots clés: Blé dur, stress hydrique, PEG, germination, traltysiologiques, protéines
thermostables, déhydrine, aquaporine, expressioig@e.



Abstract

The knowledge of molecular tolerance mechanismdrooight in cereals and particularly in
wheat remain essential in order to cope with thesstnegative effects. Plant response rely on
the expression of several genes, the outcome isodification in their transcriptional
programs. The main objective of the present study t® perform a comparative analysis of
durum wheat genotype response to drought at ploggaal, biochemical and molecular level
by focusing on two stress responsive genes. Trgerigmentations have been done on
Algerian durum wheat genotypes, two of them undetrolled conditions in growth chamber
and the third one under semi controlled conditiomsa green house. Under controlled
conditions, the water stress was applied by addaigethylene glycol to the media and under
semi controlled conditions, it was applied by wilting water. At physiological and the
biochemical level, the characterization of the dgpes response to water stress was analyzed
through several indices such as: germination tat#,and root length, root number, LR/LF
ratio, dry matter, relative water content, leaf pemature, chlorophyll content (SPAD index),
stomatal conductance, electrolyte leakage, sugaunadlation. Also a 1D SDS-PAGE
electrophoresis of heat stable proteins was peddrnThe conducted studies highlighted
significant differences between varieties and dnbuigeatments for most of the studied traits,
except for: leaf and root length and leaf tempeeatiunder polyethylene glycol induced
drought stress). Water stress induced a decreagnmnation rate, root number, chlorophyll
content and stomatal conductance that result iecaedse in dry matter production. Also a
decrease in relative water content, combined witinarease in electrolyte leakage and sugar
content. The observed differences regarding probeinds revealed by 1D SDS-PAGE
electrophoresis affected as well their intensitgt Hreir molecular weight. Expression level of
an aquaporin gene (TdPIP2,1) and a dehydrin gedN¢(B) were also investigated in
different plant tissues and under different drousfinéss conditions for two varieties (Waha
and Beliouni). The dehydrin gene (DHN-5) was ngtressed in well watered plants but only
in the stressed ones in roots, leaves and bladbgde \tthe aquaporin gene (TdPIP2,1) was
expressed in both, with a higher amount in stregdadts in roots, leaves and blades.
Moreover, the transcript level of the two genes wase accumulated in Beliouni. The upper
expression of these genes may improve water defi@tance and lead to suitable cellular
response in order to cope with drought stress dam#igough several mechanisms. There is a
strong connection between the modifications thauce on the molecular, cellular level and
those that occurs on physiological level. The idieation of a possible connection between
activated stress responsive genes can be usefyrdwding a starting point to further
elaborate biotechnological approaches.

Key words: Durum wheat, water stress, PEG, germination, phygical traits, heat stable
proteins, dehydrin, aquaporin, genic expression.
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Introduction générale

Historiquement, l'origine de la culture du blé senfond avec les débuts de I'agriculture.
Cette céréale ayant éteé tres tot domestiquéeyeéeldt sélectionnée par I’'homme, occupe une
place prépondérante dans son alimentation. Tostefoiterme de production, elle reste tres
dépendante des conditions climatiques. La produdio blé en région méditerranéenne est
grandement influencée par les stress abiotiquetiant la sécheresse. Cette culture
essentiellement pluviale, trés répandue est sounies régimes pluviomeétriques variables et
faibles. Une contrainte environnementale qui sé &we d’autant plus marquée par les effets
du changement climatique. D’aprés le rapport étapdr un groupe d’experts
intergouvernementaux, le réchauffement climatiqu# sans équivoque, avec comme
conséquence, une hausse de la frequence ainsi ggua dévérité des événements : de
température extréme, du g@&mosphérique et des épisodes de sécheresse ¢PalryR007 ;
Cattivelli et al., 2010). Des événements qui pourraient passer sftatut de phénomeéne

exceptionnel a un statut de phénomeéne récurrent.

Comprendre la réponse des plantes, a leur envinoamie externe est d’'une grande
importance, en ce qui concerne la recherche fondiiee mais aussi en tant que voie
d’amélioration de la tolérance au stress. En temposrganisme sessile, les plantes ont
développé diverses stratégies adaptatives leur giomt de faire face aux stress
environnementaux. L’intérét que portent les chaucheaux aspects physiologiques,
biochimiques et moléculaires de la réponse destgdasu stress est grandement justifiable.
Apportant ainsi, des connaissances pouvant étrécaples sur le plan pratique pour le
développement d’especes agricoles tolérantes écleesesse. Dans ce domaine beaucoup de
travaux ont été développés, couvrants divers aspentec comme principal objectif,
comprendre l'aptitude des plantes a croitre et r@i\se en conditions limitantes. Mais,
malgré tous les efforts déployés a cet effet, sSteeencore beaucoup a faire. La complexité
géneétique des mécanismes de tolérance au stresgugycend la tache d’autant plus difficile.
Pour cette raison, les biotechnologies doivene &omplémentées par les procédés
d’amélioration et de physiologie classique (Gugttal, 2014). Il existe une forte connexion
entre les modifications se produisant au niveatemadire et cellulaire et celles se produisant
au niveau physiologique. Ces modifications sogie® par tout un assortiment de genes, dont
'expression résulte en des changements dans dgggonmes transcriptionnels, conduisant a

la synthése de nouvelles protéines, incluant legdiénes (Bhargava et Sawant., 2013).
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En analysant la variation d’expression sous l'effiain stress hydrique dans différents
génotypes, cela permettrait de mettre en évideasagénes ou des protéines candidates, dont
la variation d’expression pourrait étre la causs driations phénotypigues entre génotypes
analysés. Ces candidats peuvent ensuite étretatdisles fins d’amélioration (Jeannaualgt
2002).

Dans ce contexte, le présent travail se propodéedtaer une étude comparative des aspects
de la réponse morphologique, physiologique, bioaiim et moléculaire, relatifs aux effets
d’'une contrainte hydriqgue. Une attention partiog@iésera portée sur I'étude du profil
d’expression de deux génes de réponse au streggugidun gene déhydrine (DHN-5) et un
géne aquaporine (TdPIP2;1). Ce travail s’inscrihgdde cadre d’'un projet de recherche
national (projet PNR) développé par I'équipe |l Betechnologie et Amélioration des

Plantes.

Le mémoire de thése est structuré en quatre gragstres.

Le chapitre 1 : consiste en une synthéese bibliddgae se focalisant sur les mécanismes des
réponses physiologiques et moléculaires des plaatesstress hydrique. L'intérét des
techniques de transcriptomique pour la détectionl'atalyse d’expression des genes
d’adaptation a la sécheresse sera traité briever@ette partie bibliographique est a son tour
structurée en quatre parties :

-La 1°® partie consiste en la présentation des caradtgrést botaniques ainsi que
limportance économique de I'espéce étudiée.

-La 2™ partie traite des réponses des plantes au sEassécrivant les conséquences de la
sécheresse sur les plantes ainsi que les génearstdroduits induits en réponse au stress
hydrique.

-La F™ partie passe en revue les génes codant les débygdet les aquaporines, leurs
structures, leurs localisations cellulaires etdadtes fonctionnels.

-La £ partie traite de I'étude des mécanismes moléasale réponse au stress hydrique.

Le chapitre 2 : détaille les principales méthodmsaitilisées en passant par la description du
matériel végétal, le dispositif expérimental aigpse les techniques utilisées pour I'analyse de
la réponse au stress hydrique.

Le chapitre 3 : portant sur la caractérisationadeéponse de quelques variétés de blé dur au
stress hydrique, il rassemble I'ensemble des w@Esulproduits pour cette partie et leurs

interprétations.
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Le chapitre 4 : portant sur I'analyse de I'expressinoléculaire de deux genes de réponse au
stress hydrique, le géne DHN-5 et le géne TdPIP2,1.
Le chapitre 5 : portant sur la valorisation du &ideffectué et la production scientifique.
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I-Le blé

1. Présentation du blé

L’'appellation blé regroupe un nombre important péxes appartenant (selon leur
classification hiérarchique) aux angiospermes (pkm fleurs), monocotylédones de la
famille desPoaceaggraminées) de la sous famille de@soideaeet de la tribu deSriticeae

De nombreuses espéces de cette famille ont été stigoees et possedent un trés grand
intérét agronomique, tel que le riz, le mais, legBo, I'avoine, l'orge et le blé (Charles.,
2010). Quelques-unes de ces especes font I'objptajets de séquencage complet. Certains
sont acheveés, tel que le projdghternational Rice Genome Sequencing Project 2005’
D’autres sont sur le point d’étre achevés, tel lguarojet‘Consortium for Maize Genomics’
S’ensuivra le séquencage de plus grand génome cdenbié (Charles., 2010). Les données
fournies par ces projets de séquencage auront édbsuchés majeurs, aussi bien en

génomique structurale qu’en génomique fonctionnelle

On distingue deux espéces de blé principalemetivéas :

-Le blé tendreTriticum aestivurjn hexaploide possédant trois génomes apparente8BAt
DD, comportant 42 chromosomes (2n=6x= 42), avedremy 16x 168 pb. Il constitue un
matériel difficile a étudier sur le plan génomig(eupta etal., 2002). Son albumen est
relativement friable ce qui lui donne une aptitada transformation en farine.

-Le blé dur Triticum durun) tétraploide, possédant deux génomes AA et BB pootant 28
chromosomes (2n=4x=28) (Bataillon &, 2006). Son albumen dur, le rend plus apte a
donner des semoules, qui a leur tour sont utiggbur la fabrication de pates alimentaires.
Ces deux blés appartiennent au gdnigcum (Feillet., 2000).

2. Positionnement vis-a-vis des enjeux économiques

Les céréales ont été considérées par I'homme dejfmsismillénaires comme des produits
d’intérét nutritionnel. Le blé étant I'espéce laiplreprésentative, la plus cultivée et la plus
consommeée. En effet, cette céréale est un compesaeintiel du régime alimentaire de
nombreux pays. Elle est considérée comme étametaipre source de glucides et de calories.
Quant a ses protéines, elles constituent, ellesialas majeure partie des protéines

consommeées dans de nombreuses régions (Jeaake2€07).

Contrairement aux autres fruits et baies, le bié&tce préalablement transformé avant d’étre

consommeé. On distingue alors :
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- Les produits de premiere transformation céréaliémenes, semoules, grains décortiqués ou
abrasés, flocons, malt.

-Les produits de deuxiéme transformation céréalgses de la panification (pizzas, pains a
hamburgers, viennoiseries, biscuiteries, patissgriela pastification, la créperie,
'amidonnerie.

-Pour finir les industries de 'alimentation animalgrent aussi dans ces filieres céréaliéres.
Les programmes d’amélioration du blé dur visaiamqgje-la, la sélection de lignées
uniquement pour leur aptitude a la pastificatiomsessais montrent que la sélection, en
fonction de la qualité boulangére, permet I'obt@mtde variétés de blé dur a double usage

pastification et panification (Dexter., 2008).

Le blé fait partie (avec le mais et le riz) degéates les plus cultivées, avec une production
mondiale d’environ 2523 millions de tonnes en 20BAO., 2014). Ceci rend compte de la
place capitale qu’'occupe le blé dans notre alintiemtaencore plus, suite a I'expansion du
marché de la restauration rapide .Ce qui pousdadestriels, face a ce marché tres lucratif, a
étre de plus en plus exigeant en terme de qudlite guantité et ce, malgré les contraintes
posées par les conditions climatiques.

Les pays arabes d’Afrigue du Nord seront affectés Ips changements climatiques et
phénomeénes météorologiques extrémes dans les aanvéesr, obérant inévitablement leurs
productions agricoles et les récoltes en blé. Lasvaises conditions climatiques risquent de
provoquer une forte hausse des prix du blé, dentders internationaux connaissent de fortes
inflations (Abis., 2012). Immanquablement, la haudss matiéres premiéres va se répercuter
sur les produits a base de céréales, qui verrarg 0ts de surcroit augmentés.

[I-Sécheresse facteur limitant la production et totrance

1 .Changement climatique et conséquences

Depuis quelgues années, des études ont été mdimées @érifier, si une évolution rapide du
climat était en cours au niveau mondial. Que cé pai I'enregistrement et I'analyse des
relevés de précipitations, de températures ou alesentrations atmospheériques en différentes
molécules. L’ensemble des facteurs étudiés, corfitme évolution rapide et globale du
climat (Chaumeil., 2006).

Il ressort des prospectives faites par un groupp¥rts intergouvernementaux, que le

réchauffement du systeme climatique est sans éguévet imputable en grande partie, a

5
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I'émission des gaz a effet de serre (Batea.eR008 ; Cativelli., 2010 ; Bhargava et Swant.,
2013). La hausse des températures, 'augmentatidd@ atmosphérique, la diminution des
précipitations, 'augmentation en nombre et enrisit® des événements extrémes entrainent
déja: la fonte des glaciers, I'élévation du nivelula mer, et le changement des aires de
répartition de certaines especes végétales (Padtdreisinger., 2007). Tous ces éléments
pourraient ainsi, se superposer et affecter leegettagricole, en particulier dans un contexte
d’'une croissance significative de la populationbgle (Ahuja etl., 2010). L’'agriculture est

le secteur économique, pour lequel les épisodescleeresse se traduiront par les pertes les
plus élevées ; en ce sens, ou elles auront descusgeons directes sur la production et le
rendement des grandes cultures (Plan Bleu., 2008)dérogeant pas a la regle générale, la
région méditerranéenne sera, elle aussi sujetteeiets du changement climatique, avec ce
qui s’avere étre l'une des contraintes les plusitéimes de la production céréaliere,

'aggravation du déficit pluviométrique.

2. La sécheresse, I'un des principaux facteurs li@int la production

Les stress abiotiques constituent les principagketas limitant la production des grandes
cultures (Wang al., 2003 ; Landridge &l., 2006). Ces derniers, ainsi que leurs effets font
'objet d’'une attention grandissante, dans un odateclimatique changeant (Vinocur et
Altman., 2005 ; Verslues at., 2006).

Le déficit hydrique est I'un des premiers facteensrainant, une diminution des rendements
et par conséquent une diminution de la productmssi bien en Algérie (Benbelkacem et
Kellou., 2001 ; Megherbi «l., 2012), en Tunisie (Slamaat, 2005) qu'au Maroc (Zerrad
et al., 2008). Lorsqu’'un stress hydrique survient, lésoltes céréalieres peuvent baisser
considérablement et les compagnes céréalieresient\wdans I'obligation de faire appel a
limportation, afin de combler la différence et eoiula consommation.

Entre, les compagnes 2004/2005 et 2011/2012,imMportations en blé ont augmenté de
20% en Afrigue du Nord. D’ailleurs, pour ce samsemble géographique (Maroc, Algérie,
Tunisie, Libye, Egypte), la consommation localebiie s’est accrue de 28% entre 2004 et
2011. Avec 10 millions de tonnes, 'Egypte estlfépays importateur de blé au monde.
L'Algérie se situe au®*rang, suivi du Maroc au %rang et de la Tunisie au?frang
(Abis., 2012).
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Les perspectives visent l'accroissement du rendemdans les zones a environnement
défavorable, via le développement de cultivars aptation spécifique (Benbelkacem et
Kellou., 2001).

3. Effet de la sécheresse et stratégies d’adaptatio

3.1. Effet de la sécheresse

L'eau étant un composant pondéral essentiel a dat@l Le stress hydrique va affecter
plusieurs variables de fonctionnement de celleteile que la température foliaire, la
conductance stomatique, la photosynthese, ou er@osarface foliaire (Najim., 2008). Il
s’accompagne également d’'une perte de turgescdhgee concentration des solutés, d’'une
altération de la forme de la membrane (voire umung de I'intégrité membranaire), d’une
production d’especes réactives d’oxygenes (RO8)uete dénaturation des protéines (Bray.,
1997).

La quasi-totalité des régions, assurant la prodnaiiu blé dans le monde, sont sujettes a un
déficit hydrique, durant une étape ou une autresadle cycle de développement. Une
contrainte hydrique se traduit par une réductionladeroissance de la plante et ou de la
productivité par rapport au potentiel du génotypes pouvant alors s’exprimer totalement
(Benseddik et Benabdeli., 2000).

Les performances de production d'un blé, autremeit son rendement, dépendent
principalement de trois composantes : du hombrgrdm par épis, du poids des grains par
épis et du nombre d’épis par.ntun déficit hydrique affectera le rendement (dses trois
composantes) selon sa sévérité et selon le stadewas duquel il survient (Lopez at,
2003). A la montaison, il entraine la chute du hoerd’épis par i la régression intense des
talles et ou la baisse du nombre de grains par Agasfin de la montaison (10-15 jours avant
I'épiaison) la sécheresse réduit le nombre ddlésuiertiles par épis. Le manque d’eau aprés
la floraison (combiné a des températures élevégsdiae une diminution du poids de 1000
graines et au cours du remplissage du grain, éohgction de la taille des graines (Slama et
al., 2005).

Dans la mesure ou le déficit hydrique peut surveéninimporte quelle étape du cycle
biologique du blé, les plantes doivent disposem@éeanismes d’adaptation, leur permettant

de supporter la sécheresse.
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3.2. Stratégies et mécanismes d’adaptation

Etant des organismes sessiles, les plantes onéwllopper des mécanismes, leur permettant
d'assurer a la fois leur survie et leur reproducti@n conditions de sécheresse. Les
principales stratégies sont I'esquive, I'évitemeinta tolérance (Chavezat, 2003).

Les plantes qui pratiquent I'esquive, vont dévetpme stratégie qui leur permet de réduire
ou d’annuler I'effet du déficit hydrique, en adaptéeur cycle de culture a la longueur de la
saison des pluies (Clavel &, 2005 ; Slama edl., 2005). Réduisant ainsi les risques de
perte du rendement mais, avec comme conséqueneagdaction du rendement maximal
(Virlouvet., 2011). Une floraison précoce permdaglante de contourner la période de la
sécheresse (Christensen et Feldmann., 2007). Roquicest des céréales, elle consiste a
décaler la date de semis et ou a sélectionner alédtés précoces, afin d’éviter le déficit
hydrique de fin de cycle (Ben Naceur a@t, 1999). La précocité assure une meilleure
efficience de I'utilisation de I'eau. En produisgtis de biomasse, les génotypes a croissance
rapide et a maturité précoce utilisent mieux I'ehsponible ; ils sont moins exposés aux
stress hydriques que les génotypes tardifs (Slamal..e2005). Mais la sécheresse est

imprévisible et les plantes finissent inexorabletypar étre confrontées au stress.

La seconde stratégie employée par les plantesident. Elle consiste a faire en sorte
d’éviter ou de retarder une déshydratation degdjg®ut en maintenant un potentiel hydrique
le plus élevé possible (Clavel at, 2005). Elle est assurée par des caracteres adidspt
permettant la réduction des pertes, couplée a wiéeare récupération de I'eau. La perte en
eau par transpiration, peut-étre minimisée parédauction de la surface foliaire, obtenue par
'enroulement des feuilles ou encore I'éliminataes feuilles les plus agées et une diminution
de la croissance (Slama at., 2005; Tahi., 2008); ainsi que par la réductms la
conductance stomatique (Djekoun et Plonchon., 19Bdutefois, cela peut engendrer une
réduction de la photosynthése. Ainsi, les génotygest la capacité photosynthétique
demeure la moins affectée par le stress hydriguéseptent une plus grande efficience de
I'utilisation de I'eau et une plus grande capadé&survie (Ykhlef et Djekoun., 2000). La
récupération de I'eau, est quant a elle faite via augmentation du systeme racinaire (Sharp
etal., 2004) et ce suite, a une allocation des resssuen faveur de la croissance racinaire
(Durand., 2009). Cette stratégie permettra auxtptad’'assurer leur survie au dépend de leur
productivité.
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La tolérance est une stratégie qui permet a latgldiassurer I'ensemble de ses fonctions
biologiques, malgré un déficit hydrique (VirlouyeR011). Maintenir la turgescence, en
condition de contrainte hydrique permet de retatdefermeture des stomates, donc une
fonction prolongée de la photosynthése, un maindanvolume chloroplastique et une
réduction du flétrissement foliaire (Kiani., 2007Parmi les mécanismes adaptatifs mis en
place a cet effet, I'ajustement osmotique (Cliffoetl al., 1998) couplé a un systéme
antioxydant efficace (Batlang., 2010), I'efficiende l'utilisation de I'eau (Bonhomme alt,
2009) ou encore une modification de la conductitigdraulique (Jones ai., 2004). Ces
mécanismes s'illustrent particulierement, chezplesites dites de résurrectioregsurection
plant9, qui peuvent survivre a la perte de 89% de laur(Earrant., 2000).

Il est cependant important, de préciser que cafsgfies ne sont pas mutuellement exclusives.
En effet, a I'échelle moléculaire, il existe unsemble de réponses ne rentrant pas
exclusivement dans I'une de ces catégories et mbwse& combiner (Tahi., 2008 ; Batlang.,
2010). A titre d’exemple : les protéines de stréss,déhydrines peuvent agir en tant que
molécules protectrices (Close., 1997), mécandentwlérance et possedent en méme temps

la faculté de retenir les molécules d’eau (Reyes.e2008), mécanisme d’évitement.

3.3. Mécanismes moléculaires impliqués dans la répse au stress

La réponse des plantes au stress hydrique est erefitlle reflete I'intégration de variétés
de mécanisme sous-jacents, a différents niveauwgabisation (Yordanov etl., 2000). Sur

le plan moléculaire, elle se manifeste par I'induttd’'un ensemble de genes, dont les
produits vont permettre a la plante, de faire fada carence hydrique. Cette derniére, n’est
donc pas monogénique, mais implique l'interventienmultiples génes assurant une réponse
graduelle et coordonnée (Bertrand., 2009).

Le profil d’expression des genes de réponse aesstrydriques est tres complexe. Ces genes
sont régis par deux voies de signalisation : ABpat@ante et ABA indépendante et peuvent
étre induits rapidement dans la perception du stoeslentement suite a 'accumulation de
'ABA (Shinozaki etal., 2003 ; Chaves «l.,, 2003). L’accumulation de I'ABA active
plusieurs génes associés aux stress, dont lesifgrpauvent étre des protéines fonctionnelles
ou des protéines de régulations. La voie ABA indéjamte reste encore peu connue (Bray.,
1994).

Malgré le caractere plus ou moins universel deponse au stress, il existe des différences
tres nettement perceptibles entre especes. De méepgour une méme plante, I'expression

de tel ou tel géne sera dépendante du tissu, pudgllulaire, du stade de développement
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(Bray etal., 1997), mais aussi du type stress appliqué. Sur un tothd 806 génes testés
l'aide de puce a ADN)our un stress hydrique appliqué selon trois métlogies (séchage
laire sur papier filtre sec, application du maohien culture hydroponique et ar
d’arrosage), seul27 genes sont indis de maniére commune, atnois expérimentation
(Bray., 2004).

Stress
Sécheresse  Salinité Pollution secondaire:
i - chimique # Stress
osmotique et
. Rupture de oxydative
I’lhoméostasieionique et osmotique,
endommagement des protéines
structurales et fonctionnelles et des
mbr.

Osmosenseurs (AtHK1), second messagers, protéines kinases
calcium dépendantes

_ Facteurs de transcriptions
Activation de I'expression des
génes de réponse au stress
Mouvementde 'eau et
des ions (AQP,
transporteurs d’ions)

-‘ at ‘ !U cil

Figure.1l. Mécanismes de répor des plantesa un stress abiotique (adapté de Wanal.,
2003).

3.4 .Perception et signasation d’un stress hydrique

Afin que la cellule puisse réagir déficit hydrique, elle doit avant tout convergslsignau:
percus au niveau physiquen signaux biochimiqis, percus alors au niveau molécul;,
entrainantine transduction du sig! (Virlouvet., 2011).

10



Chapitre 1 Revue Bibliographique

D’un point de vue temporel, la perception du stestssuivie de changement de concentration
en C&" et de I'accumulation de second messager, induidesitcascades de signalisations.
Ces cascades vont moduler l'action de facteursra®esdriptions, qui vont entrainer des
changements d’expression des genes de réponsetragg s(Xiang eal., 2002). Il existe
plusieurs senseurs permettant la détection dussfpasmi eux : on trouve une protéine kinase
transmembranaire, la protéine AtHK1 d’Arabidopdisnctionnant comme un osmosenseur
(Urao et al.,, 1999; Lui etal., 2001) et les récepteurs couplés aux protéines
hétérotrimériques de type G situés sur la memb@asmique (Virlouvet.,, 2010). Ces
senseurs vont induire la production d’antioxydasitsine série de phosphatases, activant des
protéines impliquées dans la protection cellulairdeurs facteurs de transcriptions (Clavel et
al., 2005 ; Beck eal., 2007).

Une fois percus par leurs récepteurs spécifigesssignaux de stress vont emprunter deux
types de voies de transduction du signal, selonplication de 'ABA ou non (Chefdor.,
2006 ; Zhang e&l.2007). Bien que les deux voies soient fonctiommednt indépendantes,
des interférences ne sont pas a exclure (Chawtz 2003).

3.5 .Les genes et leurs produits induits en cas dgess hydrique

Lors d’un stress hydrique, il existe un assortintgénes pouvant étre exprimé ou réprimeé ;
les produits de ces genes, exercent des fonctemms ld réponse et la tolérance des plantes au
stress au niveau cellulaire (Wangaét 2003 ; Cherian &l., 2006 ; Secen;ji &l., 2005 ;
Schinozaki eal., 2003).

Selon des analyses transcriptomiques faites subidopsis et sur le riz, Yamaguchi

Shinozaki et Schinozaki., (2007) ont réparti lesdpits des génes induits en conditions de
stress hydrique en deux groupes :

-Le 1*' groupe : comporte des protéines dites fonctioeagkexercant une fonction dans la
tolérance au stress, regroupant ainsi les protéiclesperonnes, les protéines LEA
(déhydrines), les enzymes clés de la biosynthese admnolytes, les canaux a eau
(aquaporines), les transporteurs de sucre et diingyr les enzymes de détoxification et
diverses protéases.

-Le 2™ groupe : comprend les protéines dites de régulate sont généralement, des
protéines impliquées dans la régulation de la thactson du signal et de I'expression des

genes de stress. Elles incluent les facteurs desdrigtions, les protéines kinases, les
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protéines phosphatases, les enzymes impliquées ldam&tabolisme des phospholipides,

ainsi que d’autres molécules signales.

3.5.1 .Accumulation des osmolytes

Afin de se protéger contre un stress osmotiquepliges synthétisent en grande quantité des
solutés compatibles. Il s’agit de molécules hautdrselubles, de faible poids moléculaire et
non toxique, méme a des concentrations cytosoliglesees (Farooq etl., 2001). lIs
s’accumulent majoritairement dans le cytoplasmen’iaterférent en aucune mesure avec le
meétabolisme normal. Leur principal réle étant, désprver la turgescence des cellules, en
maintenant une osmolarité intracellulaire égal®snolarité extracellulaire, évitant ainsi un
efflux d’eau de la cellule (Hare at., 1998 ; Plessis., 2009 ). L’augmentation du iptbé
osmotique peut s’accompagner d’une accumulatiamd;iles osmolytes vont alors assurer la
stabilisation des protéines, la prévention detdgnité membranaire ainsi que I'élimination
des radicaux libres (Chavesa&t, 2003 ; Christensen et Feldmann., 2007).

3.5.1.1 .La proline

L’accumulation de la proline constitue un mécanistedolérance a la sécheresse (Bensalem
et al., 2005). Les teneurs en acides aminés libresnantent significativement, chez de
nombreuses especes monocotylédones et dicotylédeonesises a un stress hydrique
(Dubos., 2001). La proline semble jouer un roldipalierement important. On lui attribue
un réle d’osmoticum au niveau cytosolique et vaaine] mais aussi, un réle dans la
régulation du potentiel redox. En plus, de protdgermembranes et les enzymes contre les
perturbations conformationelles causées par les i(@herian etal., 2005 ; Anjum etl.,
2011).

3.5.1.2. Les sucres

Outre, le fait que les sucres soient considérésnunies éléments carbonés primaires
synthétisés et exportés dans toute la plante s gphotosynthése ; ils exercent également
un rbéle non énergétique d’osmorégulateur et d’ogoteptant (Chaumeil., 2006).
L’augmentation de la teneur de ces osmolytes (demcrole) lors de la réponse au stress
hydrique a été rapportée depuis longtemps cheonbreuses espéces (Ingrams et Bartels.,
1996 ; Najim., 2007). L'accumulation de sucrels gue le saccharose, le tréhalose, les
hexoses et les oligosaccharides de la famille tfinoaes et des polyols, est obtenue le plus

souvent, par une hydrolyse accrue de 'amidon ge<2009).
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Ces osmoticums participent eux aussi au mainteeladhalance de la force osmotique, pour
garder la turgescence et le volume cytosoliquei allegé que possible. lIs permettent une
préservation de l'intégrité membranaire et, en Bpmant les protéines, ils protégent ces
dernieres de la perte de leur conformation (Matta., 2008 ; Zerrad edl., 2008). Selon
Kameli et Losel.,, (1996) l'accumulation des sucreis d’autres solutés contribue, a
I'ajustement osmotique au niveau des feuilles de d conditions de stress. lls peuvent
également lutter contre les effets des ROS etqiaeti au phénoméne de vitrification (Wang
et al.,, 2003). Lors d'une dessiccation sévere, une atbur en sucres entraine une
vitrification du cytoplasme de la cellule et évitee cristallisation des solutés, qui causerait
des dommages cellulaires irréversibles (Chaun#8Dg). Gray eél., (2000), ont pu obtenir

un riz transgénique sur-exprimant le tréhalos@réoit de multiples stress abiotiques.

3.5.2. Les enzymes de détoxication

Les cellules stressées, au méme titre que ledeelhon stressées, produisent des composés
oxydants, éliminés par le systeme de défense @esesl Leur production et leur dégradation
sont en équilibre, dans les cellules non stressEeme des conséquences des stress
environnementaux, y compris le stress hydrique,uest augmentation de la quantité des
espéeces réactives de I'oxygénes les ROS, qui endgemh les structures cellulaires par
oxydation (Christensen et Feldmann., 2007 ; Zeetal., 2008 ; Mathur edl., 2008).

Afin de contréler le niveau des ROS et protégerdaellules, les plantes ont développé un
systeme de défense antioxydant crucial, pour lenteai de lintégrité des systemes
photosynthétiques lors d’'une contrainte hydriqueen® les enzymes du systéme antioxydant
on peut citer: les superoxides dismutases (SO&y, datalases (CAT), les glutathions
peroxydases (GPX), les ascorbates peroxydases (AReJdy etal ,2004 ; Flexas edl.,
2006 ; Battagland., 2010).

3.5.3 .Les protéines LEAL&te embryogenesis abandunt

Les LEA sont des protéines ubiquitaires, s’accamiulirés fortement pendant la phase
tardive de la maturation des graines (d'ou leurefippon), mais aussi dans les tissus
végetatifs en réponse : a la déshydratation, awssdsatempératures, a la salinité et a
'application de 'ABA (Ramanjulu et Bartels., 2002 Hundurtmark et Hincha., 2008 ;
Boucher., 2009).

13



Chapitre 1 Revue Bibliographique

Depuis quelques années, plusieurs genes codantgsopirotéines LEA, ont été isolés chez le
coton (Baker edl., 1988; Galau et Close, 1992), le riz (MundgZhtia, 1988) le blé (Litts
etal., 1987) l'orge (Close eal., 1989) et le mais (Vilardell at., 1990).

En plus d’étre omniprésentes chez les plantespragines ont également été observées chez
les bactéries et les animaux tels que les nématodes

Initialement découvertes dans les graines de cdésnl.EA peuvent étre réparties en, au
moins six groupes distincts, selon leur homologiesdquence et leur profil d’expression :
groupe | D19), groupe Il D11, déhydring groupe Il D7), groupe IV D113, groupe

V (D29), groupe VI D34). Ces derniers sont souvent désignés par le nota deemiere
protéine LEA décrite au sein de ce méme groupe d\WWED03 ; Goyal adl., 2003). Selon
des travaux plus récents (Jaspardlet2012)elles peuvent étre réparties en 12 classes, en
fonction de leurs propriétés physicochimiques etogriction des analyses statistiques de leur
séquence en acide aminé.

Les protéines LEA sont généralement des protéigdsophiles, non structurées a I'état natif
(elles s’enrichissent en structures secondairesaditions dénaturantes) et tres résistantes a
la chaleur (Wise et Tunnacliffe., 2007 ; Battagdial., 2008).

Bien que ces protéines soient connues depuis lopgt€Dure etl., 1981), leur fonction
exacte demeure encore inconnue. Toutefois, unicert@ambre de mécanismes ont été
proposeés tels que : la séquestration d’ions, lailsation des membranes et une activité anti-

agrégation des protéines (Tunnaclife et Wise.728athur etl., 2008).

3.5.4 .Les protéines MIP (Major Intrinsec proteins)

Alors que la bicouche lipidiqgue détermine la stmuetde base des membranes biologiques, les
protéines sont responsables de la plupart des idmisctbiologiques. Les protéines
membranaires peuvent étre réparties en deux graradégories, en fonction de la nature de
leur interaction avec la membrane : les protéindanseques et les protéines intrinseques
(Dupont., 2011). Les protéines intrinseques pr&strau moins une partie de leur structure
ancrée dans la membrane, leurs chaines polypamsligeuvent traverser la bicouche
lipidique une, a plusieurs fois. Les genes codastprotéines représentent environ 25% du

génome (Stevens ak, 2000), reflétant ainsi I'importance de cettsske de protéine.

Le passage aisé de l'eau a travers les membraniesiglemps été considéré comme un
phénomene de simple diffusion, a travers la biceughidique, ce qui n’explique pas a lui

seul, la grande perméabilité des biomembranes (@b, 2010). La découverte des
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protéines intramembranaires, les MIP (pddajor Intrinsec Proteing a abouti a une
meilleure compréhension des mécanismes moléculairesponsables du transport
transmembranaire chez les plantes (Maurel., 199/ plupart des membres de la famille des
MIP ont été identifiés en raison de leur abonda@odanson eal., 2000). Ces dernieres
constituent une large famille de protéines tréeemélpe au sein des organismes vivants, qu’ils

s’agissent de bactéries, de moisissures, de plaotdanimaux (Chaumont at., 2001).

Les MIP forment des canaux transmembranaires, assle transport passif de petites
molécules polaires telles que : le glycérol, 'ue encore de I'eau. La perméabilité des
membranes dépend de [linteraction protéine-membrawe de la phosphorylation/

déphosphorylation de ces dernieres. Les MIP regbes du transport spécifiqgue de I'eau

sont nommeéeAquaporines(Forrest., 2009)

lll-Les protéines déhydrines

1 .Description des protéines déhydrines

Les protéines LEA de groupe 02, LEA- D11, RABegponsive to ABAou encore les
dehydrines constituent les protéines LEA, lessghéquemment décrites (Close., 1996 ;
Rorat etal., 2006 ; Melloul etal., 1013). Elles représentent un groupe de praéine
immunologiquement distinctes (Campbell et Clo$897 ; Allagulova., 2003 ; Lopez &k,
2003) qui s’accumulent typiquement : lors de lagehtardive de la maturation des graines, en
présence de I'ABA ou encore, en réponse a n’ingpouelle force de déshydratation,
imposée par I'environnement (Scott., 2000 ; Isnedibl., 1999 ; Rampino eal., 2006 ;
Battaglia efal., 2008). Elles peuvent également s’accumuler &imité des tissus végétatifs,
en conditions de croissance optimale (Rorai.e2004).

Chez les embryons immatures, ainsi que chez lesegrale céréales stressées, le taux de
déhydrinespeut atteindre 1% de la totalité des protéines béedu (Close etal., 1989 ;
Ceccardi etl., 1994)

Les déhydrines sont largement distribuées dangdgee végétal (Rampino at.,, 2006),
décrites chez plus de 30 espéces diverses : ddouinesol (Cellier etl., 1998), l'orge
(Zhu etal., 2000) et le blé (Lopez et., 2003). Elles ont aussi été identifiees chez les
lichens, les algues, les mousses et les cyanolect@Rorat eal.,2006 ; Beck eal., 2007).

Ces protéines sont thermostables et maintiennentiméegrité en solution aqueuse, a une

température allant jusqu’a 95°C, ce qui pourrait € a la perte de structure rigide a I'état
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natif (Campbell et Close., 1997 ; Allagulove a&t, 2003). L’agrégation induite par le
chauffage est due a la dénaturation des protéihea Ealtération de leurs domaines
hydrophobes. Les protéines qui comportent peu ol ¢ domaines hydrophobes, ne
s’agregent donc pas (Jepson et Close., 1995, sSeeretl., 2000).

Les DHNSs sont constituées de motifs suffisammeiformes pour étre utilisés, comme base
pour une annotation descriptive (la SténographiK)Y3.e segment K présent dans toutes les
dehydrines du coté C-terminal (séquence hautenogisiecvée) ; ainsi que le segment Y et le
segment S (Goyal al., 2003 ; Tunnacliffe et Close., 2007). Les prusi DHNs présentent
une grande diversité concernant le nombre et lkoddr leur segment YSK ; la caractérisation
biochimique de ses différentes formes, permettraldaification de ces différences et la

détermination de leur implication fonctionnelle.

2. Structure des protéines déhydrines

Les déhydrines sont caractérisées par un larggavda masse molaire, qui varie de 9 KDa
pour la déhydrine Wsi727du riz (Takahashi eal., 1994) jusqua 200 KDa pour la
dehydrine Wcs200du blé (Oullet eal., 1993). Il s’agit de protéines hautement hydiesh

en raison de leur composition riche en acides ésahargés et en acides aminés polaires
(Cambell et Close., 1997 ; Allagulova akL, 2003 ; Battaglia etl., 2008). Elles sont
€galement caractérisées par: un manque en trygmeplune faible quantité de cystéine
(Rorat., 2006), un haut pourcentage en glycir¥s) ainsi que I'absence de structure
tridimensionnelle définie (Garay-Arroyo &it, 2000 ; Tompa., 2006 ; Battagliaatt, 2008).

Les DHNs font partie d'un ensemble plus large (Rluge que les protéines LEA) de
protéines, dites ‘intrinsequement désordonnées’ (ID®insecally Disorderd Protein avec
lesquelles, elles partagent un certain nombre dact&istiques (Boucher., 2009 ; Idilko.,
2013). En effet, elles possédent la faculté devpioichanger de conformation, en fonction
des changements de leur microenvironnement ambiimtchangement de conformation
implique donc un changement de fonction (Brinalet2011). Cette propriété emblématique
des déhydrines, est due a leur faible proportiair @bsence) en structure secondaire (hélice
a, feuillet B) et ce, en solution a I'état natif. A titre d’expl®: les déhydrines du mais
(Ceccardi etl., 1994), de la plante de résurrection (Lissalet1996), du citronnier (Hara et
al., 2001) et d’Arabidopsis (Mouillon el., 2006). Toutefois, en présence de solvant tel que

le trifluoroéthanol TEF), de détergent anionique tel que le dodécylsulfi@esodium $DS
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ou étant en contact avec des phospholipides, utie feaction de la protéine est apte a
former des structures en héliae(Mouillon etal., 2006, Rorat., 2006). Ainsi Koag &,
(2003) ont mis en évidence I'aptitude de la DHNdeastructurer, une fois incubée avec des
vésicules lipidiques acides. Ismailadt, (1999) quant a eux ont mis en évidence I'agétu
d’'une déhydrine d’asperge a adopter une conformatiohélicen en présence de SDS. Une
aptitude, qui reste également valable une fois ®@® a un stress de déshydratation. Dure.,
(1993) fut le premier a noter la formation desdedu, au niveau de plusieurs protéines LEA.
Cette hélice semble étre analogue, voire simil@irgles structures observées chez les
apolipoprotéines du plasma sanguin. En raison tte emalogie, les déehydrines pourraient
agir au niveau de l'interface phospholipidique meamnie/cytosol des cellules végétales, ce
qui permettrait, une fonction de protection des imemes. L'autre analogie concerne les
protéines chaperonnes. De ce fait, les déhydrirmsrgient agir afin de prévenir les
agrégations protéine/protéine, lors du déclin’detivité de I'eau cytoplasmique (Campbell
et Close., 1997).

Les déhydrines se distinguent des autres protédifes, par la présence d'un segment
hautement conservé : le segment K, elles possédemme autres, deux autres motifs

fonctionnels : le segment S et le segment Y (Figure

Le segment K

Le segment K (EKKGIMDKIKELPG) est un motif conserdé 15 acides aminés riches en
lysine, souvent présent du coté C-terminal. Il ggstéralement répété de 1 a 11 fois. Par
définition, toutes les déhydrines possédent au snoinsegment K, associé a un nombre et
une composition variable d’autres segments (DA&93 ; Close., 1996). Des prédictions de
structures indiquent une proportion a former dddé®a amphiphiles, assurant une fonction
chaprone-like, permettant la stabilisation des moraoclécules (Close., 1996 ; Campbel et
Close., 1997 ; Goyal ai., 2005 ; Rorat al., 2006 ; Tunnacliffe et Wise., 2007 ; Battaglia
etal., 2008 ). La détection des déhydrines chez un grand noabgantes a pu se faire a
'aide d’anticorps, réagissant spécifiqguement, aeette séquence hautement conservée
(Campbell et Close., 1997 ; Allagulovaatt 2003).
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Le segment S

Le segment S (poly gées, &) comprend o grand nombre de résidusrines et peut-étre
phosphorylé. La phosphdagion du segment, permet de promouvoir l'interaction d

dehydrines et depeptides signat spécifiques, suivie deeur translocatiorjusqu’au noyau

(Allagulova etal., 2003). Il peut éti associé a unkecalisation nucléaire (Godayal., 1994).

Le segment Y

Le segment Y (V/DEYGNP': quand il est présent, il appargénéralement en tandem en
35 copies du coté kerminal de la protéir (Goyal efal., 2005 ; Rorat., 2006

Il présente des homologiele séquencavec le site de liaison desicléotidesaux protéines

chaperonnes des plantéSlose, 1996

L DEYGNP J I EKKGIMDKIKEKLPG '
B i '. I
\ v I's K o K

| SSSSSSS |

Figure.2. Représentation schématique d’'une DHN (;) de I'orge Koac etal., 2003) Cette
DHN affiche une combinaison des 3 segments , avec 2 copies du segmen, entre
lesquels se trouve un segment

En plus de ces trois segme, les dehydrines peuvent contenir une région moimsewe,
enrichie en Gly et en acides aminés polaires (eiicpher en thréonine : c’est le segmenyp.
Chez certaines DH$ ce segment se situe entre les segments K. leesg@ hautement
polaire,forme des ponts hydrophobes avec les groupemetdasgsodes macromoléculet
peut ainsi, interagiavec les composants nucléairescytosoligues Campbell et Close
1997 ; Allagulova., 2003).

La structure, aisi que la taille des déhydrs qui varie entre 82 et 575 acides aminés.
déterminée par le nombre Bhgencement des trois précédents mot@e qui permet de
repartir les déhydrines & leur tour en 06 -groupes : ¥SK,, SK> K, K;S, Sk et YK,
(Puhakeinen edl., 2004 ; Dahanare etal., 2005 ; Goyal., 2005).e plus représen: est le
sous-groupe ¥SK;, fréquemment impliqué dans la réponse a la déshatibe.
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3. Génes codant les protéines déehydrines, divelsitet abondances

Actuellement, plus de 100 genes DHNs ont été o@riaés a partir de différerdgigyosperme

et GymnospermgClose., 1996 ; Svensenadt, 2002). Typiquement, chaque espéce végétale
possede la capacité de produire un nombre vari@éatgdrines. On en dénombre 10
caractérisées chez I'arabette des dames, 13 arge,|'8 chez le riz, 3 chez le peuplier et la
vigne et au moins 2 chez d'autre espéeces végétadleadertmark et Hincha., 2008). A titre
d’exemple la DHN, Ha Dhn Z dont I'activité trangationnelle augmente significativement au
niveau des lignées de tournesol tolérantes aussascomparaison avec les lignées sensibles.
Mais aussi la DHN-5 du blé (Brini edl., 2007). Toutes les déhydrines ne sont pas
systématiguement surexprimées en conditions dsssaigotique. Che&rabidopsis thaliana

il N’y a que 6 génes sur 10 qui le sont (Hundarkret Hincha., 2008).

L’expression des genes déhydrines est dans la pldes cas due a [I'ABA, dont les
concentrationsin vivo augmentent au niveau des cellules végétales, edlitmm de
déshydratation (Bray., 1994). Le réle de 'AB#ans le processus de résistance a différents
stress environnementaux, est grandement établis meairble exact de ce dernier, dans
'expression des génes DHNs demeure encore incdbams certains cas, I'augmentation de
'ABA ne constitue pas I'agent primaire qui permieixpression des genes DHNs, ce qui
suggere qu'il existe des programmes de contrélehevauchement, qui peuvent étre ABA
dépendant ou ABA-indépendant (Campbell et Cld#97 ; Zhang eal., 2000 ; Allagulova
etal., 2003 ; Beck edl., 2007).

4 Localisation subcellulaire des protéines déhydnies

Etant ubiquitaires, les DHNs peuvent s'accumudasdous les compartiments cellulaires : le
cytosol, le noyau, la mitochondrie, le chloropladtevacuole, ainsi qu'au voisinage de la
membrane plasmique (Tableau.1.) (Tunnacliffe eta/Vi2007; Battaglia et., 2008).

Elles demeurent cependant, principalement loagisians le cytoplasme et le noyau (Goday
etal., 1994 ; Houde edl.,, 1995). Aprés 15 minutes d’incubation des gmide m# en
présence d’ABA, on note I'accumulation des déhyekidans le cytoplasme. En prolongeant
le traitement, elles sont détectées dans le nddpres 48h d’'incubation, le niveau maximal
d’accumulation est observé aussi bien dans le nquaudans le cytoplasme. Dans le noyau,
les DHNs sont principalement associées a I'hétéomshtine et a I'euchromatine. Dans le
cytoplasme, elles sont principalement localiséassde milieu intracellulaire, avec une

faible proportion dans les organelles (Allaguletal., 2003).
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La phosphorylation du segment S, a été assocEe lavranslocation de la DHN portant ce
segment du cytosol au noyau. Ceci, a été démooué lp RAB17 du mais (Riera at.,
2004), la TAS14 de latomate (Godoyakf 1994) et la DHN-5 du blé (Brini at., 2007).

Il n’en demeure pas moins, qu’une localisationléaice a également été rapportée pour des
DHNSs dépourvues de segment S telle que la WCSHude etl., 1995; Wisniewski edl.,
1999). De plus, d’autres déhydrines pourvues dagnmeent S, sont localisées uniquement au
niveau du cytosol, telle que la RAB21 du riz eDIi&P16 de la plante de résurrection (Mundy
et Chua., 1988 ; Mitwisha at., 1998).

Tableau.1.Localisation subcellulaire des protéines LEA-2 éad (Tunnacliffe et Wise, 2007).

Nom de la protéine Espeéces Localisation subcellulaire | Référence

DHN1 Mais Noyau /cytoplasme Goday etl. 1994
DHR18 Arabidopsis Noyau/cytoplasme Nylander etal. 2001
COR47 Arabidopsis Noyau/cytoplasme SUBA At1g20440
COR15A Arabidopsis Chloroplaste Lin et Tomashow 1992
CuCOR19 Citronnier Mitochondrie Hara etal. 2003
TAS14 Pomme de terre | Noyau/cytoplasme Goday etl. 1994
DHN21 Riz Cytoplasme Mundy et chua 1988
CS120 Blé Noyau/cytoplasme Houde efal. 1995
C0410 Blé Membrane plasmique | Danyluk etal. 1998
WSC Blé Chloroplaste Ndong etal., 2002
DHN-5 Ble Noyau/cytoplasme Brini etal. 2007a
LEA13 Cotonnier Cytoplasme Roberts eal. 1993
VCaB45B’ Céleri Vacuole Heyen efl. 2002

5 .Réles fonctionnels des protéines déhydrines

Le fonctionnement moléculaire des protéines Dl1®sintoujours pas clairement élucidé.
Toutes fois, leurs propriétés physicochimiques godnt, qu’elles ne catalysent pas de
réactions métaboliques (Close et Chandler., 183k etal., 2007 ; Tomasini edl., 2008).
Plusieurs travaux ont révélé une corrélation pasiéintre I'accumulation des transcrits ou des

protéines DHNSs, avec la tolérance aux stress pioil#, la sécheresse et la salinité (Lang et
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Palva., 1992 ; Houde ai., 1995 ; Sarhan el., 1997 ; Danyluk eal., 1998 ; Zhu., 2000 ;
Nylander etal., 2001 ; Rorat, 2006 ; Brini at., 2007).

Le haut degré de conservation, de la séquenceidgesaaminés des DHNs entre les espéces,
ainsi que leur induction en réponse aux stresdighgs, pourraient leur suggérer un réle dans
la prévention contre les dommages cellulaires cays# la déshydratation (Close et
Chandler., 1990).

Des fonctions spécifiques peuvent étre attribuées BHNs, selon leur localisation
subcellulaire. Etant principalement localisées daneytoplasme et le noyau, elles peuvent
donc tout aussi bien, étre associées a la chroengtitaux membranes.

Lorsqu’'on examine les données d'un point de vuwbale il semble plausible, que les
déhydrines interagissent avec des surfaces présunyérophobes, plutét qu'avec une classe

spécifiqgue de macromolécules (Campbell et Cld$97).

Une localisation nucléaire peut étre associée, ablm de stabilisation de la machinerie
transcriptionnelle en condition défavorable. Lesamésmes entrainant la translocation de ces
dernieres jusqu’au noyau, bien que clairement démgour certaines DHNs (WCS 120 du
blé, la RAB17 du mais et la TAS14 de la tomatsjeamt encore a établir (Allagulova at,
2003). Certaines évidences tendent a suggérerlegeegment S est impliqué dans ce

processus, cela étant, ce n’est pas toujourssle ca

L’association des DHNs aux membranes, supposeingpiication dans la stabilisation des
structures membranaires (Tommasiralet2008). La formation de structure en hékge au
niveau du segment K (suite au séchage) permeDalNs d’interagir avec les composants
lipidiques des biomembranes, ainsi qu’'avec les gitelrophobes des protéines partiellement
dénaturées (Tollter., 2007). Cette fonction deibsaltion et d’interaction avec les membranes
a pu étre démontrée par Danyluclkakt (1998) pour la WCOR410 du blé et par Koaglet
(2003) pour la DHN1 du nia Ces protéines peuvent également interagir avecradecules
solubles, de faible poids moléculaire du cytoplasgrace a I'action combinée du segment K
et du segmenp (Ingram et Bartel., 1996 ; Ismail &, 1999 ; Rorat., 2006).

Les DHNs posseédent aussi la capacité de protégeredeymes telles que : la Lactate
déshydrogénase (LDH), la malate déshydrogénaskimarase et la citrate synthase (SC)
contre l'action délétere de la dessiccation (Sendballesta eal., 2004 ; Grelet edl., 2005 ;
Reyes etl., 2005 ; Hanin eal., 2011).
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Globalement, il a été proposé que ces LEA -2 sera@ables de maintenir la structure des
macromolécules, en maintenant un niveau dhydmtatminimal autour de celle-ci,
empéchant ainsi leur dénaturation et un changedwrd leur conformation (Hoekstraadt,
2002). Une autre hypothese de fonctionnement seqaiélles agissent par encombrement
stérique en formant un bouclier moléculaire, quipéahnerait I'agrégation des protéines
(Boucher., 2009). Une action synergique avec lesesupourrait renforcer cet effet anti-
agrégation (Goyal «l., 2005).

Lorsque les plantes subissent un stress violestcdenposés cellulaires ont tendance a se
cristalliser, provoquant de nombreux dommages le@las. Ce phénoméne peut étre
contrecarré par les DHNs, qui peuvent agir comnsesdéutés compatibles, afin d’augmenter
la viscosité du milieu intracellulaire, et ainsiitév sa cristallisation (Dubos., 2001).
L’intégrité des structures cytoplasmiques pourasitrs étre maintenue au cours d’'un déficit
hydrique (Hara edl., 2003).

Certaines études font également référence a leglicmtion dans des processus de
détoxification d’ions et d’élimination de radicahydroxyles (Rorat., 2006). Compte tenu de
leur forte teneur en acides aminés chargés,tié @mis I'’hypothese selon laquelle, les DHNs
pourraient avoir la faculté de piégeéquestrer) les ions s’accumulant dans le cytogasm
(Dure., 1993 ; Danyluck eal., 1998 ; Wise et Tunnaclife., 2003 ; Tompaaét 2006).
Plusieurs déhydrines possédent une aptitude a (fxges phosphorylation) des ions comme
le : CaZ, F€*, F&*, Zrt* (Heyen etl., 2002). De plus, conformément & Haralet(2009)

en présence d’ions Zn, ces protéines peuvent sealiADN. Ce qui implique gu’elles
possédent la faculté de mobiliser les ions, afiendatténuer les effets néfastes mais pas
uniqguement. Concernant le stress oxydatif, les DHEmblent agir soit directement en
éliminant les espéces réactives oxygéenes (ROS),mstirectement en séquestrant les ions
ferreux et ferriques qui a faible concentratiogragntent les risques de formation des ROS
(Tollter., 2007 ; Boucher., 2009).
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Figure.3. : Fonctions des déhydrines en relation avec les @mnrexpérimentales. Les
fonctions sont représentées de -AH. A, liaison aux phospholipides; B, piégeur des
radicaux; E, liaison au calcium; C, la liaison @all et des ions; D, F phosphorylation, la
protection des enzymes; G, la liaison &

a cytosqieseH, la liaison aux acides nucléique.
Certains déhydrines n'ont pas toutes les fonciimtiguées dans le schéma (Hara., 2010).

Le role de protection contre le stress, a égalerdgnimis en évidence par des travaux de
géneétique quantitative. Ainsi, chez l'orge et Igasdes genes DHNs ont été colocalisés avec
des QTLs correspondant a des traits phénotypigassd la tolérance au stress hydrique et
hivernal (Campbel et Close., 1997), mais égalempat transgénese. Des plantes
transgénigues de tabac surexprimant le gene RAB dGlAe variété de riz, sont plus
tolérantes a la sécheresse et a la salinité (Roudiury et Basu., 2007). Conformément a
ces observations, Chengagt (2002) ont montré que la surexpression du genA§Milu blé
améliore la tolérance aux stress salin et hydraez le riz.

Les DHNs possédent une grande diversité structwial®nctionnelle, qui semble étre en
adéquation avec leur grande diversité au sein gealate. Certaines de ces fonctions sont
communes a de nombreuses DHNSs, alors que d'autnepkis spécifiques (Figure.3.) (Hara
etal., 2010).

6 .Bases de données
Il existe plusieurs bases de données protéiquesaqupeut consulter a cet effet. La base de

donnéesUniprot KB (http://www.uniprot.org/help/uniprotRiqui attribue, & chaque protéine
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répertoriée un identifiant unique (Id Uniprot), oeau par plusieurs outils bioinformatiques.
Le NCBI, permettant d’effectuer des requétes assez coesplé¢ qui assure un bon filtrage
des protéines. Ou encore, une base de donnéesmreqticonsacrée aux protéines LEA, la
LEA-DB, présentant plusieurs fonctionnalités dont la camison des caractéristiques des
protéines sélectionnées. On peut y effectuer uclgerehe grace a : un mot-clé, 'organisme
au niveau du quel elles ont été découvertes, laille ten acide aminé, par groupe de
classification de Wise, par numéro d’accessifiam,ainsi que par numéro d’accession CDD
(domaines conservés). Certaines données sontndidg® a tout utilisateur, d’autres sont
réservees a ceux disposant d’'un mot de passe (@hat€007). Les données concernant les

déhydrines, peuvent étre obtenues en ayant readarsase de donndeEA-DB.

7. La déhydrine DHN-5 du blé dur

La déhydrine DHN-5 a été isolée et caractérisée dbeblé par Brini etal., (2007).
Présentant un haut degré de similarité avec le®ipgs LEA,RAB et déhydrines; sa
séquence la place dans le groupe des protéines/HA

La DHN-5 est une protéine de 227 acides aminég €&t caractérisée par un domaine
hautement conservé, riche en lysine, le segment&K segment est répété deux fois. Un
segment S composé de 8 a 10 serines, ainsi qugmese Y, localisé en position N-terminal
de la protéine. Deux copies du gene DHN-5 serdmglisées au niveau du chromosome
6AL et 6BL. Une forte accumulation des transcritdND5 a été observée dans les embryons
matures de graines de blé, alors que dans les &sgermination traités par '’ABA ou par le
NaCl, cette accumulation est moins importante epatiait complétement dans les tissus
germeés et non traités. Moyennant une fusion aveBHR, les observations au microscope
confocal ont montré que la DHN-5 est présente dansytoplasme, alors qu’une large

proportion de cette derniere est localisée au miieanoyau (Brini eal. 2007).

IV-Les protéines aquaporines

1. Description des protéines aquaporines

Les plantes se doivent de maintenir leur statutigyd, tout au long de leur développement,
méme lorsque les conditions environnementales sewvéres (Maurel., 2009). L’absorption
de I'eau se fait au niveau moléculaire grace awapgrines ; des transporteurs membranaires
passifs qui facilitent le transfert bidirectionri# I'eau et de certains solutés a travers les
membranes (Chrispeel&t, 1999 ; Sakurai etl., 2008 ; Merret., 2010).
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Les aquaporines appartiennent a la large famile metéines intramembranaires les MIPs,
Major Intrinsec Proteins(Chrispeel et Maurel., 1994 ; Santos et Mazzaf@f 3).

Ces protéines hautement antigéniques (ChrispeeH.,etl999) ont été identifiées chez
presque tous les organismes vivants (Maurel eisgéel., 2001). Chez les végétaux, elles
ont été identifiees dans le tonoplaste (Hoftealet 1992), dans la membrane plasmique
(Kammerloher et Schaffner., 1993) mais aussi dissnodules fixateurs d’azote (Johanson
etal., 2000) et dans le réticulum endoplasmique (Jalrags Gustavsson., 2002).

En se basant sur leur homologie de séquence, @legent étre divisées en quatre classes
(Maurel etal., 2008, Almeida-Rodriguez et., 2010). Les deux plus importantes sont : les
PIPs pourPlasmique Intrinsec Proteinset les TIPs pouffonoplast Intrinsec Proteind.es
PIPs sont a leur tour divisées en 2 sous groupH3l et PIP2 ; les PIP1 sont caractérisées par
une plus longue extrémité N-terminal alors que PéBI2 sont caractérisées par une plus
longue extrémité C-terminal. L&®™ classe comporte les NIPNoduline26-Like Intrinsec
Proteins caractérisées pour la premiere fois dans les lesdfixateurs d'azote des
légumineuses et la 4éme classe comprend, les S| Intrinsec Proteins (Fotiadis eal.,
2000 ; Luu et Maurel., 2005 ; Maurel., 2007 ; Roetgetal., 2008). Lors des études
d’annotation faites sur la mousse modéeRhyscomitrella patens,d’autres classes
d’aquaporines ont été répertoriées, celles des @dRs GlpF-Like Intrinsec Proteinsdes
HIPs pourHybrid Intrinsec Proteingt des XIPs poudncategorized x Intrinsec Proteins

(Danielson et Johanson., 2008).

2 .Structure des protéines aguaporines

Les aquaporines sont de petites protéines monoues,idpydrophobes de 250 a 300 AA et de
26 a 30 KDa formant un canal dans les membranesmpiaes ou les membranes
intracellulaires (Merret., 2010 ; Forrest et Bhawaf08 ; Chaumont., 2001 ; Tyermanakt
1999, Maurel etl., 2007). Cette superfamille de protéines sembitgrawolué trés tét au
cours de I'évolution, elle a été identifiée augsnhchez les plantes, les humains, les levures,

les bactéries et les archebactéries.

Leur séquence en acide aminé est hautement coas@uéth et Bhave., 2008). La plupart
des AQPs présentent une séquence caractéristignsnant 2 copies d’'une séquence dite
‘signature’, la NPA box et 6 domaines transmembrasaen hélica, délimitant un port

central permettant le passage de l'eau, a trawverbidouche lipidique. Cette structure

conservée comportant 3 domaines intracellulair@detmaines extracellulaires, est reliée par

25



Chapitre 1 Revue Bibliographique

cing boucles (A-E) dat trois sont extracellulaires -C-E) (Maurel., 200 ; Maurel etal.,
2008 ; Chaumont et Tyerman., 2014). Les boucles B et Eemtént chacune un mc
conservé Aspargine-Prolifganine (NPA Box). Les deux aspargins du motif semblent
jouer un réle das la reconnaissance et la sélection des molédigesi (Chaumont eal.,
2005 ; Katsuhora.,2008 Ces deux motifse trouvent de part et d’autde la membrar : le
premier motif NPA se trouve vers l'intérieur daagpremiére moitié de la protéine, tandis
le second se trouve vers l'extérieur dans la sexommitié. Ces deux boucles si
hydrophobes et sont toutes deenchassées dans la membrane geceepliement des
boucles (Kruse «l., 2006 ;Maurel., 2007). Les extrémités aminis (NH,) et carboxyliques
(COOH) sont toutes deux exposées au cytosol (Geisgt Maurel., 1994). Cette répartiti
génere une symétrie internagjans la mesure ou la protéid@P est structurée en de
moitiés chacune comprenant trois domaines transmembesnair une boucle hydropho
avec son motif NPA.Ghrispeel et Maurel., 19 ; Tayerman., 2002Maurel., 200 ; Forrest.,
2008). Cet agencement provoque la fation d'un poreen forme de sablier qui €
responsable du passage des molécules a traveenthnan (Di-Pietra, 2017) (Figure.4. et

figure.5.).
Loop A Loop C
v
Loop D &
N

Figure.4. Topologie d'une aquaporine a travers la membranes L6 domaine
transmembranaires U}) sont reliés par 5 boucles -E), les boucles B et E contiennent
motifs conservés NPA (Kruseal., 2006).

La caractérisation moléculaire de la structure aquaporinesa permis de montrer qu’ells
sont organisées en tétramengsultant d’interaction hydrophobe en monomers et chaque

monomere formeun pore indépende (Chaumont etal., 2005 ;Luu et Maurel., 20C;
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Mahdieh etal., 2008 ;Sauguier., 200< La formation des tétrameéres est importante pol
repliement, la stabilité et ou la localisatides aquaporines (Johanserlet2000)

Le transport des molécules d'eae fait en file unique a travers le centre du paooete
molécule plus grosse eskclue. Leur sélectivité peut s’expliquer par difigts mécanisme
incluant celui de Bxclusion de taille (aaziz., 2011 ; Di-Pietro., 20L1Des analyses
modélistion de la structure des pc montrent que les PIPs possedent un pore étrotug
d’'un transport de I'eawglors que d’autres AQPs végétales présentent uifisié a des
substrats plus gros tels quée glycérol, I'urée, le formamide ou encore l'aciberique
l'acide lactique ou l'acidesilicique Maurel., 2007 ; Maurel edl., 2008; Forrest et Bhave.,

2010 ; Di-Pietro., 2011 D’autres nalyses rapportent également une possibilité de tran:
du CQ (Mori etal., 2014).

Figure.5. Modeéle d'une AQP en forme de sablier. Les cercles rs représentent les
molécules d’'eau aversant du vestibule extracellulaire au vestimyi®plasmique a trave
un canal étroit (Cohen., 201.

3. Génes codant les protéirssaquaporines, diversités et abondances

Contrairement aux humains et aux souris, ne poeséglze 10 AQPs(répartis en deux
groupes), les AQPs végétalm®sentent une ptugrande diversité. Une diversité pouvant
représentatived’une large gamme de fonctions et d’'une plus gras@dectivité (Tyerman ¢
al., 2002). Chez le n& on en compte 36 (dont 14 PIPs), hez le riz (Sakurai €al., 2007)
et 28 chez la vigne (Fouquetal., 2008). Chez Arabidopsis on en dénombre 35, d8t

PIPs, prédominantes au niveau de la membrane mlaemil0 TIPs dont certaines s

27



Chapitre 1 Revue Bibliographique

localisées au niveau des vacuoles lactiques ovatemles de stockage, 9 NIPs localisées au
niveau du réticulum endoplasmique ou de la membpdasmique et 3 SIPs au niveau du
réticulum endoplasmique (Di-Pietro., 2011). Cheblk 24 génes PIPs et 11genes TIPs ont

éte identifiés via des étudmssilico (Forrest et Bhave., 2008).

Les genes MIPs d’Arabidopsis présentent des pasitintrons, hautement conservées et
distinctes (les quatre sous-familles présentant@ee caractéristique). Dans le cas des génes
PIPs, les trois introns sont localisés dans undtiposnucléotidique, trés exactement
conservée, avec une exception pour 'AQP AtPIPZpAdt la position du second intron est
changée (elle est similaire a celle des TIPs) @&aid2002).

Au niveau de la plante entiére, les aquaporinesinmgrofil d’expression complexe, certaines
étant exprimées dans tous les organes, d’autresniespecifiquement dans certains tissus, a

certains stades de développement ou en réponsesiimeli extérieurs (Maurel et., 2008).

4. Localisation subcellulaire des protéines aquapores

Les aquaporines sont présentes dans toutes les ravesb des différents compartiments
subcellulaires. Cette large distribution est Ideted’'une grande compartimentation cellulaire.
Les noms attribués aux différentes classes d'aqirg®) laissent entendre que leur
localisation est univoque et spécifique a la membdrdun compartiment donné. Toutefois,
les différentes classes ne sont pas nécessairadagsées a un compartiment subcellulaire
unique (Merret., 2010). Comme préceédemment motioleséPIPs sont localisés au niveau de
la membrane plasmique, les TIPs au niveau des nagrebrvacuolaires. Les NIPs sont les
homologues les plus proches de la GmNOD26, une Aiddamment exprimée au niveau
de la membrane péribactéroide des racines fixatrit@zote du soja. Les NIPs sont aussi
présentent chez les non légumineuses, elles sord lalcalisées au niveau de la membrane
plasmigue ou bien au niveau des membranes intudanedls. Quant aux SIPs, cette petite
classe d’aquaporines est principalement localis¢eniseau du réticulum endoplasmique
(Maurel., 2007). Seule la localisation de quelquid3s et PIPs a été prouvée de maniere
formelle via des études biochimiques et immunodyitoues, certains membres ont été
nommeés uniquement en fonction d’homologie de sémpierDe ce fait, certaines
investigations ont mis en évidence des TIPs d&eauniéniveau de la membrane plasmique et
des PIPs détectés dans des membranes autres quamlarane plasmique (Baiges at,
2002).
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De plus, cette compartimentation peut étre pousséene autre échelle. Des études
immunocytochimiques ont montré que les types dittide vacuoles coexistant au sein d’'une
méme cellule sont équipés de combinaisons spéediglisoformes TIPs. Les isoformes
TIP1 et TIP2 sont préférentiellement associés amngek vacuoles lytiques et aux vacuoles
accumulant les protéines de réserves végétalesatasgment (Jauh etl., 1999 ; Maurel et
al., 2008).

La localisation génomique des genes PIPs et TIPbléwa été prédite suite a des études
comparatives Riz-Blé ainsi qu’a divers approchmesilico. Les cartes physiques placent ces
genes sur les chromosomes 2B, 2D, 6B et 7B (Faetddave., 2010).

5. Roéles fonctionnels des protéines aquaporines

Les végétaux sont soumis a des phénomeénes deitediospintenses. Dans des conditions
optimums l'eau ainsi perdue, est remplacée parstgition racinaire. La découverte, tout
comme I'étude de la fonction des aquaporines ontiged’appréhender la régulation du
statut hydrique des plantes (Postairalgt2007).

Les aquaporines expliquent la plus au moins grgsimeéabilité des membranes cellulaires
biologiques a I'eau (Chaumont., 2001).

Les aquaporines, PIPs, TIPs, NIPs et SIPs, famotiot comme des canaux a eau; le
transport de I'eau a travers le pore est passiitd tois certaines isoformes d’AQPs végétales
ne sont pas spécifiques au transport de I'eaudguneure leur fonction principale) et peuvent
tout aussi bien transporter de petits solutés daks: le glycérol, l'urée, I'acide borique,
I'acide silicique, l'acide lactique, le peroxyd#éhydrogene et les espéces réactifs d'oxygenes
(ROS) (Heinen edl., 2009 ; Merret., 2010).

Les AQPs de la membrane plasmique et de la memivan®laire (en association avec les
transporteurs d’ions et d'autres solutés) sont iakes pour le maintien de I'osmolarité
cytosolique. On suppose que ces derniéres joueraienrdle essentiel dans plusieurs
processus physiologiques, étant localisées damsajarité des organes de la plante. Elles
interviendraient de ce fait dans les mécanismésxpdnsions cellulaires, de croissances et de
développements (Johanssorakf2000, Merret., 2010) . A titre d’exemple, il @& @émontré
chez le m&s que tous les genes ZmPIPs (a I'exception du gdemelP2;7) sont exprimés au
niveau des feuilles. Une expression qui dépendtallesde développement du tissu foliaire.
L’expression des genes ZmPIPs augmente au nivetupmiiphérie de la zone d’élongation
foliaire, alors qu’elle diminue au niveau des tssuatures (Hachez etl., 2008). Chez
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Arabidopsis thalianales plantes dont I'expression de I'AtPIP1;2 a di@inuée, présentent
une masse racinaire plus importante. Cette motldicaentraine une augmentation de la
surface racinaire, qui permettrait aux plantes ddeper la méme quantité d’eau que les
plantes sauvages exprimant cette AQP (Postaiat,e2010).Les études de I'expression des
genes ou plus précisément celles de I'abondancetrdascrits mRNA ont conduit aux
conclusions suivantes : I) la majorité des aquagsrsont hautement exprimées au niveau des
tissus vasculaires, Il) quelgues aquaporines TP Bautement exprimées au niveau des
meéristemes et lll) les aquaporines sont hautemgmireées dans les tissus sujets a un haut

influx en eau et en métabolites (Chrispeelet1999).

Plus intéressant encore, les aquaporines peuveménir dans la réponse des plantes a
divers stress biotiques et abiotiques (Maurel etrigpkel.,, 2001). Les stimuli
environnementaux incluant, la sécheresse (Kawagaki, 2001), la salinité (Yamada &,
1995), 'augmentation des niveaux d’ABA, le rythmecadien ainsi qu’un stress nutritionnel
peuvent réguler I'expression des PIPs et des TuPsigeau des transcrits (Vera-Estrella et
al., 2004). Mais aussi au niveau protéique (Kircalet2000).

ChezPisum sativumGuerrero eal., (1993) ont rapporté I'existence d’une régulapasitive
d’'un certain nombres de PIPs au niveau des felstlessées. Une observation similaire a été
rapportée pour un bon nombre de génes PIPs chéredifes espéces (Yamagushi-shinozaki
etal., 1992 ; Fray eal., 1994 ; Yamada etl., 1997). Toutefois, certains géenes PIPs peuvent
€galement étre sous-exprimés en conditions de sstiggrique. Une observation
communément rapportée chez Arabidopsis, a I'eimeptes génes : AtPIP1; 4 et AtPIP2; 5
qui sont plutdt surexprimés (Alexenderson., 2005).

L'implication des genes AQPs dans la réponse aélheresse constitue une évidence
incontestée, toutefois une interprétation causaleatte implication est plus difficile a établir
et ceux pour diverses raisons :

-Les librairies d’ADNc utilisées pour I'étude deeXpression différentielle des génes sont
obtenues d’extraits provenant de la plante enti€exi rend impossible la localisation d’'un
gene AQP exprimé spécifiguement dans un tissu ddgiiyérman etl., 2002). Il arrive que
seules certaines cellules d’un tissu donné€, présenne surexpression de genes AQPs (Kirch
etal., 2000).

-Une localisation subcellulaire non prouvée desdtédts décrits (Tyerman at., 2002).

-La difficulté d’établir une comparaison directe tren les résultats des différentes

expérimentations, en raison des differences méthgipes d’induction du stress hydrique
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(application de mannitol, restriction en eau axpasition des racines a l'air) ou a cause des
tissus et des especes étudiées (Smith et Bh&@s).2

Toutefois, la modulation de I'expression des gampsaporines en réponse a divers stress de
déshydratation, appuie leur implication présuméesda tolérance au stress hydrique et salin
(Maurel etal., 1997).

6. L’aquaporine PIP2

Les PIPs constituent la plus large classe de pregéaquaporines, c’est celle qui en compte le
plus de membres. Cette classe d’AQPs peut étretiepa deux sous-groupes : PIP1 et PIP2,
partageant un haut degré de conservation et d’lomieo (Li etal., 2011).

En régle générale, les PIP2 possedent une exé&dirierminal plus courte et une extrémité
C-terminal plus longue, de plus elles possedentpordon additionnelle de 4 a 10 acides
aminés au niveau de la premiére boucle extra-citpso (Otto et Kaldenoff., 2006).

La TdPIP1;1 est inactive pour le transport de u,elrsqu’elle est exprimée seule dans
'oocyte de xénope (systeme d’expression hétérapaglors que la TdPIP2;1 y est active en
tant que canal transporteur d’eau (Ayadakt 2011). En se basant sur les études faites sur
des systemes d’expression hétérologues, les PIP2 capacité d’augmenter la perméabilité
al'eau de 5 a 20 fois plus, en comparaison auwewalcontrbles (Weig el., 1997).

A ce jour, plusieurs membres de ce sous-groupestenfonctionnellement caractérisés, ces
protéines peuvent étre impliquées dans le trang@tittlaire de I'eau au niveau des racines,
des feuilles, des organes de reproduction et deseg en germination. Par conséquent, elles
ont été localisées dans tous les organes de leepldopez etl., 2003 ; Bots edl., 2005).

En raison de la grande perméabilité a I'eau ragegpar plusieurs auteurs, les isoformes PIP2
pourraient jouer un réle majeur dans les voies $gstigues et apoplastiques de transport de
l'eau. En faisant appel a différents mécanismeseédalation, les AQPs peuvent exercer un
contr6le fin de la conductivité hydraulique de laiescellule-cellule en réponse aux stress
biotiques et abiotiques (Kaldenoff et Fischer.,&@00

V-Etude des mécanismes moléculaires de réponse dress

D’un point de vue pratique, I'étude des mécanismesdéculaires de réponse au stress
hydrique, consiste a induire un stress sur unei@lkamtiere et a en suivre les modifications au
niveau génomique. |l est possible, d’analyser @sipurs niveaux, les modifications du

génome, intervenant au cours d’un stress. Elleggrgavoir lieu au cours de la transcription,

de la traduction ou lors des phases post-tradusties. Les techniques de biologie
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moléculaire permettent de séparer et de repérssi dien les protéines que les transcrits
nouvellement exprimés ou réprimés (Monneuveux &.Th997).

L’ensemble des processus biologiques est régi passortiment de génes, dont I'expression
est strictement régulée et détermine le devenlia dellule, ou de maniere plus globale de tout
organisme vivant. L'altération de cette expressammstitue donc I'objet de plusieurs
investigations, dans la mesure ou les produitsedegénes, sont directement impliqués dans
'adaptation des plantes a leur environnement.pieaniére étape de I'expression d’'un géne,
sujette a ce contréle strict, la transcriptioneklbnstitue le premier niveau d’intégration entre
les facteurs environnementaux et le génome (Micha008). Bien que I'activité finale d’'un
gene s'illustre au niveau protéique, les ARN messagynthétisés fournissent une base pour
'adaptation de la cellule, a son environnement Masynthése des protéines. L'étude
d’expression au niveau transcriptomique (ARN) ctumstdonc une approche intéressante,
pour comprendre toute modification de l'activitdlaaire (Mele et Hake., 2003).

Les techniques d’étude du transcriptome sont &ggement utilisées et connaissent depuis
une vingtaine d’années un essor impressionnans t€&hniques bien que tres variées, sont
fondées sur un méme principe : I'identification slame population donnée d’ARN, d'un
transcrit ou d’'une population de transcrits dansiveau d’abondance varie par rapport a une
autre population (Merdinoglu., 2008). Le choix entes différentes techniques, repose sur
I'objectif de départ selon que I'on vise une étuildée d’'un ou de quelques dizaines de
genes ; ou alors une étude focalisée, sur lideatibn de I'ensemble des génes, dont
'expression differe entre différents échantilloegpérimentaux. La premiéere approche
implique généralement une connaissance a priorgdess étudiés, la seconde fait appel a un
systeme d’analyse plus globale (Moody., 2001 ; @Gieil, 2006).

L’approche RT-PCR (Reverse Transcriptase- Polynee@isine Reaction) a été grandement
utilisée, dans les analyses du transcriptome peiigsque-la, en particulier pour mesurer le
niveau d’expression d’'un géne (Gutirrezaét 2008). Elle peut étre semi-quantitative (SQ)-
RT-PCR ou quantitative Q-RT-PCR (Choquerakt 2003). C’est une technique hautement
sensible, qui permet la détection des transcritme@iblement exprimés, dans l'intervalle du
picogramme. Elle peut donc étre employée, afin alywmer des variations d’expression
mémes discrétes. |l s’agit aussi d’'une procéduetdment spécifique, et n’est donc pas
utilisée pour mesurer I'expression d’'un ensemblegéiees simultanément (Freemanakt
1999 ; Gutirrez eal., 2008).
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Malgré l'existence de mécanismes de régulation consma différentes espéces, la
conservation des réponses moléculaires a la déshyidn entre expérimentations, reste
faible. Et ce en raison des variations dans : ledique de stress, le stade de développement
et les tissus analysés (Fleuryaét 2010).

Au cours d’'un stress hydrique, diverses observatinattent en évidence une forte régulation
des PIPs aussi bien au niveau transcriptionnel pggetranscriptionnel (Zhang &k, 2007).
L’induction des genes AQP en réponse a des changsrmevironnementaux peut se produire
en I'espace de quelques heures (Galmes.,€2007). Diverses études d’expression des genes
aguaporines, ont réevélées des profils d’expressiamables, leur expression peut ainsi
augmenter, diminuer ou demeurer invariable en ¢mmdde stress hydrique (Alexandersson
etal., 2005).

Chez Arabidopsis thaliana des analyses d’expression de 13 PIPs (apréscappti de
différents stress abiotiques), indiquent que chagre est exprimé de maniere prédominante
dans un organe donné (feuilles, racines). Ces @sripieuvent étre régulés positivement ou
négativement en fonction du type de stress (sésberdroid, salinité... etc) (Jang at,
2004).

Diverses études d’'expression rapportent égalemam¢ gorrélation positive entre
'accumulation des transcrits DHNs et la tolérargedivers stress de déshydratation
(Allagulova etal., 2003 ; Brini etal., 2007 ; Melloul efal., 2014). En effet, la majorité des
genes DHNs sont positivement régulés en réponséveasdstress abiotiques ainsi qu’a
I'application de 'ABA, chezArabidopsis thalianaun total de six génes sur dix I'est (Close.,
1997 ; Idilko., 2013).

La réponse transcriptomique initiale est composé® @nsemble fondamental de genes
répondant a des stress multiples. Cette réponserdele plus en plus stress spécifique avec
le temps (Bhargava et Swant., 2013). Une spéd@fipiti peut étre utilisée a bon escient a des

fins d’amélioration.
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1. Matériel végeétal.

Le présent travail a porté sur sept génotypeséldinl Triticum durum Degfd’origine locale

et introduite, gracieusement fournis par I'Instiftechnique des Grandes Cultures (ITGC) de
Constantine (station El khroub). Les variétés lesase caractérisent par une meilleure
adaptation et une faible productivité, tandis gekes introduites sont plus productives mais
moins tolérantes aux aléas du climat (Bousbaa3)20lles génotypes utilisés sont répertoriés
dans le tableau ci-dessous (Tableau.2.).

Tableau.2. :Liste des génotypes étudiés et leurs origines.

Génotypes Code utilisé dans | Origines Essais
cette these
Djenah khetaifa DK Algérie (ITGC). 01, 02 et 03
Bidi 17 B17 Algérie. 01, 02 et 03
Guem Goum Rkham GGR Algérie (CIMMYTA). 01, 02 et 03
Oued Zenati 0z Algérie. 01,02 et 03
Beliouni B Algérie (ICARDA). 01, 02 et 03
Bousselem Bou Algérie. 01,02 et 03
Waha W Algérie (sélectionné a partir des F | 01, 02 et 03
CIMMT).

Essaio1: germination, essai2: culture hydroponique, essi: essai sous serre.

2 .Conduite et organisation des essais

Deux expérimentations ont été menées : la premigr@hambre de culture, comportant deux
essais, une étude de la germination ainsi qu'wndedie 'effet du stress hydrique osmotique
en culture hydroponique (Figure.6.). Le déficit hgde a été induit par différents traitements
de polyéthylene glycol (PEG-6000). Tandis que paweconde expérimentation se déroulant
sous serre en conditions semi-controlées, le défiarique fut induit par arrét d’arrosage
(Figure.6.). Les essais ont été réalisés au nidealaboratoire de Génétique, Biochimie et
Biotechnologie Végétale (GBBV), équipe de Biotedbge et Amélioration des Plantes
(BAP), Chaabet EI Rasses, Université des Freresdvde, Constantine. Ainsi qu’au niveau
du Laboratoire de Protection et d’Amélioration dBtantes (LPAP), du Centre de
Biotechnologie de Sfax (CBS), Tunisie.
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Pré-germination
Culture

hydroponique

Pré-germination
Culture en serre

Croissance
en

chambre de
culture

Croissance

sous
serre

# Conditions contrdlées

Application du stress
par arrét d’arrosage

[ — |

Figure.6. Schématisation de la démarche expérimentale rdlost 'organisation de

I'’ensemble des essais réalisés.

3. Effet du déficit hydrique osmotique induit par le polyéthylene glycol PEG-6000

3.1. Cultures et traitements

3.1.1 .Le polyéthyléne glycol PEG- 6000

Le PEG est un polymere de grand poids moléculaiog, ionique, hydrosoluble et non
pénétrant pour les cellules (Chefdor., 2006). tl felsqguemment utilisé dans des approches
expérimentales pour la sélection de cultivars &léx au stress hydrique (Erdeiaét 2002 ;
Kocheva etl., 2003 ; Jajarmi., 2009 ; Hamayuraét 2010 ; Balock el., 2012). Il induit

un déficit hydrique, en agissant comme un agentotigone abaissant le potentiel de I'eau
d’'une maniére relativement contrélée, appropriéep@otocoles expérimentaux et semblable
a un séchage du sol (Heyser et Nabors., 1981 ;atum., 2007). Il réduit la disponibilité
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en eau sans causer de dommage physique aux pldriegffet, étant de haut poids
moléculaire, il ne pénétre pas les plantes et ¢arstin osmoticum idéalement utilisable en
milieux hydroponiques. La pression osmotique génést fonction de la concentration et du
poids moléculaire du PEG utilisé. Se présentans otme d’'une large gamme de poids
moléculaires allant de 300 a 20.000, ceux dontidgomoléculaire est de 6000 voire 8000
sont préférablement et plus fréquemment utilis€ésPEG (PEG 6000) utilisé ne nécessite
pas de purification avant utilisation, sa masseaimwlest suffisamment élevée pour limiter

I'absorption racinaire, tout en préservant la fitdidle la solution nutritive.

3.1.2. Germination

Le stress hydrique a été induit par des traitemdatpolyéthyléne glycol, PEG-6000. La

conception expérimentale était hiérarchique et detement randomisée avec trois

répétitions. Les graines ont été traitées avechypdchlorite de sodium a 5% pendant 10

minutes, puis rincées abondamment avec de I'ediliés Les graines sont ensuite imbibées
dans de I'eau distillée pendant 24h, puis pré-getBtéa température ambiante. A ce stade

'expérimentation est scindée en deux parties.

Le premier lot de graines est mis a germer sur ahiep filtre dans des boites de Pétri, a
raison de 25 graines par boite et par traitememE®, en chambre de culture a 283€C et
avec une humidité relative ¥8%. Une gamme de trois potentiels osmotiques de QMPa

- 0,6MPa et -1,2MPa a été produite. Cinq mkhaque solution a été ajoutée a chaque
boite de Pétri, chaque 48h. Dans le cas du cont@®l&ut de I'eau distillée (OMPa). Pour
chaque traitement, les variables suivantes ortarisidérées :

- Le taux de germination : Il est exprimé en pontage et représente le rapport entre le
nombre de graines ayant germées et le nombred®tgdaines incubées (ISTA., 2003).

G%=NGG/NTG x 100.

G%: taux de germination, NGG : nombre de grainemées, NTG : nombre total de graines
incubées.

- La longueur foliaire et racinaire.

- Le rapport longueur racinaire sur la longueuraiot (LR/LF) (Kouakou eal., 2008).

- Le nombre de racines émises (NBR).
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Pour le second lot de graines, apres gonflememnergence des premiéres racines, ces
derniéres sont transférées dans des contenantastigpe, adaptés a la culture hydroponique.
Apres 21jours de culture, la solution nutritives dkeux lots de stressés est enrichie avec du

PEG-6000, comme décrit ci-apres.

3.1.3. Culture hydroponique et induction de la comtainte hydrique

Le mode de culture en hydroponie a été choisi Icpeimet : un meilleur contréle et une
meilleure homogénéisation de I'apport minéral &sance rapide et contrdlée). L'obtention
de racines saines, exemptes de toute perturbptionant interférer avec la réponse propre
des plantes a la sécheresse (Dubos., 2001). Mags, ain meilleur contrdle du potentiel
osmotique, en particulier suite a I'addition du RP&E@®O (Yang efal., 2010). Ce polymere
choisi pour l'induction du stress hydrique, ajow@égrande concentration, empéche la
solidification des milieux nutritifs gélosés. Ilteglus facilement incorporé aux solutions
nutritives liquides. Les contenants utilisés paurculture hydroponique ont été opacifiés a
I'aide d’'un papier aluminium opaque. La composittnbase de la solution nutritive est celle
de la solution d&roughton et Dillworthapportant : sels minéraux et nutriments esserdiels
bon développement des plantes. Cette derniéreajustée fréquemment selon la nécessité.
Elle a également été renouvelée entierement useptni semaine, afin d’éviter un éventuel
appauvrissement en éléments minéraux, des vadatitn PH et le développement de
pathogenes.

La croissance des plantes s’est faite en chambreuttare avec une température de
25°G+5°C, une humidité relative de #®% et une photopériode de 16h de lumiere par 8h
d’obscurité. La culture fut poursuivie pendant dr@emaines. Le stress a été induit en
remplagant la solution nutritive initiale par uselution nutritive enrichie en PEG- 6000.
Deux niveaux de stress ont été appliqués : unsstnegléré de 10% de PEG (- 0,6 MPa) et un
stress sévere de 20% de PEG (- 1,2 MPa). Le btdmoins a été maintenu en culture en
présence de solution nutritive. La mesure desreifs parametres a été effectuée apres 3 et 5

jours de traitement.

3.2. Mesure de la température foliaire
La température d’'une surface végétale est la agelide son bilan énergétique. En effet, une
fois absorbée sous forme de rayonnement, I'én@eie étre principalement dissipée de deux

maniéres : par évapotranspiration et par échangehdéeur avec l'air environnant. En
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'absence de déficit hydrique, e ouverture stomatique maximaetrain une dissipation de
I'énergie par transpiratiofKotchi., 2004. De ce fait)'élévation de la température du couv
est limitée. B situation de déficit hydriqi afin de réduire ses pertes en eau, la plante f
ses stomates (Silva ei., 2007. Cette fermeture entraindes modifications a différen
niveaux d’organisatianEntre autre, elle va emprnner I'énergie solaire absort qui sera
dissipée sous form@un flux de chalel, entrainantaugmentation de la tempérire foliaire.
Cette augmentatiopermet par détection thermique, d’avoir acces atushydrique de |
plante. La mesure de la température foliaire daté a I'aide d’'un thermometre infreuge
portatif (Figure.7.) Le thermometre est mainte de maniere a pouvoir détecter
température de la feuille uniguement, ertant de sonder la températt d’autres surfaces.
Les mesures sont effectuées sur la feuille nonchétade la plante et cnées en degré
Celsius (°C).

"
-~

Figure.7. Thermomeétrdnfrarougeportatif model (IL, USA.

3.3. Taux de blorophylle total (SPAD index)

L'estimation du contenen chloophylle est importante, car elle aeditectement liée au
capacités photosynthétiquds la plante. La teneur en chlorophylle est détege a I'aide
d’'un chlorophylle metrgortatif SPAD 502 de type Minolta (Nouri2002 (Figure.8.). Les
mesures rapidesaites a l'aide de cet appal ort I'avantage de ne pas étre destructives
s’agit d’'un radiometre manuel qui mesure I'absodeaoptique a deux longuess d’ondes
différentesUne mesure dans le roy, afin de déterminer la teneur foliaire en chloropdnyt
une mesure dans linfrarge qui donne des indicate, sur la structure de la feuil
(absorptivité et épaisseur des tissus folia (Bagard., 2008). Pouedaire, I'appareil mesui
la transmitance de la feuille dans le rouge R (650nm) etriechpe de l'infrarouge Pl

(940nm),il calcule ensuite le ratio des transtances qu'’il donne sous forme d’'un index
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unité SPAD, correspondant a la tendoliaire en pigmentschlorophyliens (Temagoult.,
2009). Les lectures sofsites sur une surface foliaire de I'ordre de (2mmxa3t. L’appareil
doit étre calibré (N=0), troikectiressont effectuées au niveau de la méme feuille (sdp
milieu, et base). La moyenne des trois valeurdistad sur I'écraret c’est elle qui sera pris

en considération. dus avons donc effectué une nre par plante.

Figure.8. Chlorophylle metreMinolta SPAD 502 $pectrum technolgginc, IL, USA).

3.4 .Mesure & la matiere séch
Au terme du stress impose, le poids sec des padigsnns et racinaires a été déterminé.
dernieres, ont été lavées paéshées a 80°C dans une étuve. La masse de n seche (MS)

a été déterminée apres 48h.

3.5 Détermination du statut hydrique (TRE)

L’'importance de I'eau au niveau des pla est largement reconnueétant nécessaire au
maintien d’uneturgescence propice a leur croissance ain« leur survie. a teneur en eau
(ou turgesence foliaire) est représental de la capacité de la plante a conserver un ni
d’eau foliaire a méme a lui assurer une contindigéson activité métaboliqu«Charfia.,
2010). Elle constitue I'un des criteres d’évaluation dadkrance a la sécheresse pros
par Clarck et Mac-Gaig(1982).

La teneur relative en eau a été mesurée selon taode décrite par Bai, (1968). Les

feuilles ont étpesées immédiatemeune fois coupées, il s’agit dpoids frais (PF Elles ont

ensuiteété réhydratées pendant . a I'obscurité dans un endroit frai& 4°C, puis pesées a

39



Chapitre 2 Matériel et méthodes

nouveau, il s’agit du poids de la pleine turgeseer{®PT). Le poids sec quant a lui, a été

obtenu apres passage des feuilles a I'étuve a, §@tlant 48h.

La teneur relative en eau a été calculée selarriauie de Clark et Mac-Caig., (1982) :

TRE (%) = [(PF-PS) / (PT- PS)].100

TRE= teneur relative en eau, PF= poids frais, P®&lspsec, PPT= poids de plaine

turgescence.

3.6. Dosage des sucres solubles

Cette mesure est appliquée sur la matiere fraiekefalilles des différents lots étudiés. Les
sucres solubles (totaux : saccharose, glucosetofeic leurs dérivés meéthyles et les
polysaccharides) ont été dosés par la méthode énoptle Dubois dl., (1956).

Le glucose est extrait par de I'éthanol a tempéeatumbiante. 3ml d’éthanol a 80% ont été
ajouté a 100mg de matiere fraiche puis laisséhpéeature ambiante et a I'obscurité pendant
48h. Au moment du dosage, une fois tout I'alcovhpdré par étuvage a 80°C, 20ml d’eau
distillée ont été ajoutés. Ce qui constitue la otua analyser. Les sucres ont ensuite été
colorés par ajout de phénol et d’acide sulfurigaecentré. On a ainsi obtenu, une solution
jaune orange a la surface, aprés avoir ajouté a2nd solution a analyser : 1ml de phénol a
5% (apres agitation) et 5ml d’'acide sulfurique;$By) a 96% (d= 1.86). Un passage au
vortex permet d’homogénéiser la solution. Les tutr@sété maintenus 10 a 20 minutes dans
un bain marie a 30°C. L'absorbance fut lue a unegleur d’onde de 485nm, les
concentrations ont été déterminées a partir d'aoebe d’étalonnage tracée au préalable dans

les mémes conditions a partir du glucose anhydgri(€.9.).
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Figure.9. Courbe d’étalonnage des sucres solubles.

3.7. Traitement et analysestatistique

Dans le but de mieuatécrire les différentes variables précédemment ioramée, nous avons
calculé la moyenneainsi que I'écart type qui mesure la dispersion dimsnées autour de
moyenne. Ces deux parameétres ont été calculésde Id’'un logiciel d’analyse statistiq
Xlstat 2010.

Afin de tester les différences entre les traiters, les duréegt les génotypes, une analyse
variance a été réalisééa significativité statistique des différences aliges entr les
moyennes a étiestées avec le test Newman-Keuls au seuile signification dé% avec le
logiciel Xlstat 2010 Une analyse de variance a trois facteurs (Gépofiyaitement, Durée)
€galement été réalisée a I'aide du programropstat 2007 2.3.

3.8.Analyse des protéines thermostabl:

3.8.1 .Extraction des protéines thermostable

L’extraction des protéingbermostables eté réalisée selon le protocole décrit par Brinal.
(2007).Le matériel vegetal (100 i, en I'occurrence les feuilles, a dtéoyé dans de I'azof
liquide jusqu’a I'obtentiord’une poudre fine Cette derniére fuconserve a -80°C jusqu’a
extraction des protéines. Les protéines thermastabh été extraites dans 1t de tampon
d’extraction [50mM TrisHClI a pH 8, 10mM MCI, 1% SDS, 5% mercaptoethal
(Annexe). Le mélange futovtexé pendant 30 st pour homogénéisée tous. Il a ensuite été
placé dans un bain marée 100°C pendant 10 min, ptimmédiatement plongdans de la
glace pendant 15 min. Apreentrifugationa 10.000 rpm durarit5 min a 4°C, le surnageea
étérécupéré et précipité avdu TCA (concentration finale 30%) pendant 30 min (de la
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glace. Aprés une®?® centrifugation & 10.000 rpm pendant 15 min & 48Gulot a été lavé

deux fois avec de I'acétone a 80% et repris dartamipon de Laemmli concentré deux fois.

3.8.2. Séparation des protéines sur gel 1D SDS-PAGE

Il s’agit d’'une électrophorese monodimensionnelle gel de polyacrylamide, faite en
condition dénaturante. La SDS-PAGE s’appuie sursyatéme de tampon discontinu
comportant du Sodium- Dodécyl- Sulfate (SDS). Eleété réalisée selon la méthode de
Leammli., (1970) citée par De leonardisaét (2007). Le SDS étant un détergent anionique
fort, il entraine la réduction de la structure tsgda en se fixant sur les protéines et en les
enveloppant de charges négatives. La migratiomisalbrs en fonction de la masse molaire
(Dicko., 2006). Deux ions de mobilité électrophmpeée différente forme un front de
migration lorsque le voltage est appliqué. Commiedet de migration traverse le gel, I'effet
de tamisage de la matrice de polyacrylamide erdr@mobilité des protéines a des vitesses
différentes. La capacité d’entassement est a limgigu haut pouvoir de résolution de la SDS-
PAGE.

La séparation des protéines est réalisée sur utiggentinu de polyacrylamide composé d’un
gel de concentration et d’un gel de séparation éeh Le premier sert a stoker les impuretés
a tasser et a concentrer les protéines avant émsage dans le gel de séparation, tandis que ce

dernier entraine le fractionnement des protéinkmdeur poids moléculaire.
-Le gel de séparation (runing gel) :

Ce gel possede les caractéristiques du maillagearses T= 12% et C=0,97%, ses
dimensions sont de 7,3x 6cm. Il est constitué g¢laanide, de N-N'- méthylen- Bis

acrylamide (37/1), de tris HCL a pH=8,8, de SDS1&®et d’eau distillée. La polymérisation
est quand a elle, assurée par des précurseurs lgi@épisation : 'ammonium Persulfate
(APS) 4 0,1% etle TEMED a 0,04% (Annexe), gquvedot étre ajouté en dernier.

-Le gel de concentration (stacking gel) :

Les dimensions de ce gel sont de 7,3x 2cm. llgues$es caractéristiques suivantes T= 2,8%
et C=1,4%. Il comporte les mémes constituants qugel de séparation, avec les mémes
concentrations sauf pour le Tris HCL qui a un pHsdeau lieu de 8,8 (Annexe).

Le systeme d’électrophorése est constitué de daues : une plague ‘réservoir’ portant la

cuve d’électrophorese et une plaque gel portagell@’acrylamide. Les deux plaques doivent

préalablement étre nettoyées ; le systeme de a@@sigmonté selon la notice du fournisseur
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(Biorad). Les plaques sont assemblées en placaspaserde chaque coté et fixé a I'aide de
pince. Le tampon d’électrophorése contient dgliyaeine 1,29M, du Tris 0,25M et du SDS
a 1% (Annexe).

3.8.3 .Conditions de migration et réveélation

La migration a été conduite a ampérage constann@pjusqu’a ce que le front de migration
atteigne le bas du gel. Les gels sont colorédeaude coomassie : dans un mélange de 45 %
de méthanol, 10 % d’acide acétique et 0.25 % de ddecoomassie. La coloration fut faite a
température ambiante sous agitation constante.gelsont ensuite été décolorés dans un
mélange de 30 % de méthanol et de 10 % d’acideqaeéfsolution de décoloration). L'un
des puits de chaque gel est consacré au marquepoide moléculaire Kit LMW (Low
Molecular Weight) Ge Healthcare UR ableau.3.).

Tableau.3. Poids moléculaire des protéines de références du_MW (Low Molecular

Wheigh.

Protéine Poids moléculaire (KDa)
Phosphorylase b 97
Albumine sérique bovine 66
Ovalbumine 45
Carbonique anhydrase 30
Inhibiteur de la trypsine 20.1
a-lactalbumine 14.4

3.8.4. Traitement des données

Les photos des gels obtenues, ont été analyséage du logicielPhotocapt 8ll calcule le
poids moléculaire de chaque bande détectée, ertugdfe une comparaison entre son rapport
frontal et celui des différentes bandes du margdeypoids moléculaire (dont les tailles sont

connues).

4 .Effet du déficit hydrique induit par un arrét de I'arrosage
4.1. Conditions de culture
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Les graines ont été traitees avec de I'hypochlatéesodium a 5% pendant 10min, ensuite
elles ont éteé rincées plusieurs fois avec de ldatillée. Puis elles ont été mises a germer sur
papier absorbant et placées dans des contenaplastigue a I'obscurité. Au bout de 48h, les
graines germeées sont transplantées dans des pplastique, contenant un mélange de terre
et de sable dans les proportions (2:1 v/v), a natko5 plantes par pot et de trois répétitions.
La culture est conduite sous conditions semi-ctéed: photopériode de 16h/J ; température
25-30°C, humidité relative de l'air 45-60%. La @®ince des plantes s’effectue sous un
éclairage naturel. Le dispositif expérimental astaplit-plot’, en bloc randomisé avec deux
traitements hydriques (bien irrigué et stresseé)l’irrigation des plantes est effectuée

régulierement a la capacité au champ jusqu’au stagplication du stress.

4.2. Application des niveaux de stress

Les pots placés sous serre sont irrigués regul@mgnous les deux jours jusqu’a I'obtention
de la troisieme feuille, a ce stade le stress huériest imposé, en retenant I'alimentation en
eau et ce pendant deux semaines pour I'applicafiom stress sévere. Les plantes contrbles
guant a elles, ont été arrosées de maniere régubersaturation, tous au long de

'expérimentation.

4.3. Mesure de la température foliaire
La température foliaire a été mesurée a l'aide dhermometre infrarouge, de maniére non
destructive sur les feuilles des différentes planderaison de trois répétitions par génotype et

par traitement.

4.4. Teneur en chlorophylle totale

Le contenu en chlorophylle a été déterminé a I'aide chlorophylle metre de type SPAD.
Les lectures ont été faites, sur les feuilles cetgphent attachées aux plantes, bien irriguées
et stressées a raison de trois répétitions partggmet par traitement.

4.5. Conductance stomatique

Deux des plus importants processus vegeétaux, ldogyrithese et la transpiration sont
contrélés par les stomates. Ainsi, plus de 95% ihxyde de carbone (entrant pour la
photosynthese) et la vapeur d’eau (sortante paspieation) échangés entre la feuille et

'atmosphére, passent par les stomates (Dumdit3)2De part son importance capitale, la
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régulaton de la conductance stomati est déterminante pour I'adaptation des ple, a un
environnement en continuel changement et notameresituaion stressante

La résistance stomatique des feuilles a été mesul&ide d’'un Poromet a diffusion de
vapeur d'eau, typ®elta Devices MKF, sur la partie médiane de la feuille (Ykhlef., 2§
(Figure.10.).L utilisation de ce systeme portatif i d’'une pince a coupelle dotée d’
détecteur de vapeur, consisti insérer la partie médiane de la feuill®n détachée de
plante dans la pince(la face supériee doit étre en regard du détecteur de vajf
(Herbingeret al., 2002).L’évaluationde la concentration en vapeur d’eau permet de leal
la résistance totale de la feu, a la dffusion de la vapeur d’eau, laque permet de
déterminer par la suiteda conductance stomatic. Le temps nécessaire et la vite
d’humidification de la oupelle sous leffet e la transpiration foliaire dendent
essentiellement, du degré d’ouverture des stomées valeurs données par le porometre
correspondent da résistance stomatiq (rs) dont sera déduite la conductance stomatids)

de part la formule suivante :

gs= 1/rs.

0s: conductance stomatique; résistance stomatique.

Figure.10.Porométre & diffusion de vapetype Delta Devices MK,

4.6.Conductivité électrolytique
Le degré de dommage membranaire causé par l'appficalu stress hydriqL, a été
indirectement évalué en mesurant la conductivigctédlytique, cell-ci est inversement

proportionnellea la stabilité membnaire cellulaire (Farooq et AzamR001)
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CMS=1-EL

CMS= (Cell Membrane Stability) stabilité rmbranaire des cellules, EL= (Electrol
leakage) conductivité électrolytigt

La conductivité électrolytique a été déterne selon la méthode décrite Dkhil et Denden.,
(2012). Les feuille®nt d’abor( étélavées avec de I'eau distillée afin d’erer tout résidu ou
électrolyte pouvant adhérer a la surface, puis éesign pe's disques de tlle uniforme. Les
échantillons ont ensuite étdimergés dans 10mL d’eau distillée et incubés gpéature
ambiante. Apres 24h, la premiére conductivity) a étélue a I'aide d’'un conductimet

(Figure.11.). Par la suitdes échantillonsont étéautoclavés a 120°C pendant 20mLa

deuxieme lecture (§ fut effectuée, aprés av laissé la solutiorrefroidir a températur

ambiante La conductivité électrolyque a été estimée d’apres le r&tidC,.

Figure.11.Conductivimeétr de type LF 92\WTW GmbH, Germa)).

4.7. Détermination de la Teneur Relative en E¢
Le contenuelatif en eau a également été déterminé a pasifeliilles des plantes témoins

des plantes stressées par arrét d’irrigation. Lihoo® est d’écrite dans la section

4.8.Traitement et analyse statistiqu

Dans le but de mieux décrire Idifférentes variables précédemment mentior, nous avons
calculé la moyennainsi que I'écart type qui mesure la dispersion diesnées autour de
moyenne. Ces deux parameétres ont été calculésde Id’'un logiciel d’analyse statistiq
Xlstat 2010.
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Afin de tester les différences entre les traitem@atties génotypes, une analyse de variance a
deux facteurs a été réalisée. Les différencesfgigtives des moyennes ont été testées avec le
test de Newman-Keuls au seuil de signification @e 5

5. Analyse d’expression des genes candidats : I'agporine TdPIP2,1 et la déhydrine
DHN-5

La rétrotranscription suivie d'une réaction de pofyisation en chaine, est une technique de
choix pour analyser I'expression des mMRNA dérivdatdiverses sources (Pfaffi., 2001).
Partant d'une faible quantit¢ de matériel de dédgénéralement de I'ARN total),
l'investigateur est en mesure de produire par ti@pison inverse, un ADN complémentaire
simple brin. Le cDNA étant beaucoup moins enclla dégradation que I’ARN, il peut donc
étre amplifié par PCR et quantifié, afin de déteni’abondance relative des génes exprimeés
dans une condition donnée (Walkeakt 2003).

Cette technique a été utilisée pour étudier I'esgian du gene DHN-5 et du géne TdPIP2,1
au niveau : des feuilles, des racines et des gaimexours de la contrainte hydrique imposée
par arrét d’arrosage ainsi que suite a lI'applicatitun traitement au PEG-6000 a 10% et
20%.

5.1. Extraction des ARN totaux par la méthode du Tizol

Le matériel végétal a été broyé dans de I'azotédm et réduit en une poudre fine. Le broyat
(100mg) a eété repris dans 1mL de tampon d’extmaciioizol. Aprées homogénéisation
vigoureuse, le mélange a été incubé a températut@aate pendant 5min et ce, afin de
dissocier les complexes nucléoprotéiques. L'extraaties acides nucléiques a été renouvelée
avec 20nl de chlorophorme-alcool-isoamélique (24:1), apagsdation, le mélange a été
incubé 2min a température ambiante, puis centritu@2000 rpm pendant 15min a 4°C. Une
fois récupéré, a la phase aqueuse ont été ajduid @’isopropanol froid et incubé 10min a
température ambiante. Apres une centrifugationGieiil & 12000rpm et & 4°C, le précipité a
éte lavé avec de I'éthanol froid a 70%, centrifagéb00rpm durant 10min a 4°C. Finalement
le culot fut tout d’abord séché, puis repris daesl'dau traitée au DEPC (Figure.12.). La

gualité des ARNLt a été contrblée sur un gel d’agae 1,5% et visualisée sous UV.
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Extraction des ARNs totaux

Mélange réactionnel l
ARN a amplifier 10ug ’-\
Dnase- Rnase free
H.0
Inactivation de I'enzyme
l + Précipitation des ARNs
ARN
Tampon Rétrotranscription
dNTP _
Oligodt Incuba.tlon- 37°C/1’h . .
Rnase inhibitor + Inactivation de 'enzyme 65°C/15min

M-MLV Invitrogene W

Synthése des ADNc simple brin

l

Conditions d'amplifications:

ADN (50ng /ul) Tul
Tampon PCR 10X 2.5
dNTPs 10mM (m
MgCl, (2 (26mM) 1.5

Amorce 1 (50ng/ul) 1l
Amorce 2 (50ng/ul) 1l
Taq DNA polymérase 1 ul
H,O Q.s.p 25 ul

l

94°C 30sec

50°C 30sec

72°C 2min
5mina72°C

Cycle PCR
5min a 94°C
35 cycles

Figure.12.Schématisation des étapes successives de la dgatitii des transcrits par
RT-PCR semi-quantitative.
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5.2. Synthese des ADNCc par transcriptase reverse

Apres vérification de la qualité des ARNs extraitse transcription inverse a été réalisée sur
10ug d’ARN totaux pour chaque traitement imposé. ftamier lieu les ARNs ont été
traités par de la DNase pendant 1h30 a 37°C, leangél réactionnel comporte les
proportions suivantes : 1§ d’ARN, 1ul de DNase-RNase free (10 unité), le volume fut
alors complété a 2 par de HO. Suite a l'inactivation de I'enzyme a 65°C, I&RN
précipités ont été repris dans [1l0d’eau DEPC (KO DEPC). Aprés une dénaturation de
'ARN a 80°C pendant 5min et une incubation dangléee, 'ADNCc fut synthétisée dans un
mélange réactionnel contenant (en plus dep® d’ARN dénaturé) : 41 de tampon 5X, Rl

de dNTPs (10mM), 2l  d’'OligodT, 1ul de RNase inhibiteur et @ d’enzyme M-MLV
(5U/ ul) (Invitrogen). L'ensemble a été incubé a 37°C pendune heure. La réaction fut
arrétée par l'inactivation de l'enzyme a 65°C (18miLe produit de la réaction de
rétrotranscription a été dilué, puis utilisé commatrice, pour I'amplification PCR des deux

génes candidats (Figure.12.).

5.3. Amplification PCR des ADNc

Nous avons utilisé des amorces spécifiques de 'ADMWN-5 (Brini et al, 2007) et ainsi
gue celui de 'ADNc TdPIP2,{Ayadi et al, 201) afin d’étudier leur expression, mais aussi
des amorces spécifigues de la région d’ADNc codpotr lactine (Tableau.4.).
L’amplification de ce dernier nous permet de digpod'un témoin interne du fait de
I'expression constitutive et invariante du géneardgour cette protéine. Les amorces ont été
fournies par Dr. Faical Brini, Pr. Khaled Masmoudt Malika Ayadi (Centre de
Biotechnologie de Sfax).

L’étape de I'amplification est réalisée dans unangk réactionnel de 2B contenant :

-1yl d’ADN (50ng/ i)
-2,5ul de tampon PCR 10X
-1,5ul de MgC} (25mM)

-1 pl de dNTPs (10mM)

-1 pl de I'amorce 1 (50g/ ul)
-1 yl de 'amorce 2 (50g/ ul)
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-1 pl de Tag DNA polymérase
-Q.s.p 25u1 de HO.

Une PCR de 35 cycles a été réalisée dans les mrslgénérales suivantes :

-Une étape de dénaturation initiale de 3min a 94°C
-35 cycles comprenant :

-Une étape de dénaturation a 94°C (30sec)

-Une étape d’hybridation des amorces a unedeayre spécifique de ces dernieres

(30sec)
-Une étape d’élongation a 72°C de 2min

-Une étape d’élongation finale de 5min (Figure.12.)

Table.4. Amorces utilisées pour I'analyse d’expression.

Séquence de I'amorce (5’ to 3) Gene Numéro Taille de
candidat d’accession I'amplicon (bp)
Gene bank

TCCATCCAACACCAACACTAATAAC TdPIP2,1  EU182655.1 400
GGCGTACCACCAGTACATCC

GCGAATTCGAGGACGACGGCATGGGC  pDHN5 AY619566.1 344

GAATTCTCAGTGCTGGCCTGGG

GTGCCCATTTACGAAGGATA Actine AB181991 380
GAAGACTCCATGCCGATCAT

5.4. Electrophorese sur gel d’agarose

La qualité des ARNs ainsi que l'analyse des preddi I'amplification de PCR ont été

déterminées par électrophorése en gel d’'agaroggésence de BET (bromure d’ethidium

1ng/Iml). La migration électrophorétique a été efféetulans du tampon TAE 1X (0,04 M

Tris-acétate, 0,001 M EDTA) et le tampon de dépifisé est 6 fois concentré (0,25% bleu de
bromophénol, 40% de saccharose). lls ont ensudteistialisés sous un éclairage ultraviolet

(UV). Cette étape est particulierement importarderpsérifier l'intégrité des ARNs. Pour les

produits d’amplification de PCR, le pourcentagegdi@mse a été adapté afin d’effectuer une

meilleure séparation, des gels a 1,5% d’agaroséténméalisés.
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Chapitre 3 Caractérisation de la réponse au stress hydrique chez quelques
variétés de blé dur

Introduction

L’'analyse de la réponse des plantes aux fluctustide leur environnement permet de
produire une sorte de photographie instantanéenwelfications physiologiques mises en
place et d’établir un systeme bien caractérisé paumalyse des événements au niveau

moléculaire.

Le stress hydrique affecte plusieurs variables atetfonnement de la plante telles que la
température foliaire, la conductance stomatiqusukéace foliaire, la transpiration ou encore
la photosynthése. L’incidence du stress sur cestaide ces variables posséde une
répercussion sur d’autres variables. Lors d’'uncitdfiydrique les stomates se ferment afin de
réduire les pertes en eau (Tardieu et Dreyer., 1997e fermeture ayant pour conséquence
laugmentation de la température foliaire, une ofidm de I'assimilation du Goet peut
conduire a une réduction de l'activité photosyrithet. Une diminution de la teneur relative
en eau de la plante se traduit immédiatement pauréotuction de la croissance en dimension
avant méme que la photosyntheése ne soit affectée.

L’efficience des réponses physiologiques et biodtpires a I'égard de la contrainte hydrique,
peut changer considérablement parmi les especeste@le générale, les stratégies de
tolérance impliguent des mécanismes divers perntesiax plantes de survivre au manque
d'eau (Levitt., 1980). Les mécanismes de tolérasoat trés complexes et refletent
l'intégration de variétés de réponses a différamteaux d’organisation. Deux types de
mécanismes d’adaptation sont principalement corésgdde mécanisme d’évitement et le
mécanisme de tolérance. Toutefois, aucune de aggies ne peut étre considérées a elle
seule en tant que base pour les programmes detiegledans la mesure ou c'est la

combinaison de ces deux mécanismes qui conférplarige son aptitude a la tolérance.

Etudier l'interface reliant 'aspect moléculaiuthant I'expression des génes réagissant au
stress et I'aspect physiologique et biochimiqueladeéponse des plantes est crucial. Cela
permettra de transformer les données recueillieapgtication pratique, afin d’améliorer la
production céréaliere malgré les conditions lintéan(Bruce eal., 2002 ; Suprunova etl.,
2004).
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Pour mettre en évidence les réponses des diff&rgatetés de blé dur (locales et introduites)

testées, un stress hydrique a été induit par :

- Application de différentes concentrations de pttyléne glycol PEG-6000, polymére de
haut poids moléculaire, utilisé pour simuler I'efféun stress hydrique sur les plantes (Erdei
etal., 2002 ; Kocheva etl., 2003; Balock edl., 2012).

- Application d’'une période de stress hydrique itelypar I'arrét d’arrosage des plantes

pendant deux semaines.

- Plusieurs paramétres biophysiques, physiologigidsiochimiques (Température foliaire,
conductance stomatique, Taux de chlorophylle, temelative en eau etc) ont été utilisés
comme des indicateurs afin d’élucider I'effet dtess hydrique et I'état physiologique des

plantes.
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Résultats

1. Effet du déficit hydrique osmotique induit par le polyéthylene glycol-6000 sur le
processus de germination

1.1. Capacité de germination des graines

Le présent essai a pour but, d’étudier les effetdadquantité d’eau disponible, pendant la
phase germinative des graines des différentestearae blé dur testées. Les pourcentages
finaux de la germination, comparativement au cdetrdiminuent au fur et & mesure que le
potentiel osmotique augmente. L'ampleur de ceitaimlition varie selon les variétés
(Figure.14.). L’émergence de l'axe de la tige n&s gté observée chez toutes les graines

ayant germees.

L'analyse des mesures effectuées montre un effetedsif du stress hydriqgue osmotique,
induit par le PEG-6000 sur le taux de germinatiea dgraines. En moyenne des sept variétés
étudiées, le taux de germination est réduit de94Z® pour toute augmentation de la
concentration en PEG (Figure.13.). L’effet striegdrique et I'effet variété sont significatifs,

ainsi que l'effet interaction (Génotype x Traiterdifableau.5.).
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Figure.13. Effet des différentes concentrations de PEM®6Gur le pourcentage de
germination des graines (moyenne des sept vadétég dur testées).

Ces résultats confirment I'effet du PEG-6000, sutaux de germination des variétés de blé
dur étudiées, mais aussi une différence de seitsil@htre génotypes vis-a-vis de cette

contrainte. Certaines variétés se montrent plasilsies a mesure que la concentration du
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PEG-6000 augmente, alors que d’autres y réagisskativement a moindre mesure. En effet
les variétés0Z et B ont montré un plus haut potentiel de germinatioa.pourcentage de
germination cheDz est de 96%, 85%, 66% respectivement a OMPa, -0e68iR1,2MPa.
Chez la variété B, il était respectivement de 93&%%MPa, de 86,83% a -0,6MPa et de
63,96% a -1,2MPa (Figure.14.). Globalement les t@exdiminution enregistrés a -0,6MPa

sont plus faibles que ceux enregistrés a -1,2MPa.
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Figure.14. Evolution de la capacité de germination soomsdition controle (C) et sous
différentes conditions de stress hydrique (PEG-6020% et a 20%) chez les variétés de blé
dur étudiées. Les valeurs constituent les moyergiegh=3).

Tableau.5. Carrés moyens de I'analyse de variance du patage de germination, apres 24h

(G24), aprés 72h (G72) et le pourcentage de getimménal (G%) des variétés de blé dur
testées.

Parametres
Facteurs G24 G72 G
Génotypes (G) 28,319 586,549 360,967
Traitement hydrique (T) 9918,893 21030,505" 9407,606"
Interaction (G x T) 28,319 120,081 81,019

ns : effet non significatif, * : effet significatif<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,0%>* :
effet trés hautement significatif p<0,001.
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1.1.1. Taux de germination apres 24h et apres 72h

Le taux de germination estimé aprés 24h, est cérésicbmme étant plutot élevé en condition
contréle (OMPa) avec une moyenne de 37%. Par ojpposie taux de germination estimé a
ce moment, en condition stressante et ce quellesgida concentration du PEG, est de 0%.
Le taux de germination en condition contréle sexeoétre variable entre génotypes. Ainsi, la
varietéB17 a présenté le taux le plus élevé avec 45% et li@téaou a présenté le taux le

plus bas avec 30% (Tableau.6.).

Tableau.6. Taux de germination aprés 24h (%) sous comdaantrole (OMPa) et en présence

de PEG-6000 (-0,6MPa et -1,2MPa).

Génotypes/Traitements OMPa -0,6MPa -1,2MPa
W 31,66+1,88 0 0
B 40,00+0,00 0 0
o4 40,66+1,15 0 0
DK 35,66+1,15 0 0
GGR 40,00+0,00 0 0
Bou 30,33+1,75 0 0
B17 45,16+1,52 0 0
moy 31,66 0 0

Les valeurs constituent les moyennsbt

Tableau.7. Taux de germination aprés 72h (%) sous comdadantrole (OMPa) et en présence
de PEG (-0,6MPa et -1,2MPa).

Génotypes/Traitements OMPa -0,6MPa -1,2MPa
W 90,10+1,35 45,00+1,00 23,35+0,84
B 93,50"+1,32 60,00+1,50 43,98+1,45
o4 96,00+1,80 60,66+0,57 46,66+1,52
DK 92,00+1,80 55,08+0,86 34,3%0,52
GGR 91,16+2,02 30,68+1,05 22,68+1,52
Bou 90,66+2,51 30,38+1,52 23,35+1,15
B17 92,00+2,29 45,00+0,75 25,00+1,02
moy 92,20 45,00 31,33

Les valeurs constituent les moyenngbt
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Suite a I'écoulement de 72h, le taux de germinatioregistré atteignant les 90% est détenu
par le génotyp®Zz a une pression de OMPa. Comparativement a uneiqgmess -0,6MPa, le
taux le plus élevé est de 60% clieet OZ tandis que le taux le plus bas est de 30% G&R

et Bou (Tableau.7.). Concernant le traitement a -1,2MPdelvalle des valeurs enregistrées
se situe entre 40% et 21% (Tableau.7.). A ce nideastress, le taux est plus influencé par le
potentiel osmotique. Les concentrations croissatitePEG-6000 ont tendance a retarder le

temps de germination.

L’'analyse de variance confirme l'effet significattfu stress osmotique sur le taux de
germination, aussi bien apres 24h qu'apres 72hpd'skon. Il en est de méme pour l'effet
génotype et l'effet interaction (Génotype x Traitt) (Tableau.5.). Ce qui suggére que la
pression osmotique appliquée a un effet négatifédnisant les pourcentages de germination.
Les difféerances observées entre variétés dépemtetiintensité du stress, ceci en fait un

parametre sensible au déficit hydrique osmotique.

1.2. Evolution des longueurs racinaires (LR)

La longueur des racines peut étre considérée coummmportant critére de tolérance a la
sécheresse. Les variétés développant un systemairadmportant possedent une meilleure
aptitude a pomper I'eau se trouvant en profondeargui leur permet de mieux tolérer
certaines périodes séches. Les longueurs ragnaglevées different entre les variétés
testées.

En condition controle a OMPa, les longueurs somhmises entre 11,9cm, comme valeur
maximale détenue par le génotypeR et une valeur minimale de 8,43cm clBer. Suite a
I'application d’'une pression osmotique de -0,6MIBa,valeurs enregistrées alors varient entre
6,3cm et 3,03cm respectivement cl@z et chezBou. A -1,2MPa, les longueurs racinaires

accusent une baisse plus importante avec une valeygnne de 1,13cm (Figure.15.).

Les résultats de I'analyse de variance montrentdiffi@rence significative pour I'effet stress,
ainsi qu’un effet génotype significatif. Toutefdimteraction (Génotype x Traitement) n’est
pas significative. Ce qui implique que les diffézes variétales observées sont indépendantes
de la concentration en PEG-6000 (Tableau.9.).
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Les longueurs racinaires diminuent de -0,458cm pawte augmentation de la concentration
en PEG. Le modéle linaire a la forme suivante : [ER] = -0,458cm [PEG] + 10,07 R
0,933.
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Figure.15. Evolution de la longueur racinaire sous caooditontrdle (C) et sous différentes
conditions de stress hydrique (PEG-6000 a 10% 20%) chez les variétés de blé dur
étudiées. Les valeurs constituent les moyen8Bsth=3).

1.3. Evolution des longueurs foliaires (LF)

Les résultats de I'analyse de variance des longueliaires indiquent un effet génotype et un

effet stress hydrique osmotique significatif, alguge I'interaction ne I'est pas (Tableau.9.).

Ceci suggere que les difféerences observées enigésmsont indépendantes de l'intensité du
stress. Les plus grandes valeurs sont observéesveau du traitement a OMpa tandis que les

valeurs les plus basses (voir une inhibition ttatat observées pour le traitement -1,2MPa.

L’émission des feuilles suite a la germination @siciale pour le développement des jeunes
plantules qui deviendront alors autotrophes. Enditmm standard a OMPa, les longueurs
observées a l'issue de I'expérimentation varietiteeh3,16cm pouB17 et 10,8cm pouw.

La longueur moyenne est de 5,33cm a -0,6MPa-ERMPa elle est de 0,25cm, en notant

gue chez la majorité des génotypes elle est edadend Tableau.8.).

Les longueurs foliaires diminuent de -0,594cm goute augmentation de la concentration en
PEG. Le modéle linéaire a la forme suivante : La][e -0,594cm [PEG] + 11,85 R 0,939.
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Tableau.8. Evolutions des longueurs foliaires (cm) sousddion contréle (OMPa) et en
présence de PEG (-0,6MPa et -1,2MPa).

Génotypes/Traitements OMPa -0,6MPa -1,2MPa
W 10,8041,31 3,004,11 0

B 12,164,51 6,500,95 0,859,22
0oz 12,734,44 7,404,01 0,920,41
DK 12,0342,35 5,904,11 0

GGR 13,0042,58 5,860,92 0

Bou 11,104,76 2,934,00 0

B17 13,1640,96 5,760,97 0

moy 12,14 5,33 0,25

Les valeurs constituent les moyenngbt

Tableau.9. Carrés moyens de l'analyse de variance desuéang foliaires (LF), des
longueurs racinaires (LR) et du nombre de raciNgB) des variétés de blé dur testées.

Parametres
Facteurs LF LR NRB
Génotypes (G) 7,697 6,442 3,140
Traitement hydrique (T) 747,208 443,667 99,524~
Interaction (G x T) 2,101 1,761° 0,288

ns : effet non significatif, * : effet significatif<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,0%>* :
effet trés hautement significatif p<0,001.

1.4. Rapport des longueurs racinaires sur les longurs foliaires (LR/LF)

Le rapport longueur racinaire sur la longueur fotiavarie en condition non limitante entre
0,92 chezDK et GGR et 0,72 chez B (Tableau.10.). En conditions stetes ce rapport
augmente avec la concentration du PEG-6000, a {a6M atteint un maximum de 1,31
(Tableau.10.). Ce qui implique que la partie aéngeast plus sensible a I'effet du PEG-6000
gue la partie racinaire. L'effet du stress hydrigiexprime par son incidence sur le pouvoir
expansif des feuilles dont la croissance est pimdtde en raison de la diminution de
I'absorption de I'eau par les racines.
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Tableau.10. Ratio longueur racinaire sur longueur foligltR/LF).

Caractérisation de la réponse au stress hydrique chez quelques

Génotypes/Traitements OMPa -0,6MPa -1,2MPa
W 0,9140,01 1,316,18 -

B 0,7241,35 0,739,02 1,910,04
0z 0,8340,05 0,8496,01 1,910,05
DK 0,9240,08 0,909,11 -

GGR 0,9240,10 1,000,02 -

Bou 0,7640,06 1,030,09 -

B17 0,8540,05 1,016,02 -

moy 0,84 0,97 1,91

Les valeurs constituent les moyenngbt

1.5. Nombre de racines (NBR)

Les variations du potentiel osmotique induisenimgiortantes réductions du nombre de
racines par génotype testé. L'analyse de variandegue que linteraction (Génotype x
Traitement) est significative (Tableau.9.). Glolnaéamt, les résultats obtenus indiquent la

présence de variations dans le nombre de racineswgs a travers les différents traitements

hydriques.
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Figure.16. Evolution de la longueur racinaire sous condittomtrole (C) et sous différentes
conditions de stress hydrique (PEG-6000 a 10% 20%) chez les variétés de blé dur

étudiées.
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En condition contréle (OMPa) le nombre de racirester plus élevé avec une moyenne de 5
racines par plantule. En condition stressante, bsemwe des systémes racinaires moins
ramifiés et moins développés. A une pression ogmuetde -0,6MPa, les génotypes exhibent
des valeurs qui oscillent entre un maximum de fhesccontre un minimum de 2 racines par
plantule (Figure.16.). A -1,2MPa, le nombre desnex se limite a 2 racines par plantule
(Figure.16.).

Discussion

Le processus de germination constitue l'une depestaclés de la croissance et du
développement des plantes. La qualité d'élaboratian rendement dépend du bon
déroulement de cette étape (Aleaiabt 2010, Khayatnezhad etl.,, 2010). Cette phase
physiologique correspond a la transition de la phde vie latente de la graine seche a la

phase de développement de la plantule (Anzadh,2006).

La tolérance a la sécheresse pendant la phaserahéngtion constitue un critere important,
pour I'évaluation de I'aptitude des variétés dedué a tolérer un déficit hydrique, durant leur
premiere phase de développement. Le procédé demgdion consiste en une prise d’eau par
la graine (imbibition) puis d'une élongation dertibryon menant au final & I'apparition des
radicules (Bewley atl., 1997).

Selon nos résultats, plus la concentration du P&@-&ugmente plus le pouvoir germinatif
diminue. Les différences observées quant a la daépde germination en présence des
différentes pressions osmotiques peuvent s’expligae le fait que le PEG agit comme un
agent osmotique, abaissant le potentiel hydriquerdiieu. Une baisse du potentiel hydrique
du milieu extérieur entraine des difficultés, vainéme une inhibition de la prise d’eau par la
graine qui se répercute alors, sur le processumrdjétion de la radicule. Cette faible

hydratation a pour conséquence un faible taux dalyde des réserves nutritives.

Khayatnezhad et Gholamin., (2011) ont noté un ¢fiet marqué du PEG sur la capacité de
germination des graines de blé dur comparativeragnt Nacl, méme a des pressions
osmotiques équivalentes. De plus le pourcentaggetmination tend a diminuer avec
I'élévation du potentiel osmotique du milieu. Sel¥ang etal., (2009) une plus grande

réduction du pourcentage de germination a été wésea des pressions osmotiques
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supérieures a -0,6MPa chez des graines d'épicé&hiwe. Des effets similaires sur la
diminution de la capacité de germination en présate PEG ont été rapportés chez : le blé
(Jajarmi., 2009), le mais (Khayatnezhaalet 2010), le cotonnier (Kouakou &k, 2008),
I'arganier (Tazi etl., 2003) et le millet (Radhouan., 2007).

Selon Ndaur et Danthu., (1998) les différerg&sotypiques observées, s’expliquent par le
fait que la germination étant contrélée aussi lpandes caractéristigues génotypiques que
par les conditions environnementales. La germinatnsi que I'émergence des racines en
conditions de stress osmotique sont révélatrices) gotentiel génétique de tolérance au

déficit hydrique au moins a ce stade de développeme

Le stress hydriqgue osmotique imposé a provoquérénhection de la longueur et du nombre
des racines, d’'autant plus importante que le stestssévere. Cette réduction peut étre
conséquente a un arrét de la division et de I'@ting cellulaire au niveau des racines
(Fraseur., 1990). Ceci entrainant une sortegiefitation du systéme racinaire, permettant
aux plantes d’entrée dans une ‘vie ralentie’, pbtdraent dans I'attente de conditions plus
favorables (Vartanian., 1973). La sécheresse eetrane réduction du potentiel hydrique
autour des racines rendant ainsi I'assimilationl’dau difficile (Bonhert et Shaveneva.,

1998). Une assimilation qui se trouve étre direeteiriée au degré de développement du
systeme racinaire (Richard et Passioura., 1989)uetse répercute également sur le bon

développement du systeme végétatif des plantes.

Des effets similaires concernant I'impact du PE® Ilsudéveloppement racinaire ont été
rapportés, notamment par Ahmadakt (2009) a une concentration en PEG s’élevant?a. 20
Azarnivand efal., (2007) ont constaté une nette diminution deotgglieur des racines a une
pression de -1,2Mpa chez les graines d’armoiss. &geurs mettent en relief, un effet
négatif tres remarquable du stress hydrique, p&HE& sur la croissance de la racine. Selon
Zandi Esfahan eal., (2013) il existe une corrélation négative erleniveau de stress

hydrique appliqué et le pourcentage de germinationsi que la longueur des racines.

La longueur foliaire a également été influencéelpareffets du PEG-6000. On observe une
diminution plus marquée de la longueur du coléeptinsi que de la longueur foliaire lorsque
le déficit hydrique est d’autant plus élevé. Uressr hydrique durant le stade jeune plantule
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peut inhiber le développement du coléoptile (Boebadt Ymada., 1995). Selon Moud et
Maghsoudi., (2008) un faible taux de croissancecdi¢optile est associé a une faible
aptitude a I'osmorégulation. De méme qu’un steEsgre peut aussi entrainer un arrét total

du développement foliaire.

Le rapport des longueurs racinaires sur les longudaliaires a augmenté avec la
concentration du PEG-6000, indiquant ainsi une ghande sensibilité de la partie aérienne.
En effet, une diminution de la pression osmotique rdilieu extérieur va empécher
I'absorption de I'eau par le systéme racinaire.i@gant pour conséquence une réduction de
la croissance de l'appareil végétatif comme l'ompporté Tazi etl., (2003). Des effets
similaires ont été remarqués concernant une plasdgr diminution de la croissance de la
partie aérienne en présence de PEG chez l'orge af@um., 2007), ainsi que chez le
cotonnier (Kouakou edl., 2008). Selon Bowley et Black., (1994) le défltydrique affecte
négativement la croissance végétale. La diminudeiha croissance de la partie aérienne peut
s’accompagner d’'une réduction au niveau de la mtoolu des feuilles (Tazi edl., 2003).
Harrouni etal., (1995) corroborent ces observations et expligee la croissance végétale
et donc I'expansion des feuilles peut étre séveneraffectée par le stress. Un effet qui
s’exprime par un ralentissement progressif puisdeaple la croissance primaire, puisque le
déficit hydrique réduit la turgescence et, par éguent, le pouvoir expansif des feuilles.

La présence de variations dans les attributs plogggques en réponse a I'induction du stress,
représente un phénoméne communément observé eétpewgn accord avec le degré de

tolérance de la plante (Georgeagt 2013).

62



Chapitre 3 Caractérisation de la réponse au stress hydrique chez quelques
variétés de blé dur

2. Effet du déficit hydrique osmotique induit par le polyéthylene glycol-6000

2.1. Evolution de la température foliaire

La température foliaire figure au rang des paragsélriophysiques les plus utilisés pour la
détection du stress hydrique. En conditions nonitdimes, les températures foliaires
observées, chez I'ensemble des variétés étudiggscgnsidérées comme étant relativement
basses. De plus on ne décéle pas de distincticableoentre les différentes variétes, les

valeurs observées sont quasi équivalentes et dieroéne (de 17.6 °C a 18.7°C).

En conditions limitantes, on observe une augmemntatie la température foliaire, mais qui
reste tout de méme modérée. La encore, on ne ramaas de différence trés prononcée
entre variétés. Apres trois jours de stress a oneentration de 10% de PEG-6000, la valeur
maximale était de 21.7°C chez7. Apres cing jours de stress, elle atteint les Z3.Zhez
Bou (Figure.17.). Quant au traitement a 20% de PEG-6680valeurs moyennes vont de
22.5°C apres trois jours de stress a de 23°Csaymg jours de stress. Bien que la contrainte
hydrique osmotique imposée ait entrainé a la ficltlgue traitement une augmentation des
températures foliaires, par comparaison aux placaesrélées, cette augmentation reste tout
de méme peu marquée. On constate que I'écare kgrtempératures foliaires des plantes
témoins et celles des plantes stressées, demehle dae ce soit en fonction du traitement

appligué au PEG-6000 ou en fonction de la durésodeapplication (Figure.18.).
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Figure.17. Effet de la durée d’exposition au PEG a 10% lsutempérature foliaire
(moyenne des sept variétés étudiées).
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Figure.18. Variation de la température foliaire des septétad de blé dur étudiées en
fonction de la durée d’exposition (en jours) au PEG0%.

Au terme de l'application du stress osmotique,dlsige de variance révele des différances
significatives pour I'effet traitement, I'effet gétype et I'effet durée (Tableau.11.). Par contre
I'effet interaction (Génotype x Traitement), (Géypmet x Durée) et (Génotype x Traitement x

Durée) n’est pas significatif (Tableau.11. et Eall.13.). Ceci implique que les différences
observées sont indépendantes de la concentratiBE@ret de la durée d’exposition.

2.2. Evolution de la teneur en chlorophylle total¢SPAD index)

La variation du taux de chlorophylle apporte égaetmune information, concernant le
comportement des différentes variétés, vis-a-vi$application du stress osmotique par le
biais du PEG-6000. Ce parametre constitue un boticdateur des performances

physiologiques des plantes.

Sous condition de bonne alimentation hydrique, ote que les teneurs en chlorophylle
totales ou index SPAD ne varient pas de maniémsidérable, pour I'ensemble des
génotypes testeés, a I'exception de la vamétéqui présente la plus faible valeur. Les valeurs
observées oscillent entre un maximum de (42 uSED) enregistré chez la variég) et

un minimum de (36 unités SPAD) enregistré chaaf&té oK) (Figure.19.).
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Figure.19. Evolution du taux de chlorophylle sous comditcontrole (C) et sous condition de
stress hydriqgue osmotique (10% et 20% de PEG) ifi€sehtes variétés de blé dur durant
trois jours. Les valeurs représentent les moyemB&s n=3.

Le déficit hydriqgue osmotique affecte significativent la teneure en chlorophylle. En effet,
on note que suite a lI'application de la contraimyerique, le contenu en chlorophylle des
feuilles baisse chez les plantes stressées. Amiggours de déficit hydrique par traitement
au PEG-6000 sous une pression osmotique de -0,6fP@léve une diminution du taux de
chlorophylle par rapport aux contréles (Figure.199ne réduction qui tend a s’accentuer
apres cing jours de stress. Les valeurs minimalesgestrées sont de 38.3 unités SPAD et
36.9 unités SPAD respectivement. Un traitemenPBG-6000 a -1,2MPa induit une plus
grande réduction du contenu en chlorophylle, ldsura passent de 35.9 unités SPAD aprés
trois jours de stress a 34.6 unités SPAD apnég jgurs de stress (valeurs moyennes).
Toutefois, la réduction du contenu en chlorophdliféere entre variétés, dans la mesure ou
elle n'accuse pas les mémes écarts pour chaquétézakies variété®K, GGR et Bou ont
tendance a présenter les valeurs les plus bassegéduction qui est d’ailleurs plus marquée
a mesure que l'intensité du stress ainsi que la@eddfexposition augmentent (Figure.20.).
Tandis que les variét&x etB présentent les taux de réduction les plus faibles.
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Figure.20. Effet de la durée d’exposition au PEG a 10% sualx de chlorophylle (SPAD
index) des sept variétés de blé dur étudiées.

Le taux de chlorophylle estimé par l'index SPADdique qu’il existe une différence
significative dans la variation du taux de chlorgf#h entre les plantes témoins et les plantes
stressées. Le stress osmotique a -0,6MPa, de mémeceui a -1,2MPa, influence
significativement les teneures en chlorophylle (€ab.11.). Les variétés étudiées possedent
un plus grand degré de sensibilité au stress ogonef -1,2MPa avec un taux de réduction
de (-1,245) contre (-0,744) a -0,6MPa. L'étudd’u¢eraction (Génotype x Durée) indique
gue le taux de chlorophylle diminue significativathen fonction de la durée d’exposition au
PEG (Tableau.11., Figure.20.).

2.3. Evolution de la matiere seche

En conditions contréles, la teneur en matiere seshesignificativement plus importante en
comparaison aux conditions stressantes. L'intevact{(Génotype x Traitement) est
significative, de ce faite les variétés differeand leur réponse vis-a-vis du stress hydrique
pour ce parameétre. Il est en est de méme pourdpanse vis-a-vis de la durée d’exposition,
interaction (Génotype x Durée) significative (Tahlell.) ainsi que de [linteraction

(Génotype x Traitement x Durée) (Tableau.13.).

L’application de la contrainte hydrigue osmotiquerdrainé une réduction du poids sec. Le
pourcentage de réduction du poids sec enregistz lels plantes stressées n'a pas été affecté
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de maniére similaire pour les deux traitementsffétedu PEG-6000 s’est traduit par une
augmentation significative du taux de réductionadmatiére seche aérienne et racinaire. Les
résultats obtenus montrent une différence dansitisgsec des parties aériennes et racinaires.
Ce poids varie en fonction des variétés. Selorse de Newman et Keuls au seuil de 5% la
varietéGGRse classe en premier avec la plus importante vdleunatiere seche avec 13,99,
la derniere valeur a été donnée par la vaBéteavec 7,89 a -0,6MPa et par la variBi&
avec 6,06g a -1,2MPa. Ces résultats restent esrdscavec ceux de Zhangadt, (2003) et
Bousbaa., (2006) et indiquent que plus le stresediesévere, plus la production de matiere

seche ralentit.

2.4, Evolution de la teneur relative en eau

En condition optimum de bonne alimentation hydrigoa ne décéle pas de différences
notables concernant les valeurs de la teneurvelati eau des feuilles (RWC, Relative Water
Content) relevées chez les génotypes testés. @aigmepresentent des valeurs de I'ordre de
(90,03% a 95,6%) durant la période expérimentalgu(E.21.). Ces valeurs restent
compatibles avec un statut de plantes non stres$émsvarient pas de maniere trés marquée

entre géenotypes.

On observe une diminution de la teneur relativeam des feuilles suite a I'application de la
contrainte hydrique osmotique. Au terme de troisrgode stress a -0,6MPa, la TRE varie
entre 89% et 81%. Apres cing jours de stress, |& WBrie entre 85% et 77%. Suite a
'application d’'une pression osmotique de -1,2MBairptrois jours, les valeurs des TRE se
voient varier entre un maximum de 78% clagzet un minimum de 71% chezGR Une

diminution qui a tendance a augmenter apres ciagjde stress, avec un maximum de 76%

chez la variét® et un minimum de 58% chez la variété Bou (Figurg.2
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Figure.21. Evolution de la teneur relative en eau sousdition controle (C) et sous
conditions de stress hydrique osmotique (10% et @86%EG) des différentes variétés de blé
dur durant cing jours. Les valeurs représententiegennes $D, n=3.

L’application d’une contrainte hydriqgue osmotiquaa pddition de PEG-6000 entraine a la fin
de chaque traitement, une baisse significativel@Ris chez I'ensemble des génotypes, mais a
des degrés variés.

Tableau.11. Carrés moyens de I'analyse de variance denleut relative en eau (TRE), du
taux de chlorophylle (SPAD index), de la tempémtfoliaire (Tf) et de la matiére seche
(MS) des variétés de blé dur testées a OMPa e6MFa et mesurés a trois dates.

Parametres
Facteurs TRE SPAD index Tf MS
Génotypes (G) 27,451 19,436 1,609" 6,074
Traitement hydrique (T) 264,076 79,8427 196,625 26,846
Durée (D) 1324,280 52,807 101,136" 15,657
Interaction (G x T) 21,532 5,794 0,073" 1,511
Interaction (G x D) 11,154 4,042 0,128" 1,106

ns : effet non significatif, * : effet significat{p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,0%?* :
effet trés hautement significatif p<0,001.
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L’analyse de variance a révélé des différencesifgigtives concernant I'effet interaction
(Génotype x Traitement) et (Génotype x Durée) [@anll.).Ainsi le stress osmotique
affecte significativement la diminution de la teneelative en eau et ce pour les deux
traitements. La teneur relative en eau a été afayilus faible que le stress hydrique a été
plus sévere et plus prolongé. Autant la variabilijénotypique que l'effet interaction
(Génotype x Traitement) observés dans notre étunler ge caractére trouvent leur
confirmation dans différents travaux antécédergtorsMolnar etal., (2004) un traitement au
PEG entraine une diminution des TRE, une diminution devient plus accentuée a des
pressions osmotiques supérieures a -0,7MPa. Poparm@netre I'interaction (Génotype x

Traitement x Durée) est également significativeb{éau.13.).

2.5. Détection et évolution de quelques parameétrésochimiques

2.5.1. Evolution des teneurs en sucres solubles

Les teneurs en sucres solubles augmentent sighiBozent avec le degré du stress imposé
chez les génotypes étudiés. Les valeurs enregistia@@ent d’une maniére prononcée entre

génotypes et entre traitements.

En conditions contréles, les plantes témoins adfithdes teneurs en sucres solubles plutot
basses et variables. La vari@é7 présente I'accumulation en sucre la plus basse avec
10,6u9/100mg de MF, par opposition a I'accumulation laspélevée, enregistrée cheau
avec 19,ag/100mg de MF.

Sous une pression osmotique de -0,6MPa apres jmais de stress, on observe une
augmentation des teneurs en sucres solubles, iété/aou enregistre la plus faible valeur
avec 26,5g/100mg de MF, alors que la variéi& enregistre la valeur la plus élevée avec
45,519/100mg de MF. Apres cing jours de stress, laurabeinimale passe a 3§,/100mg

de MF tandis que la valeur maximale passe@A®0mg de MF (Figure.22.). Le traitement
au PEG-6000 a -1,2MPa accentue cette augmentagisrtesheurs en sucres solubles. Les
valeurs moyennes observées sont de|83190mg de MF, aprés trois jours de stress et de
48,1ug/100mg de MF aprés cing jours de stress (Figune.22accumulation en sucres

solubles chez les plantes stressées a été pluséafigar le déficit osmotique a -1,2MPa.
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L’effet de la pression osmotique a ce niveau stextuit par une hausse significative, plus
accentuée du taux d’accumulation des sucres seludheparticulier pour certains génotypes.
En effet, les teneurs en sucres solubles variefiration des variétés. Ces teneurs atteignent
des proportions plus élevées cimez B etOz, variétés présentant une plus grande capacité a

accumuler les sucres (Figure.22.).
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Figure.22. Variation de la teneur en sucres des sept varigtdsdé dur étudiées en fonction de
la concentration en PEG (0, 10 et 20%) sur uneeddeécing jours.

Tableau.12. Carrés moyens de I'analyse de variance denkur en sucre (Suc) des variétés
de blé dur testées a OMPa et -0,6MPa et mesurées aates.

Facteurs Teneur en sucres
Génotypes (G) 62,561
Traitement hydrique (T) 2339,727

Durée (D) 1956,039
Interaction (G x T) 86,626

Interaction (G x D) 74,025

ns : effet non significatif, * : effet significatif<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,0%>* :
effet trés hautement significatif p<0,001.
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Tableau.13. Carrés moyens de l'analyse de variance, pboterction (Génotype X
Traitement x Durée, de la teneure relative en @RE], de la température foliaire (Tf), de la
teneur en chlorophylle (SPAD) de la matiére sedi8)(et de la teneur en sucres solubles
(Suc) des variétés de blé dur testées.

Paramétres
Facteur TRE Tf SPAD Suc MS
Génotype x Traitement x Durée 16,12 0,11¢ 0,67* 35,27 0,28

(GxTxD)

ns : effet non significatif, * : effet significatif<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,0%>* :
effet trés hautement significatif p<0,001.

L’'imposition des différents traitements au PEG-608@raine une augmentation des teneurs
en sucres solubles. Cette augmentation est plugu@@ra une pression osmotique de -
1,2MPa. Fait également rapporté par MohammadkhaHie&lar., (2008) qui ont noté que
'accumulation des sucres solubles au niveau dafiefe est beaucoup plus accentuée a des
pressions osmotiques excédant les -0,47MPa. leétdd linteraction (Génotype x
Traitement) et (Génotype x Durée) est significative qui signifie que les différences entre
variétés dépendent aussi bien de la concentratid?E€5-6000, que de la durée d’exposition
(Tableau.12.).

2.5.2. Profils électrophorétiques 1D SDS-PAGE desgiéines thermostables foliaires

Dans l'optique de mieux comprendre les bases mialiées de la protéomique de la tolérance
a la sécheresse, des analyses en 1D-SDS-PAGE éntéglisées ; en ayant pour but
l'identification des profils d’expression des piiois thermostables impliguées dans la
réponse au déficit hydrique. Les protéines theraiides ont été extraites a partir des feuilles
de plantes contréles et de plantes stresséeggesaiec 10 et 20% de PEG-6000 durant 3 et
5 jours.

Les profils protéiques révélent des differencesecies conditions contrdles et les conditions
de stress hydrique induites par le PEG-6000. Géwhaht les cultivars étudiés présentent un
pattern relativement similaire, & savoir que I'anclation des protéines thermostables
augmente au niveau des feuilles, de 'ensemblealedtés testées en présence de PEG-6000.
Toutefois, il existe des differences en terme dinsité et de bandes protéiques révélées. Un
total de 114 bandes protéiques, tous traitementfondus, ont étaient révélées avec des

masses molaires allant de 14 & 106.8KDa.
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En conditions standards, les protéines thermostgBlelN) s’accumulent a moindre mesure,
comparativement aux conditions stressantes; ufiérelifce qui englobe également I'intensité
des bandes révélées. Parmi les protéines thernestaliservées, la protéine de faible poids
moléculaire de 14KDa, exhibe une intensité plusédeau niveau des feuilles des plantes
stressées, plus particulierement chez les vangtésB (Figure.23.A). Une observation qui se
trouve étre en accord avec celle de Vaseval.et(2010). De plus l'intensité des bandes
protéiques révélées entre 66 et 24KDa ainsi queeR@ et 14KDa, apparait comme ayant
augmentée chez les plantes stressées. Ces derméras lorsqu’elles sont détectées chez les
contrbles, elles sont d’'une intensité beaucoup falilnde.

Les bandes protéiques observées ont été déteaigdsrme de trois jours d’exposition au
PEG-6000 a 10% et deviennent plus marquées chéines variétés telles que apres
addition de 20% de PEG-6000. Apres cing jours mbsition au PEG-6000, on note
'accumulation de 14, 16, 17, 21, 26, 46,60, 6&&¥ chezB, mais aussi 'accumulation de
26, 28, 29, 30, 33, 45, 85, 101, 106KDa (PM) chliemsemble des génotypes testés
(Figure.23.). Considérant les deux niveaux de sti@s note I'accumulation de 14, 16, 17, 18,
20, 21, 22, 23, 26, 27, 28, 29,30, 41, 44, 45, 9%, 68, 69, 84, 85, 106KDa (PM)
(Figure.23.A.B.C.D.). Ces protéines sont détectékrez B a partir du troisieme jour
d’application du stress, alors qu’elles n'appaeissvoire pas du tout, qu'aprés cing jours de
stress cheaV, DK, GGR, B17 et BouDe plus en condition de stress sévere, le norabre
l'intensité des bandes protéiques révélées dimincamsidérablement pour certaines variétés
telles queB17, GGR et Bou.

(4]

Figure.23.A. Profil en 1D SDS-PAGE des protéines thermostatiesariétés de blé dur extraites a
partir des feuilles, sous différentes conditionssttess(A): (Lignes 1 a 3, B): 1= témoin, 2= PEG
10% 3jours, 3= PEG 10% 5jours. (Lignes 4 a 7, ¥¥):témoin, 5= PEG 10% 3jours, 6=PEG 10%
5jours. (Lignes 7 a 8, W): 7= PEG 20% 3jours, 8€PH% 5jours. (Lignes 9 a 10, B): 9= PEG 20%
3jours, 10= PEG 20% 5joursM:. Marqueur de taille (poids moléculaire en KDa).
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Figure.23.B. Profil en 1D SDS-PAGE des protéines thermostatiéesariétés de blé dur extraites a partir des
feuilles, sous différentes conditions de stréB$. (Lignes 1 a 4, témoins): 1= B17, 2= GGR, 3= DK, Bou.
(Lignes 5 & 8, PEG 10% 3jours): 5= B17, 6= GGRPK; 8= Bou.

Figure.23.C. Profil en 1D SDS-PAGE des protéines thermostatiesariétés de blé dur extraites a partir des
feuilles, sous différentes conditions de stré¢€3: (Lignes 9 a 12, PEG 10% 5jourS) B17, 10= GGR, 11= DK,
12=Bou (Lignes 12 a16, PEG 20% 3jour$$= GGR, 14= B17, 15= Bou, 16= DK.
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Figure.23.D. Profil en 1D SDS-PAGE des protéines thermostatdesariétés de blé dur extraites a partir des
feuilles, sous différentes conditions de stréB3: (Lignes 17 a 20, PEG 20% 5 jour$y= B17, 18= GGR, 19=
DK, 20= Bou.

Nos résultats indiqguent que [I'expression des pmeti thermostables foliaires est
génétiguement régulée, en étant dépendante asladda concentration en PEG, de la durée

d’exposition ainsi que des différences génétiquéstantes entre génotypes.

3. Effet du déficit hydrique induit par I'arrét de l'arrosage

3.1. Evolution de la conductance stomatique

Les mesures effectuées, a I'aide du promettre fasitih de vapeur d’eau représentent les
valeurs de la résistance stomatiqug, @ette derniere est inversement proportionnella a
conductance stomatiques(gCeci implique que plus les valeurs de la résise stomatique

seront élevées, plus les valeurs de la conductnogatique seront basses.

En condition non déficitaire, les différentes ve@présentent des conductances stomatiques
supérieures a celles des plantes stressées s@atlléur aptitude a effectuer une transpiration
favorable en raison d’'une bonne alimentation hydrig-a variété817 présente la valeur la
plus élevée avec (154,66 mmolésn), par opposition & la variéBGR possédant la valeur

la plus faible avec (79,33 mmole’s?).

Au terme de I'application d’'un déficit hydrique deux semaines, la conductance stomatique
des feuilles a baissé pour les plantes stressé@ggrant ainsi une réduction de la transpiration
due au manque d’eau. Les valeurs enregistréesnvamigre un minimum de (19,85 mmole
m?s?) chezGGR et un maximum de (33 mmole¥s") chezOZ. Les plantes soumises a la
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contrainte hydrique réduisent leur conductance atmue, ce qui traduit une fermeture des

stomates, afin de préserver I'eau dans leurs tissésiter leur déshydratation.

La réduction des valeurs de lag)(gliffere d’'une maniére significative entre les igt#s
étudiées. En effet, la comparaison des moyennes @ire I'analyse de variance indiquent
gu’il existe une différence tres hautement sigatie pour I'effet stress, I'effet variété et
I'effet interaction (Génotype x Traitement) (Tahlek4.). Ces différences significatives
indiquent que les variétés testées reagissentrelifidient a la contrainte hydrique, en terme
de réduction de la conductance stomatique. Galmak, €2007), Rizza eal., (2012) ainsi
gue April etal., (2013) ont également rapportés un effet sigaiii du déficit hydrique sur la

diminution de la conductance stomatique.

Tableau.14. Carrés moyens de l'analyse de variance derdductance stomatiques(gles

variétés de blé dur testées.

Traitements Conductance stomatique} (g

Génotypes (G) 1548,914 "

FFE

Traitement hydrique (T) 79784,522

Interaction (G x T) 1225,093"

ns : effet non significatif, * : effet significatg<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01,
**x . effet tres hautement significatif p<0,001.

3.2. Evolution de la température foliaire

Les données recueillies a l'aide du thermometreaintige, pour I'essai sous serre, en
condition de bonne alimentation hydrique révélerg tkmpératures foliaires basses ; mais qui
demeurent plus élevées que celles recueillies pessai en chambre de culture. Les

températures foliaires enregistrées varient erif@2C et 28,3 °C (Figure.24.).

Suite a I'application de la contrainte hydriques l&leurs moyennes enregistrées augmentent
et passent de 26,93°C pour les témoins a 32,54 lgs stressés. Au terme des deux
semaines de stress, on enregistre une tempéra@axanale de 34,4°C pour Bou et une
température minimale de 29,9°C pour OZ (Figure.2le déficit hydrigue a causé une
augmentation significative des températures fagiet son effet differe selon les variétés.

Avec le manque d’eau subit par les plantes en tionditressante, ces dernieres ne disposent
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pas de la méme éventualité de rafraichir leur lewila la vapeur d’eau comme c’est le cas
pour les plantes témoins. Les différences obserpées cette expérimentation sont plus
accentuées que lors de I'expérimentation précéd&w constat pourrait étre lié a l'incidence
de I'ensoleillement et de la chaleur dont les sffeguvent étre plus visibles en serre.

L’'analyse de variance effectuée sur les valeurs tdegpératures foliaires indique des
différences significatives au niveau variété, denmesure ou I'augmentation accusée pour
les valeurs observées n'est pas la méme pour tagesiriétés (Tableau.16.). Des différences
significatives apparaissent également concernaeétaction (Génotype x Traitement), ce qui
implique que les variétés étudiées répondent éiffénent au stress hydrique pour ce

parametre et que leur réponse varie en fonctiostréss imposeé.
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Figure.24. Evolution des températures foliaires sous itmmdcontrole (C) et sous conditions
de stress hydrique (S) des difféerentes variétésldedur. Les valeurs représentent les
moyennes $D, n=3.

3.3. Evolution de la teneur en chlorophylle totale

Le taux de chlorophylle estimé par les valeurs BAIS index indique qu’au terme de la
deuxiéme semaine d’imposition du déficit hydrigleecontenu en chlorophylle a baissé. Par
opposition, les feuilles des plantes controles lexii un taux en chlorophylle élevé. Les
proportions de I'index SPAD différent selon lesigt#s, avec des valeurs moyennes de 40,28
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unités SPAD respectivement pour les témoins etsg@93unités SPAD pour les stressés. Les

varietésB etOZ présentent les valeurs les plus hautes (Tabledu.15

L’écart constaté entre les deux traitements (igiget non irrigué) est significatif
(Tableau.14.). L’analyse de variance révele deferdifices significatives entre traitements et
entre variétés, ainsi le stress hydrique imposé plantes influence leur teneure en
chlorophylle. Dans le calcul des valeurs de SPAdEi, le chlorophylle metre fait appel au
ratio de réflectance entre le rouge (650mm) etriechpe de linfrarouge (950mm). Une
différence significative dans la variation de lacentration en chlorophylle impliquerait que
le niveau de stress hydrique appliqué au cours '@gdrimentation affecte de facon

significative, la réflectance des plantes dangdees longueurs d’onde.

Selon Silva etl., (2007), I'effet du manque d’eau sur la dimioatdu taux de chlorophylle
varie entre variétés en fonction de leur degréoti¥dnce au stress hydrique. Fait appuyé par
diverses études (Guoat, 2009 ; Parwata ei., 2012 ; Bousbaa at., 2013).

Tableau.15. Evolution du contenu en chlorophylle (SPADexgsous condition contréle (C)
et sous condition de stress hydrique (S) des difités variétés de blé dur.

SPAD index

Génotypes/Traitements Controle (C) Stressé (S)
W 40,234,27 35,36,26

B 41,0612,25 37,871,62

o4 41,664,75 38,330,75

DK 35,902,26 33,73%,13
GGR 40,104,89 35,032,17
Bou 39,0641,62 32,291,61
B17 44,004,04 38,660,87
moy 40,28 35,89

Les valeurs représentent les moyeni&3+
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3.4. Evolution de la teneur relative en eau

En condition optimum de bonne alimentation hydriqo@ ne décele pas de grandes
différences, concernant les valeurs de la tendative en eau, relevées a partir des feuilles
des génotypes testés. Ces derniers présententatiegsvde I'ordre de (89,87% a 81,35%)
respectivement pour les varieté6GR et B17 (Figure.25.). Tout comme pour
'expérimentation précédente ces valeurs restentpatibles avec un statut de plantes non

stressées.

Au terme de deux semaines de déficit hydrique, RE Tvarie entre (75,29%) pour le
génotypeB et (60,70%) pour le génotyp817 (Figure.25.). L’application d’une contrainte
hydrique entraine a la fin du traitement, une dirtion significative de la TRE. Toutefois
cette baisse demeure variable, certains génotymeblent étre plus affectés par la contrainte
hydrique, en accusant des pertes considérablesudéurgescence relative. Il se pourrait que
la capacité des plantes a survivre au déficit lnysridépende de leur capacité a limiter les
pertes en eau et a maintenir un statut hydriquerédole, aprés que les stomates aient atteint

leur ouverture minimum.

L’analyse de variance confirme qu'il existe une idintion significative de la TRE des
plantes stressées, suite a l'arrét de l'apport an. €ette réduction differe de facon
significative entre variétés (Tableau.16.). Quahéffet interaction (Génotype x Traitement),
il s’avere tout aussi significatif, ce qui impligugue les variétés étudiées réagissent
differemment au stress (Tableau.16.). Certainegtésr possédant une meilleure capacité a
préserver leur statut hydrique et a limiter lestggede leur turgescence. Ce qui leur confere

une meilleure aptitude a tolérer le stress.
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Figure.25. Evolution des teneurs relatives en eau sous dgonditontrole (C) et sous
condition de stress hydrique (S) des différenta®tés de blé dur. Les valeurs représentent
les moyennesS3D, (n=3).

Ces résultats sont corroborés par ceux rapported'gatres investigations a savoir que ; la
contrainte hydrique entraine une diminution sigaifive de la TRE. Une réduction qui va
dépendre de la sensibilité du génotype vis-a-vistdess (Talame etl., 2006 ; April etal.,
2013 ; Melloul etal., 2014). Selon des études précédentes plus letygpenest tolérant au
stress hydrique, plus il tend a maintenir des TREé&es en conditions déficitaires (Nouri.,
2002 ; Atteya., 2003 ; Parwataadt, 2013).

2.6. Evolution de la conductivité électrolytique

En conditions controles, les variétés étudiées eptést des valeurs de conductivités

électrolytigues comprises dans l'intervalle (13489 11,31%). Des valeurs qui restent plus

faibles que celles observées en condition défieitddes valeurs appartenant a des intervalles
avoisinants ont également été motionnées dansrd&utvestigations et ce en conditions

standards. Les variété®©Z, B) avec des conductivités électrolytiques de (11,8

(11,52%) enregistrent les valeurs les plus bassggectivement (Figure.26.).

Au terme de la deuxieme semaine de déficit hydrigquleiit par arrét d’arrosage, le taux

d’électrolytes augmente chez I'ensemble des variéastées. Cette augmentation est plus
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conséquente chez les variét@, GGR et B1y avec des valeurs maximales de (41,29%,
39,03% et 38%) alors que les variéB2gt DK enregistrent des valeurs minimales de (30,
13% et 31,73%) (Figure.26.). A mesure que le @électrolytes sera éleve, a mesure que
intégrité ou la stabilité membranaire sera faiblea conductivité électrolytique est

proportionnelle au degré de dommage causé a labna@m cellulaire.
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Figure.26. Evolution des conductivités électrolytiques (Ekpus condition contréle (C) et
sous conditions de stress hydrique (S) des diffésewvariétés de blé dur. Les valeurs
représentent les moyenneSDB, (n=3).

L’écart constaté entre les conductivités électiqglgs observées pour les deux traitements
(irrigués et non irrigués) est significatif (Tahlek6.). L'analyse de variance révele des
différences significatives entre traitements, envaiétés, de méme que pour [l'effet

interaction (Génotype x Traitement). Ainsi le strdiydrique imposé aux plantes, influence
leur taux d’électrolytes cellulaires. Une différensignificative dans la variation des taux

d’électrolytes cellulaires, implique que le nivede stress hydrique affecte de maniére
significative la stabilité des membranes cellukides plantes. Farissi et collaborateurs (2013)
ont également rapporté les effets significatifssthess hydrique sur 'augmentation du taux
d’électrolytes cellulaires.
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Tableau.16. Carrés moyens de l'analyse de variance de la terysé foliaire (Tf), de la
teneur en chlorophylle (SPAD index), de la tenatative en eau (TRE) et la conductivité

électrolytique (EL) des variétés de blé dur testées

Parametres
Facteurs Tf SPAD TRE EL
Génotypes (G) 13,527 23,694" 46,069 35,752"
Traitements hydriques (T) 423,669 352,177 3754,864 79784,52%
Interaction (G x T) 8,752" 4,810 31,630° 18,957

ns : effet non significatif, * : effet significatd<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01,
**x . effet tres hautement significatif p<0,001.

50 -
45
40 - o
© 35 - e
(7]
£ 30 -
°
8 25 A
°
()]
5 20 -
x
2 15 -
[
10 - EL = -1,064[TRE] + 105,9
5 R?=0,886
0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Teneur Relative en Eau (TRE)

Figure.27. Relation entre le taux d’électrolytes (EL) eteéaeur relative en eau (TRE) chez
les sept variétés étudiées.

Discussion
La réponse des plantes au stress hydrique est erenpElle refléte lintégration d'un
ensemble de réponse sous-jacente a différents uxvdarganisation, aboutissant a des
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changements morphologiques, physiologiques, biacjies et moléculaires. L'étude de la
tolérance au stress hydrique nécessite I'analysevagations discriminantes pouvant exister

entre variétés, lors de la mise en place de lguomge vis-a-vis de cette contrainte.

Les différentes variétés de blé dur ont été étgdp@air leur tolérance au déficit hydrique, par
le biais d'un ensemble de caracteres morphologjgolegsiologiques et biochimiques. Un
déficit hydrique osmotique par addition de PEG-6@00un déficit hydrique par arrét de
I'arrosage ont été appliqués.

Les résultats mettent en relief une différence efesibilité des différents génotypes étudiés,
vis-a-vis de la contrainte hydrique. Cette derniafiecte le comportement des génotypes
considérés, en ayant entrainée une réduction sigtive des longueurs foliaires et racinaires,
du taux de chlorophylle, de la conductance storuafigle la matiere seche et de la teneur
relative en eau. Mais aussi une augmentation sigtife de la conductivité électrolytique et

de la teneur en sucres solubles. Et ce pour les ngthodologies d’application du stress.

Quant aux températures foliaires observées, I'agftin du PEG-6000 n’entraine pas de
différence marquée entre variétés; avec des \@leui sont plus basses que celles
enregistrées suite a l'arrét de I'arrosage. TouddfEur augmentation reste significative sous

I'effet du stress osmotique.

De plus, on note que les stratégies adoptées nepeéatre considérées comme exclusives,
dans la mesure ou les réponses mises en place so@ine a se combiner. Elles ne rentrent
pas de maniere exclusive dans une seule catégorese soit dans celle de ['évitement ou
dans celle de la tolérance. Quant aux génotypessildes, ils ne semblent pas avoir

développé de mécanisme efficace d’adaptation maangue d’eau prolongé.

La fermeture des stomates est un mécanisme d’éstitede la sécheresse, qui constitue 'une
des réponses les plus précoces au déficit hydpgueson aptitude a se mettre en place en
guelgues minutes (Assmanadt, 2000 ; Khan eal., 2009). Une fermeture des stomates sera
donc suivie par une réduction de la conductancenaique (Parwata eal., 2012).
L’incidence du stress hydrique, sur la réductionadeonductance stomatique constitue une
réponse communément observée chez différentesesspégétales (Djekoun., 1991 ; Nouri.,
2002 ; Liang etl., 2002 ; Baloch edl., 2012 ; Parwata el., 2012) et notamment chez le
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blé dur (Sarda eal., 1992 ; Ykhlef et Djekoun., 2000 ; Mouallef., 201 Bousbaa eal.,
2013).

Ce qui reste conforme aux résultats trouvés danee netude. Nous avons relevé une
variabilité génotypique quant a I'aptitude des igalts a maintenir leurs stomates ouvertes.
Fait également rapporté par El jaafariagt (1993) et Ykhlef (2001). Le maintien d’'une
ouverture stomatique suffisante (au cours du ddiilrique) peut étre lié a un maintien de
la turgescence cellulaire. Cette derniére pouvésiilter d’'un meilleur ajustement osmotique
(Nouri., 2002) et éventuellement d’'une augmentatiema perméabilité membranaire.

Quant aux mécanismes de résistance consistantidudima conductance stomatique, ils ont
pour but de préserver le statut hydrique (Parwatal.e 2012). Et ce en diminuant la
déperdition en eau par transpiration, avec commaséguence une diminution de
'assimilation du CQ. Cette stratégie peut avoir des répercussiongqrotosynthése active
nette (Cechin efl., 2006). Le maintien d’'une activité photosynthaé satisfaisante en
conditions stressantes, malgré une diminution deteentration en C{Qsuite a la fermeture
des stomates), peut-étre di a la mise en placeédanismes d’adaptation non stomatiques
(Ykhlef et Djekoun., 2000 ; Bousbaa., 2013). Umportement stomatique approprié peut
étre utilisé a des fins d’amélioration. Des mesefeisientes de cette caractéristique peuvent
augmenter la fiabilité d’évaluation de la perforroandes cultivars en conditions de
sécheresse (Khan ait, 2009).

En situation de déficit hydrique, la fermeture deésmates réduit le flux de transpiration
(Luquet etal., 2003, Jones., 2004). L'énergie solaire absonge les plantes est alors
principalement dissipée sous forme d’'un flux del@ia conduisant & une augmentation de la
température foliaire (Kotchi.,, 2004). Cette répomégsiologique au stress hydrique peut
aider les plantes a prévenir le développement dfitit hydrique |étal. Elle peut toutefois,
aboutir a des températures létales en conditideases d’ensoleillement et de chaleur (Silva
etal., 2007). La capacité de certains géenotypes atermaindes températures foliaires plus
basses, résulte de la mise en place de mécanismessdermettant de maintenir un statut
hydrique foliaire plus favorable d’'ou une meilleuaverture stomatique. Par conséquent
I'influx en CO, vers les chloroplastes sera prolongé plus longtemsi, cela produira un
meilleur taux de photosynthese (Kumar., 2005 ; &Siét al., 2007). Il faut également
mentionner que méme lorsque les stomates sont $exmé faible proportion de transpiration

peut avoir lieu, c’est ce que I'on appelle la tg@Eration résiduelle. Les plantes possédant une
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haute densité stomatique présentent de haut nideaanspiration résiduelle et donc des
couverts plus frais (Parwata at.,, 2012). Nous avons relevé un effet stress hydriqu
significatif sur la température foliaire dont lesleurs augmentent en conditions stressantes,
fait confirmé par d’autres travaux chez la cansecre (Silva eal., 2007), Jatropha (Parwate
etal., 2012) ainsi que chez le blé (Rizzaakt 2012 ; Aprile efal., 2013). Conformément a
Silva etal., (2007), les températures foliaires sont pleséts d’environ 4°C chez les plantes
stressées, comparativement aux contréles et led@lgvation relative étant plus élevé chez
les génotypes sensibles. Les températures desygésdblérants sont en moyenne inférieures
de 2.2°C. De méme qu’un effet variété et un efigraction (variété x stress) significatif a
éte rapporté par Rizza&t, (2012). Ce qui demeure conforme a nos obsenatio

Quant aux différences observées entre les deuxéguoes d’application du stress, elles
peuvent s’expliquer d’aprés les résultats rappop#s Feller., (2006). A savoir que, les
températures foliaires des feuilles exposées angol&llement naturel sont supérieures a
celles de lair et les mesures obtenues dépendemie série de facteurs tels que: la
température de I'air, 'espéce, I'ensoleillementaetonvexion de l'air.

Les techniques employées, afin de quantifier lgspits chlorophylliens sont basées sur des
méthodes exigeant la destruction de I'échantilem.revanche, I'utilisation du chlorophylle
metre, permet une estimation non destructive dutecon en chlorophylle. Les valeurs
obtenues sont fortement corrélées aux valeursssse® méthodes de dosage (Neufelal.et
2006 ; Silva etl., 2007). Dans la présente étude, le contenu esragiiylle des feuilles a
diminué suite a l'application du stress hydriqueesDrésultats similaires trouvent leur
explication dans la littérature, en effet travaitlasur des cultivars de blé, Antolin at,
(1992) ont relevé une diminution du taux de chlbsgie, qui pouvait pour certains génotypes
atteindre jusqu’a -50% en conditions de stressreévee déclin dans l'index SPAD est
considéré comme un trait aisément mesurable asanffnent sensible, pour étre utilisé a des
fins d’évaluation pour la tolérance au stress (QI'eal., 2006).

La diminution de la teneur en chlorophylle en ctinds de stress hydrique a été signalée
chez plusieurs especes, mais (Grezesiakl.et1992), riz (Yang etl., 2001), Jatropha
(Parwata etl., 2012), canne a sucre (Silvaadt, 2007), tournesol (Nouri., 2002), l'orge
(Guo etal., 2009) ainsi que chez le blé (Mouallef., 2009qubaa efal., 2013). Une
diminution qui peut s’expliquer selon Parwata ellatmrateurs (2012), par le fait que le
déficit hydrique réduit I'assimilation de l'azoteavle sol. L'azote étant un composant
essentiel dans la formation de la chlorophyllestiess va donc réduire la concentration des
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pigments chlorophylliens. De plus la réduction dedneur en chlorophylle est considérée
comme étant un symptéme typique de stress oxydasfjltant d’'une photo-oxydation des
pigments, d’'une dégradation et ou d’'une synthefieigidte de chlorophylle (Smirnof., 1995 ;
Parwata etl., 2012). Ce qui dépend du type de résistance naralvte de chaque génotype
(Grezesiak eal., 1992). Une autre explication tout aussi pla@sikkt que la diminution du
taux de chlorophylle, peut résulter de la réductien’ouverture des stomates, ayant comme
conséquence une photoinhibition prolongée (Silvaalet 2007 ; Bousbaa edl., 2013).
Zaharieva efal., (2001) ont également évoqué une éventuelle encid des températures
foliaires élevées, pouvant induire des pertes doraphylle. Un effet que nous n’avons pas
noté, dans la mesure ou nous avons constaté querdpsratures plus basses, en conditions

de stress osmotique, ne signifiaient pas forcénaesttaux de chlorophylle plus bas.

Il a été démontré que les mesures de conductikatérélytique pouvaient étre corrélées avec
divers parametres physiologiques et biochimiquesadeeponse des plantes au stress tels
gue : la synthese d’enzymes antioxydantes, lataégis stomatique, le potentiel osmotique ou
encore I'index d’enroulement foliaire. Ce qui fd# ce paramétre, un important critere pour
I'identification de cultivars résistants chez dses espéces cultivables (Bajiegét 2001).

Les membranes cellulaires peuvent constituer laesepremieres cibles affectées par le stress
chez les plantes ; d’'ou la grande importance deoteon de stabilité membranaire (Rana et
al., 2013). Le degré de dommage membranaire peueétimé indirectement en mesurant le
taux d’électrolytes cellulaires solubles, celusei trouve étre inversement proportionnel a la
stabilit¢ membranaire (CMS, Cell Membrane StabilitfFarooq et Azam ., 2001).
Conformément a nos résultats, les effets signifscate la sécheresse sur la conductivité
électrolytique ont été rapportés par plusieurseunst (Simova-Stiolova e#al., 2009 ;
Abdellaoui etal., 2010 ; Farissi al., 2013). Simova-Stoilova etl., (2009) ont noté que les
valeurs les plus basses sont relevées chez lesn®ifanu alentours de 20%), en conditions
stressantes le taux d’électrolytes monte et attegt50%. Des effets similaires concernant
'augmentation des électrolytes en conditions dkafies ont été rapportés chez medicago
(Farissi efal., 2013), le riz (Agarie dl., 1995), 'orge (Kocheva atl.,2003) ainsi que chez le
blé et I'Aegilops (Farooq et Azam., 2001). Lesxtdaibles de conductivité électrolytique
enregistrés chez les plantes contréles suggéerenimailleure capacité, a maintenir un haut
degré d’'intégrité membranaire, en comparaison damtes stressées (Farissagt 2013). La
fuite d’électrolytes observés en conditions desstreydrique est principalement due, a des
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dommages affectant les membranes cellulaires quienigent alors plus perméables
(Almeselmani etal., 2011). Ces dommages peuvent profondément al@rstiructure ainsi
gue la fonction des membranes (Sayar et al., 2608a et al., 2013). Et le pourcentage de
conductivité électrolytique étant relatif a I'étereddes dommages inférés aux membranes
cellulaires (Rana etl., 2013).

Chez les variétés étudiées en condition stressknfaroduction en matiére seche diminue
dans une plus grande mesure au niveau des paéiEsnres par opposition aux parties
racinaires. Le déficit hydrique semble induire @hecation préférentielle de biomasse vers
les racines (Oukaroum., 2007). Le maintien d’'unte&sye racinaire important sous stress
hydrique permet une meilleure assimilation et ureslleure utilisation de I'eau. Plusieurs

auteurs considerent que le développement de lae patinaire aux dépend de la partie
aérienne est un critere de résistance a la séclkeeré&aab edl., 1990 ; Oukaroum., 2007).

Dib et Monneveux (1992) ainsi que Matsuuralet(1996) suggerent qu’un systéme racinaire
long et extensif peut conférer un avantage en anganel’apport en eau de la partie aérienne.
Selon Oukaroum (2007), les variétés d'orge locaesdistinguent par leur plus faible

pourcentage de réduction du poids sec de la peatimaire. Les variétés présentant les
pourcentages de réduction les plus faibles, semi@#ga dotées d’'une certaine souplesse

d’adaptation du systeme racinaire.

La teneur relative en eau constitue un indicatéuda degré d’hydratation des cellules et des
tissus, ce qui est cruciale pour un bon fonctiorer@nphysiologique et une croissance
optimum (Silva etal., 2007). Cette mesure du statut hydrique de latpleeflete son activité
métabolique tissulaire (Flower et Ludlow., 1986p&unova etl., 2004). La teneur en eau est
considérée comme I'un des indexes de tolérancedadhydratation le plus utilisé et le plus
significatif (Anjum etal., 2011 ; Melloul etal., 2014). Dans la présente étude, I'application
d’un stress hydrique d’intensité modéré ou séviarkyit chez les variétés une réduction de la
teneur relative en eau foliaire d’autant plus éewie l'intensité du stress est forte et
prolongée. L'effet variétal observé entre les ddfées variétés, peut-étre attribué a des
différences dans le pouvoir d’assimilation de I'gxu le systeme racinaire, a leur pouvoir de
contrble des pertes d’eau par les surfaces évajpesaiBayoumi etl., 2008), ou encore a
une meilleure perméabilité membranaire a 'eauddatal., 2006). Il peut aussi étre attribué

a des différences entre les variétés, dans le poubajustement osmotique servant au
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maintien de leur turgescence cellulaire et de leacsivités physiologiques (Bayoumi &it,
2008). Cette osmorégulation active peut étre liBacaumulation des métabolites tels que les
sucres (Sassi ell., 2012) et les déhydrines (Dubos., 2001). Certairteurs suggérent, que
les génotypes qui parviennent a maintenir une TIREEé sous condition de stress hydrique
sont des génotypes tolérants a la sécheresse (Bwpretal., 2004; Bayoumi edl., 2008,
Keyvan efal., 2010 ; Sassi etl., 2012 ; Kara et Brinis., 2011).

L’accumulation des sucres solubles est un moyeptéduar les plantes en cas de stress, afin
de résister aux contraintes du milieu (Loedtal., 2001). L’augmentation de cet osmoticum
chez les variétés étudiées, a des taux tres vangspbore les résultats de (Kerepesi &
Galiba., 1998; Mohammadkhani & Heidari., 2009.)i motent une accumulation variable de
cet osmoticum en présence de PEG. Les sucres fesx@nmcer une action synergique avec
les protéines déhydrines, leur accumulation cotgopourrait jouer un réle dans la stabilité
membranaire et dans l'ajustement osmotique. Ent,effes osmolytes protégent les
membranes contre les effets néfastes de la déshidm ils participent en grande partie a
I'abaissement du potentiel osmotique chez le blaugmentation est plus marquée chez les
génotypes les plus tolérants a la déshydratatimam(Boune., 1997). Selon Hare ait,
(1998), I'enrichissement en sucres solubles a uaedg incidence sur le maintien d’'une
pression de turgescence, qui est a la base desedif§ processus contrélant la vie d’'une
plante (photosynthése, translocation et respiratibe méme Geigenburger et collaborateurs
(1997) ont attribué 'augmentation des sucres)@degradation des réserves amylacées suite
a leur conversion rapide en glucose. Cet osmolgté ptre considéré comme un indicateur

biologique de tolérance au stress hydrique.

Le stress hydrique affecte les plantes au niveateigue de différentes facons. Certains
auteurs rapportent une augmentation des niveautéigues ou encore I'absence d’effet
délétére, alors que d’autres sont pour une dinonutie ces derniers (Bakalovaagt 2008).
Toutefois, des évidences croissantes sont en faVane alternation entre la synthése d’'un
ensemble de protéines et la dégradation d’'un arsemble (Ingram et Bartels., 1996 ;
Chaves eal., 2003).

En conditions de stress hydrique, les protéinasbéed de haut poids moléculaire (supérieure
a 100KDa) tendent a diminuer au niveau des feudie blé, alors que celles de faible poids
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moléculaire augmentent (Farshadfarakt 2008). Ceci appuie, le fait que les protéines
détectées dans notre étude ont des poids molésutpir varient entre 14KDa et 107KDa.

Les différences observées en terme d'intensitéatelds protéiques révélées, ont également
étaient rapportées par Arumingtyasakt (2013). Ces auteurs ont noté que l'intensite de
bandes protéiques était proportionnelle a Il'abondamles protéines correspondantes.
Conformément a De Rodriguezadt, (2002), lintensité des bandes est directerfiéata la
concentration en protéines chez des génotypeséd®aimi les protéines détectées, quelques
unes sont couramment décelées, alors que d’autnésnt/ entre génotypes en conditions
stressantes. De ce fait le stress hydrique entraireaugmentation de certaines protéines et
une diminution d’autres, ce qui constitue une ci#réstique variable entre génotypes.

En terme de poids moléculaire des bandes protéidgtestées, nos résultats sont en accords
avec ceux rapportés par divers études. Jiang e.Ha@02 ont rapporté I'accumulation de
protéines foliaires de 20, 22, 27, 30, 54, et 59KPk&l), en conditions de stress hydrique.
Mohammadkhani et Heidari., (2008) ont observécimeulation de protéines foliaires de 15,
17, 20, 27, 30, 33, 37, 54, 59 et 115KDa (PM). Parara et collaborateurs., (1998), les poids
moléculaires des polypeptides accumulés varieme ezt et 70KDa. Quant a Vasevaagt
(2013) les bandes visualisées possédant un poidécuataire qui varie entre 18KDa et
60KDa.

Des études antécédentes ont conclu que les pretéding4, 22, 24, 25, 32, 40, 45, 58, 60KDa
étaient immunologiquement reliées a la famille délsydrines s’accumulant en conditions de
stress hydrique (Arora et., 1998; Volaire., 2003; Lopez., 2003; Conchalet2004; Vaseva
etal., 2010; Armingtyas edl., 2013).

L’expression des déhydrines a été mise en évidehee desTritiaceae par Close etl.,
(2000). Ces auteurs soulignent le fait que certgérses codant principalement des DHNs de
faible poids moléculaire et des DHN alkalines soniguement induites par la sécheresse.
L’accumulation des déhydrines confere aux cellulas protection contre les effets de la
déshydratation (Celier el., 1998 ; Vaseva eal., 2006). Il a été suggéré que certaines
protéines DHNs agissent en temps que moléculesalsignen interagissant avec des
composants cellulaires distincts a travers leuction chaperonne (Brini edl., 2010). Les
mécanismes d’induction des DHNs (protéines theraibss) peuvent étre conséquents a des
changements dans le potentiel hydrique (Volair8Q32. Conformément a nos résultats,

Rampino etal., (2006) ont noté que ces protéines sont rapiderdétectées chez les
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génotypes se montrant plus tolérant, alors qu'dlgsaraissent plus tardivement chez les
génotypes moins tolérants.

Selon Plomion edl., (1999), le stress hydrique cause de profondés#ibns du métabolisme
cellulaire. Ces changements affectent la toléraacéa sécheresse et peuvent inclure
I'induction de protéines déehydrines (protéines rinestables) (Rorat etl., 2006 ; Iskandar et
al., 2011). Bien que les principaux genes codanpiesines impliquées dans la tolérance
aux stress abiotiques seraient présents chez ttegeplantes, leur aptitude a induire la
tolérance, est quant a elle déterminée par I'effiéade réponse de la machinerie biochimique
(Volaire., 2003).
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Conclusion

Plusieurs parameétres morphologiques, physiologieuésochimiques tels que: la capacité de
germination, les longueurs foliaires et racinaitessapport LR/RF, le nombre de racines, la
température foliaire, la conductance stomatiquéale de chlorophylle, la matiére séche, la
teneur relative en eau, le taux d'électrolytestdaeur en sucres solubles, ainsi qu’'une
électrophorése 1D SDS-PAGE des protéines thermlestdbliaires ont été utilisés, afin
d’élucider l'effet d’'un stress hydrique et caraitér la réponse de variétés de blé dur
Algériennes. Trois expérimentations ont été réafissur les différents génotypes étudiés.
Deux d’entre elles en conditions contrélées en drarde culture et une en conditions semi-
contrdlées sous serre. En conditions controléedrdss hydrique a été imposé par addition de
polyéthyléne glycol-6000 et sous serre par ariétigétion.

Les études conduites ont fait ressortir des diffées significatives entre variétés et entre
traitements hydriques pour la plupart des carasté@teidiés, exception faite pour : les

longueurs foliaires et racinaires, températureafimi (en présence de polyéthylene glycol). Le
stress hydrique a induit une diminution de la cépate germination, du nombre des racines,
de la quantité des feuilles en chlorophylle et decbnductance stomatique ayant pour
conséguence une diminution de la production enémeasiéche. Mais aussi, une diminution de
la teneur relative en eau, accompagnée d'une augtren du taux d’électrolytes et des

sucres solubles. Les différences observées camtieles bandes protéiques révélées par 1D

SDS-PAGE se traduisent en terme de poids moléeuwaid’intensité.
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Chapitre 4 | Analyse de I'expression de deux génes de réponse au stress hydrique
chez deux variétés de blé dur

Analyse de I'expression du gene TdPIP 2 ; 1 et deege DHN-5 chez deux variété de blé

dur

Introduction

Les mécanismes de tolérance au déficit hydriqué tses complexes et impliquent toute une
gamme de genes, dont I'expression coordonnée pemgetéponse efficiente. L'expansion
des techniques de biologie moléculaire, en particaklle de la réaction de polymérisation en
chaine, a permis aux chercheurs de caractérisg¥planse des plantes a divers stress, en

analysant les changements se produisant au niesamashscrits (Atkinson., 2011).

Dans la plante, I'eau prélevée dans le sol viardemes, passe par le cortex dans les tissus
vasculaires ou elle peut suivre deux grandes vmassibles ; la voie symplastique qui passe
au travers des cytoplasmes et la voie apoplastigupasse a travers les parois cellulaires. A
ce niveau, c'est la grande famille des aquaporimesassure le passage de lI'eau (entrée et
sortie) au travers des membranes. Elle permet iagaleune régulation du transfert de I'eau,
entre les différents types de cellules et d’orgarefin d’optimiser son utilisation et rétablir
les perturbation osmotique du cytosol lors d’'unngfeament soudain de I'osmolarité (Karlson
etal., 2000 ; Maurel eal., 2008). Rien gu’'a ce niveau la complexité estrégme) puisque ces
tétrameres peuvent étre répartis en sous-familes méme subdivisée en de multiples sous-
groupes, ce qui en fait une famille multigéniqueget compte plusieurs isoformes. Chez
Arabidopsis thaliana, il existerait au moins 30 AQPs. Certaines, tejlee la RD 28
(Yamagushi-Shinozaki eal., 1992), sont induites par le déficit hydrique,aures sont
réprimées (toujours en condition de stress hydjiga®rs que pour d’autres I'expression

demeure inchangée.

La synthése des déhydrines qui représente un héme €environnement et I'activité du
noyau, par le biais des génes qui les encodengnestéaction commune a la sécheresse chez
les végetaux (Qian etl., 2008). Cette famille de protéines de stress, unotogiquement
distincte tend a étre multigénique et apparaitpsus d’un chromosome (Campbell et Close.,
1997). Chaque espéce végétale possede différemés g#HNs, dont le nombre varie a son
tour entre especes. Certaines de ces déehydrines,sacexprimées en réponse au stress
abiotique et leur intensité d’expression varie encfion du type de la protéine, du type de

stress et du degré de tolérance du cultivar é{idii&o., 2013).
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La résistance au stress hydrigue n’est clairemeag monogénique, mais implique
l'intervention de multiples genes assurant une mépagraduelle et coordonnée. La mise en
évidence d’une relation entre les génes de répansdress simultanément exprimés, fournit

des données d’'une grande importance.
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Résultats

1. Effet du stress hydrique sur I'expression du genTdPIP 2 ; 1

Dans notre étude, nous avons fait appel a la trigtagse reverse PCR, afin d’analyser
'accumulation de I'aquaporine TdPIP2 ; 1 et deléydrine DHN-5, en condition de stress
hydrique. Le géne d’actine a été utilisé comme rébmtnterne (Gene Bank ID : AB181991).
Quant aux amorces, elles ont été spécifiquemengrigss dans la région 3'UTR de 'AQP

TdPIP2 ; 1 afin de pallier a d’éventuelles hybriiolas croisées.

L’expression du géne TdPIP2 ; 1 a été détectée hiessau niveau des feuilles qu’au niveau
des gaines et des racines, en conditions standarsis qu’en conditions de stress hydrique
(pour les deux procédures expérimentales employdesitefois, I'abondance des mRNA
TdPIP2;1 se révele étre plus importante, en candde stress et ce qu'il soit imposé par arrét
d’arrosage ou par addition de PEG. En effet, kessthydrique a induit une régulation positive
de ce gene. De méme que, les transcrits TdPIP2actumulent de maniere plus abondante
chez la variété Beliouni comparativement a Wahae @rpression qui s’avere étre plus
marquée au niveau des feuilles qu'au niveau desem@t a mesure que le stress hydrique
s’intensifie. Quant aux gaines, I'expression esasijment identique chez les deux variétés,
elle augmente toujours chez les stressés compamativt aux contréles, sans qu’il n'y ait de
différences notables entre les deux niveaux desstr€hez les plantes, les génes AQPs
présentent un profil d’expression tissu/organe ifipée. Un profil n'étant pas
systématiguement identigue méme lorsqu’il s’agitl@eméme isoforme (Tyerman at.,
2002).

2. Effet du stress hydrique sur I'expression du genDHN-5

De méme que pour le géne TdPIP2 ; 1, 'approchePRR a été utilisée afin d’analyser
'expression du gene déhydrine DHN-5. Le genenachiit également utilisé comme controle
interne et les amorces désignées dans la régioMR3’UL’expression de la DHN-5 fut
détectée aussi bien dans les feuilles, les gainesdgns les racines en conditions de stress
hydrique. En conditions non limitantes aucun trah&HN-5 n’'a été détecté. La encore, les
MRNA de la DHN-5 ont été positivement régulés pasttess. L’abondance des transcrits fut
plus élevée, en considérant les différents organesiveau des feuilles et en considérant les

variétés, chez Beliouni.
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Figure.28. Analyse RTPCR deA) le géne aquaporine (TdPIP2,1)Btle géne déhydrine
(DHNDS) a partir de différents tissus végétaux dexdeariétés de blé dur : Beliouni et W :
Waha) sous conditions controles (C) et en présdadeEG (10%, 20%). La taille du cDN
DHNS5 attendue est de 344pb, celle du cDNA TdPIR, de 400pb. La taille du contrd
interne, gene Actine, amplifiée par -PCR est de 380pb.
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Figure.29. Analyse RTPCR deA) le gene aquaporine (TdPIP2,1)B}tle gene déhydrine
(DHNDS) a partir de différents tissus végeétaux dexdeariétés de blé diB :Beliouni et W :
Waha) en condition contréle (C) et en conditionsttess hydrique (D). La taille du cDN
DHN5 attendue est de 344pb, celle du cDNA TdPIR3tlde 400pb. La taille du contri
interne, gene Actine, amplifiée par -PCR est de 380pb.
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Discussion

Les aquaporines fournissent un point d’entrée nubdée, afin d’étudier les relations
hydriqgues au niveau des plantes et établir des ecaons entre le transport de l'eau, le
développement ainsi que les réponses adaptatigeglaetes a leur environnement changeant
(Maurel et Chrispeels., 2001). Des études antétéslennt préalablement démontré
limportance des genes AQP dans différents aspuiecta réponse adaptative des plantes, a la
sécheresse (Forest et Bhave., 2010). Les expéatimrg portant sur I'établissement de profil
d’expression des AQPs, en conditions de stressidugr ont produit des résultats
extrémement complexes (Santoslkt 2013). Ainsi, leur réle exact dans le transplert’eau

en réponse au stress, demeure encore inconnu @dnRadriguez eal., 2010). Des études
in silico du génome de blé ont permis l'identification de g&hes PIPs et 11 génes TIPs
(Forest et Bhave., 2008). La famille des PIPs potuésre a son tour divisée en deux sous-
groupes : PIP1 et PIP2 (Baigesakt 2002; Aroca eal., 2006; Zhang &dl., 2007). Ainsi, un
gene PIP1 et un gene PIP2 ont été identifies ablel (Ayadi etl., 2011) . Dans la présente
étude, les transcrits TdPIP2 ; 1 ont été déteaiésivaau des feuilles, ce qui se trouve étre
consistant avec d'autres études, rapportant I'esgiva d’AQP PIP2 au niveau des feuilles,
comme c'est le cas pour : Richter-110, un hybriderigne fortement tolérant a la sécheresse
(Galmes e#l., 2007), I'haricot (Aroca edl., 2006), le riz (Sakurai etl., 2008) et le blé
(Ayadi etal., 2011) . De méme que cette expression a égalegtedetectée dans les racines,
un fait consistant avec les observations faites Ymnada etal., (1997) et Aroca eal.,
(2006). En condition de stress hydrique, des éxide conséquentes de l'implication des
aguaporines ont été révélées, aussi bien au niweascriptionnel qu’'au niveau post
transcriptionnel  (Zhang al., 2007). Le rbéle des AQPs, dans la régulationstaiut
hydrique des plantes, en conditions de stress duyelrest complexe. L’'expression des genes
AQPs pouvant subir : une augmentation, une dinonytvoire demeurer inchangée (Maurel.,
1997; Kawasaki edl., 2001; Galmes el., 2007). Le profil d’expression de 'AQP TdPIP2 ;1
montre une augmentation de I'expression de ce g@neonditions de stress hydrique, en

notant une plus grande accumulation chez la vaBéliduni.

Conformément a Yamada at., (1997) ainsi qu’a Galmes at., (2007) I'expression des
genes AQPs, en conditions de stress hydrique, gieaibiphasique et peut suivre une double
régulation : au préalable, une trés faible réductie la disponibilité en eau résulte en une

régulation négative, alors qu’une diminution pluastique résulte en une régulation positive.
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Une régulation négative des genes AQPs est trgsidndment observée, chézabidopsis
thaliana pour divers PIPs, avec comme exception les geA&IP1 ; 4 et AtPIP2 ; 5, dont
'expression augmente (Alexendersonaét 2005). Selon leur étude faite via des micro-
puces a ADN, Kawasaki al., (2001) suggérent que la phase initiale de edgul négative

est suivie d’ une phase ultérieure de régulatiasitpe, chez certaines variétés tolérantes.

Plusieurs génes MIPs tels quérd31) du pois (Guerrero &ll., 1990), RD28 d’arabidopsis
(Yamaguchi-shinozaki el., 1992), Ptom75 de la tomate (Fray etl., 1993), KNeMipl,
NeMip2, NeMip3du tabac (Yamada at., 1997). Ainsi que divers genes PIPRsPIP3 du
radie (Suga eal., 2002), RWC3J du riz (Lian etal., 2004), {JcPIP2 de l'arbuste Jatropha
curcas (Zhang eal., 2007), PvPIP2,) de I'haricot (Aroca etl., 2006), PIP2,1) de la
vigne (Galmes eal., 2007) , OePIP2,) de l'olive nain (Lovisolo etl., 2007), PIP2,)

d’'un hybride de peuplier P. simonii x blasmeferAlrfeida Rodriguez «l., 2010), PIP2,1)

du Caféier (Santos etl., 2013) ; ont été rapportés comme étant positimemégulés en
conditions de stress hydrique. Une réponse quraesé étre commune a différents genes
PIPs, chez les glycophytes (Yamadalgtl997) et chez la plante de résurrection (Batte
al., 2006). Une augmentation de I'expression deegekQPs est supposée augmenter la
perméabilitt membranaire au transport de l'eau, cenditions de faible disponibilité
(Yamada etal., 1997), afin de faciliter le flux en eau (Sm@hBhave., 2008). Lian etl.,
(2004) suggerent que les AQPs des membranes plassipeuvent approvisionner (au
moins partiellement) les cellules en eau assimif& de maintenir leur turgescence
lorsqu’elles sont sujettes a un stress hydrigue@b&@ément, ces génes sont supposés étre
impliqués dans le contrdle du statut hydrique dastps et dans leur capacité de reprise apres
irrigation (Santos etl., 2013).

Quant aux études faites en faisant appel a lagémese, elles indiquent, elles aussi que les
multiples génes AQPs peuvent étre différemmentimgs et ainsi, entrainer des réponses
différentes aux changements environnementaux. Resutes de riz sensibles a la sécheresse
surexprimant le gene RWC3, montreraient un meillstatut hydrique en conditions
déficitaires. Il a été présumeé, que cette AQP regliguée dans I'ajustement du mouvement
de l'eau, a travers la membrane comme mécanismatatigent (Lian etal., 2004). La
surexpression du géne fonctionnel TdPIP2 ; 1 desiplantes de tabac transgénique entraine

une amélioration de la croissance, de la viguensiaju’'une meilleure tolérance aux stress
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salin et osmotique (Ayadi @i., 2011). En contrepartie, la surexpression die g&tiIP1b
toujours chez des plantes de tabac transgénigppariz aucun effet bénéfique, en condition
de stress salin et s’avere méme négative en conglitile stress hydrique (Aharon adt,
2003). Globalement, les études portant sur la nudattipn des genes codant pour les PIPs par
surexpression ou par suppression, indiquent que masipulations provoquent des
changements dans la conductivité hydraulique defiefe et peuvent affecter directement la
capacité des plantes a se rétablir apres un sfvessa-Estrella etal., 2004). Toutefois,
malgré cette grande variation notée dans la répgdes@quaporines, au stress hydrique et aux
stress abiotiques, de maniere plus générale :s#igaesvidences indiquent clairement que ces
protéines pourraient étre vitales lors de I'asstioh et du transport de I'eau, pour le maintien
de 'homéostasie ainsi que l'identification et féation de n’importe quel génotype cultivable
tolérant au stress (Forest et Bhave., 2008).

Récemment, les protéines associées au stress Unydraguaporines, déhydrines, protéine
leafy cotyledon 1-like ainsi que la fructase 1,@gbhatase ont fait I'objet d’études chez
beaucoup d’espéces végétales et ce, afin d’andiseimplication dans les mécanismes de
résistance a la sécheresse (Galmeslet 2007). Les cascades de signalisation de la
déshydratation incluent comme derniere étape, éfalion de I'expression des genes
responsables de la synthése de composés servantiegep les structures cellulaires, contre
les effets déléteres de la déshydratation, telleslgs protéines codées par les genes LEA
(Bartels et Souer., 2004). Les DHNSs, appartenaat groupe de protéines ont été associées a
la tolérance au stress hydrique, chez differensgaes végeétales y compris chez le blé
(Labhilili et al., 1995; Cellier eal., 1998; Supranova at., 2004; Brini etal., 2007; Medini
etal., 2009).

Dans notre étude, I'accumulation des transcrits EBHNa pas été détectée en conditions
standards. Toutefois, I'application d’'un stressrguke, par arrét d’arrosage ou par addition
de PEG a été suivi par I'accumulation des trars®itiN-5. Nos résultats sont en accord
avec ceux rapportés par plusieurs auteurs : Brtnal, (2007), Mediniet al, (2009),
Iskandar etl., (2011), Hassen ei., (2013), Melloulet al, (2014). En effet, Choi etl.,
(1999), ont noté une constante notable, a sawar lgs genes DHNs codant les déhydrines
de type YSK étaient positivement régulés par la déshydratattqrar ’ABA. Ceci corrobore
nos observations dans la mesure ou, la DHN-5 estpuatéine de type YSKEN regle
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générale, on considere que les plantes sujettesséress entrainant une déshydratation (telle
gue la sécheresse) montrent une hausse subséadiiecontenu de la plupart des DHNs
(Rorat etal., 2006).

Le fait est que ce géne ne fut point exprimé chezlantes contréles, mais uniguement chez
les stresseées, est consistant avec son implicddos les mécanismes de protection activés
par les plantes en réponse au stress hydrique (Ranghal., 2006). Une plus grande
expression du géene en question, pourrait menereamnsilleure tolérance a la sécheresse et
donc une réponse cellulaire appropriée, afin daévid’éventuels dommages cellulaires
(Iskandar etal., 2011). Les mécanismes d’action des déhydrinesedeent encore non
élucidés en détail (Brini etl., 2011). En raison, de leur caractere déstructas@DHNs
partagent diverses particularités, avec les pregéidéstructurées dites intrinsequement
désordonnées. Ainsi, elles possédent la faculf@gdeoir changer de conformation, suivant le
changement affectant leur microenvironnement anib{&nini etal., 2011). Un changement
de conformation implique un changement de fonct@squi leur permet d’exhiber toute une
myriade de fonctions (Hanin at., 2011). Les déhydrines peuvent étre détectéesvaau

du noyau et méme interagir avec I'ADN. Cette lcaion suggere une fonction de
stabilisation des chromosomes et de protectioradadchinerie transcriptionnelle (Carjuzaa
etal., 2008). Les DHNs peuvent également étre impégusans la protection des protéines
et de l'intégrité membranaire (Close., 1997; WeseTunnacliffe., 2004 ; Melloul «dl.,
2014). Selon une étude récente, un géne AQP detdenfarthologue du gene AtPIP1,4
d’arabidopsis) a été ciblé par la protéine ASRdpéatenant a la superfamille des protéines
LEA) et positivement régulé en réponse au stngdsique. De plus, les niveaux de transcrits
de ce gene AQP diminuent considérablement chepldeges transgéniques n’exprimant pas
le géne ASR1, comparativement aux plantes contndtes transgéniques (Ricardi at.,
2014). En fait, Brini et collaborateurs., (201Dnsidéerent que grace au potentiel de ses
propriétés chaperonnes, il n’est pas exclu queH&lB soit impliquée dans la régulation de

'expression d’autres genes de réponse au stress.

98



Chapitre 4 | Analyse de I'expression de deux génes de réponse au stress hydrique
chez deux variétés de blé dur

Conclusion

L’expression du géne DHN-5 n’a pas été induite deezplantes contrbles mais uniquement
chez les plantes stressées. Tandis que, I'expredsigene TdPIP2,1 a été observée pour les
deux lots de plantes, mais dans une plus granderenekez les plantes stressées. De plus les
niveaux de transcrits des génes étudiés ont ésémduiqués chez Beliouni. Cela suggére que
les variétés étudiées peuvent reprogrammer laatignlde I'expression de ces deux genes en
condition de stress hydrique. Les aquaporines assue transport de I'eau a travers les
biomembranes. Un rdle qu’elles ne semblent pascerkemniquement en condition non
limitante. Diverses études ont rapporté I'existent@vidences tangibles concernant une
expression différentielle des transcrits PIPsesaiune exposition au stress. Des profils qui
restent complexes et qui ne répondent pas a unkatiég typique et invariable. D’'un autre
coté les déhydrines constituent des protéines régsstlont 'accumulation est typiquement
associée avec la tolérance a un stress de désijainatElles sont principalement produites
en conditions stressantes. Une surexpression dgéress semble améliorer la tolérance au
déficit hydrique et entrainer des réponses cetkesgaappropriées, afin de pallier au dommage
causé par le déficit hydrique a travers divers misoaes. L’identification d’'une connexion
possible entre des géenes de réponse au stressgrositt régulés peut étre d’'un grand intérét
en procurant des données extrémement utiles ddétion d’approches biotechnologiques

plus spécifiques et plus élaborées.
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Physiological traits

Drought is a worldwide constrains affecting planbwgth and productivity.
This problem is becoming a more serious threathto High-quality crop
production within a changing climate. Drought tiegg a variety of plant
responses by modifying a range of genes expressiom.aim of this work
was to study two durum wheat genotypes (Waha atidB&) response to
drought stress at physiological and molecular lewglfocusing on two stress
responsive genes (Dehydrin and Aquaporin). At thgsilogical level, the
characterization of genotypes response was pertbioyedetermination of
germination rate (GT), relative water content (R\WIEaf temperature (LT)

stomatal conductanceggchlorophyll content (SPAD index) and electrolyte
leakage (EL). Expression level of an aquaporin g€h@PIP2,1) and a
dehydrin gene (DHN5) was also analyzed in differplaint tissues under
different drought stress conditions . The DHN5 gieneot expressed in the
well watered plants but only in the stressed plawtsile the TdPIP2,1 is
expressed in both with more higher in stressedudiss Moreover, the
transcript level of the two genes was more accutedlan the tolerant
genotype (B) than the more sensitive one (W). Theselts confirm our
physiological data. Identification of a possiblennection between activated
stress responsive genes can be useful by provalstgrting point to further
elaborate biotechnology-based approaches.
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Introduction

Wheat production in Mediterranean region is greatijuced by drought. As the worming of the climsystem
became unequivocal, drought events are increasagivelli et al.,, 2010, Bhargava and Sawant., 2013)
Understanding the response of plants to their pateenvironment is of importance for developingudyiat tolerant
agriculture species (Bernachia anarini., 2004). Because of the complexity of aluiairess tolerance mechanisms,
biotechnology need to be complemented with plagsigogy and breeding (Vinocur and Altman., 2005ip@G et
al., 2014). Plant tolerance responses rely orexipeession of several genes (Shinozaki and Yama@iihozaki.,
2007). The outcome is a change in transcriptiomabf@ams leading to physiological responses. Amdresd
responses, the synthesis of new proteins, includefydrins and aquaporins (Bhargava and Sawarit3)2Water
movement across membrane is facilitated by aquapdfQP), proteins belonging to the conserved faofiimajor
intrinsic proteins (MIPs) ((Maurel., 2008, Chaurhand Tyerman., 2034Fives subfamilies of plants MIPs have
been identified, among them the [Plasma membramiadec Proteins, PIPs]. PIP proteins could alsdibieled into
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two subgroups PIP1 and PIP2 (Almeida-Rodriguezlet2810). The AQP appears as tetramers each of the
monomers acting as an independent water pore (wehal., 2002, Maurel., 2000Qver the last decade evidence
has accumulated showing that water stress can ehduegexpression patterns of MIPs (Lovisolo et2007). In
fact, water transport by AQP does not appear torbg for house-keeping. Various studies revealetifferential
expression of MRNA transcripts and/or PIPs proteipsn exposure of plants to stresses such asdsaltght, or
cold (Forest and Bhave et al., 2008). The wideatmm of plant AQP expression is influenced by Hpecies,
developmental stage, growth conditions (Tyremaal.e2002; Almeida-Rodriguez et al., 2010), andld@lso be
influenced by the intensity and duration of strgSalmes et al., 2007). Experimentations on theesgion patterns
of various AQP under water stress have broughemety complex resulté§Santos et al., 20)3Thus their role is
still not completely understood. However, thesetgirs would be vital for water flow, homeostasisdan
identification or creation of any stress toleraehgtypes of crop species (Forest and Bhave &(lQ).

The dehydrins (DHN) or group 2 LEA proteins arefhy the most frequently described under stresslitions
(Close., 1996, Goyal et al., 2005, Rorat et alQ&®rini ., 2007).These peripheral membrane pnsteiould be
located in cytosol, nucleus and near plasma mersh@ian et al., 2008, Hassan et al., 20TBpy are thought to
be involved in water binding molecules and stabitizboth macromolecules and membranes (Melloul.e@14.
This protective effect may be exerted either beditinteraction or by acting as molecular shieltlggulova et al.,
2003, Wise and Tunnaclife., 2004). Actually it Heeen suggested that DHN might exhibit specializetividual
functions instead of one general function (lldekK013).Nevertheless DHN accumulation is associated with
drought stress tolerance in different plant spe(fRsmpino et al., 2006, Vaseva et al., 2013). Tieda the work
was to study two durum wheat genotypes responsekolaght stress at physiological and moleculaelldyy
focusing on two stress responsive genes, Dhn deimes) and AQP gene (TdPIP 2,1).

Materials and methods

Plant material and stress conditions

Two Algerian cultivars of durm wheat (Triticum dumuDesf L.), Waha (W) and Beliouni (B), were supgliey
ITGC, Institut Technique des Grandes Cultures @iaEl-khroub Algeria) and used in our experimeiota. To
test the response of seeds to drought stress,e2ls g4 the two wheat cultivars after being stegtizwere studied
using distilled water (controls) and polyethylengcgl (PEG 6000) solutions of 10% (-0,6MPa) and 20%
1,2MPa). As PEG is frequently used to induce wsitieyss in germination experiments (Vahid., 2008ial8alock
et al., 2012). After two weeks of incubation (25%®h-light/8-h dark photoperiod and_6Q8% relative humidity),
percentage of germination was determined. For athmrght test, seeds were surface sterilized aady@minated
in Petri dishes for 48h at room temperature and thensferred into pots containing a sand/soil orextand grown
under greenhouse conditions (16h photoperiod, 2¥0%C, 50_+10% relative humidity). Drought stress was
imposed at the third leaf stage. The pots of eaitivar were divided into two groups: one was kst control and
irrigated with tap water and the other was restddb drought by withholding water up to the endhef experiment
(twelve days). Samples were frozen in liquid nigle@nd stored at -80°C.

Physiological analysis

Leaf RWC was measured in control and stressedgplaraives were excised and weighted immediately) (Hhe
turgid weight (TW) was measured after floating aiodized water at 4°C for 24h in darkness. Dry \Wweid@W)
was recorded after drying for 48h at 70°C. The RW&> calculated by the formula as given by Gonzaled
Gonzalez-Vilar., (2003): (fresh weight- dry weightlehydrated weight- dry weight) x100. The physgital status
of plants was monitored by RWC. The stomatal cotahge was measured at mid-morning on the adaxadl le
surface with a hand-held porometer (AP4). The givalues represent the stomatal resistangef(om which we
deduced the stomatal conductancg:(gg= 1/t. In order to find out leaf chlorophyll content?SD index was
estimated nondestructively using a SPAD chloropimditer (Minolta crop, USA). It is a hand held spewcteter
which measures light (650nm) absorbed by singleegeand gives an estimation of plant chlorophyHisTindex
was used preferentially as the strong relationslefveen readings of the chlorophyll meter and trdbrophyll
content has been demonstrated by previous worksfé@deet al., 2006, Silva et al., 2007). For leafhperature, the
evaluation was done using a hand held infraredhtbereter. The thermometer was held so that the setmoed
only the leaf surface within its natural orientatito avoid shade effects. Electrolyte leakage weierchined
according to the method described by Dkhil and Bend2012). Leaf samples were washed with didtilater in
order to remove surface adhered electrolyte oudigmrticles and then cut into discs of uniformesixfter which
the samples were immersed in 10 ml distilled wateoom temperature. 24 h later, the conductivitthe solution
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(Cy) was read. The samples were autoclaved at 120°20fanin, cooled to room temperature and condugtiof
the solution (§) was read again. Electrolyte leakage was caladiiasethe ratio of (to G,.

RNA extraction and RT-PCR assay

Total RNA was extracted from 100 mg leaf tissuengghe RNeasy total RNA isolation kit (Qiagen). fEmove
contaminating DNA, RNA(10 mg) were treated with RNase- free DNase (PgaheDNase treated RNA samples
(0,5 mg) were reverse transcribed using M-MLV reeetranscriptase (Invitrogen). The reverse trapgori (RT)
reactions were performed at 37°C for 1h using 2 aligo-dT18. Two microlitres of the first strand cBNvas used
as templates for PCR amplification. The TdPIP2degevas amplified using specific primers reported able 1.
Specific primers designed in the 3'UTR region ofPTP2,1 were used to avoid any possibility of cross
hybridization, nevertheless a possible cross-reaatannot be excludg@yadi et al., 2011 For the DHN5 gene,
we also used the 3'UTR end as a probe. The DHN® geas amplified using specific primers reported able 1
(Brini et al., 2007). A wheat Actin gene fragmeised as an internal control was also amplified \ith primers
reported in Table 1. Samples were denatured fon&nP4°C and run for 35 cycles of 30 sec at 98Wsec at 50
°C and 2 min at 72°C followed by 5 min at 72°C ainal extension. To separate PCR product, an agagel
electrophoresis was performed, stained with ethdiwomide and analyzed under ultra violet (UV) tigh

Statistical analysis
For all collected data of the physiological paraengt standard deviation of means was calculatecaaatysis of
variance was carried out, the means were compaied dlewman and Keuls test.

Results

Physiological analysis

The results revealed that under standard conditt@germination percentage of both cultivars wigé (>90%).
However, these percentage declined with PEG imiposiand with a higher amount under 20% (-1,2MPa).
Considering both genotypes, (W) suffered more utidePEG induced drought stress than (B). As drpeteaf
RWC differed according to water treatment, theedt#hces were highly significant (P<0.0001). Valwssyed from
a high of approximately 87 % showed by (B) for we#itered condition to a low of approximately 64 Bbwed by
(W) for the none watered. Drought stress can affectaleaf temperature. The values observed undetral
conditions become significantly (P<) higher undeess conditions, although with a lesser exteriBin The results
for the above parameters are shown in Table 2 andd-1.

Under stress conditions, a decrease in stomatattuapewas observed as indicated by lowering of stain
conductance. The plants with optimum watering higdiicantly higher stomatal conductance than thasder
drought conditions (P<0.0001). Considering stregdedts separately, even so, (B) exhibited higteues than
(W). As well as for the chlorophyll content, hei® it decreased significantly in all genotypes undeught
conditions in comparison with controls (P<0.0004jnong stressed plants, (B) (with 38) had signiftgahigher
SPAD index than (W) (with 35) (P<0.05). Our reswso revealed that for both cultivars, electroligakage
increased under stress conditions, the lower vakere recorded under control condition and sigaiftcdifference
was found between varieties (P<). These resultstayen in Table 3 and Figure 2.

Expression analysis of the candidate genes TdPIPZahd DHN5

We have studied the expression level of two candidanes involved in the plant desiccation. RT-R@Rlysis of
the AQP gene TdPIP2,1 in cultivars (W) and (B) esgubto 10% and 20 % PEG showed a high expressiefslef
TdPIP2,1 in the sheaths and in the leaves of tleegenotypes compared to the roots in stress conditin control
plants the mRNA levels of the TdPIP2,1 were mairgdiat low levels (Figure 3). When we comparedtihe
genotypes, it seems that (B) accumulate more trgaigban (W). For DHN-5, the expression levels wamparable
to TdPIP2,1 except for the control tissues who w#iced the absence of transcripts in all planugss(Figure 3). A
slightly higher expression of DHN-5 was observe@Bhas compared to (W) (Figure 3).

Table 1. Primers used in PCR expression analysis.

Primer sequence (5’ to 3) Target gene Gene bao&saon Amplicon size (bp)
number
TCCATCCAACACCAACACTAATAAC TdPIP2,1 EU182655.1 400
GGCGTACCACCAGTACATCC
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GCGAATTCGAGGACGACGGCATGGGC DHN5 AY619566.1 344
GAATTCTCAGTGCTGGCCTGGG

GTGCCCATTTACGAAGGATA Actin AB181991 380
GAAGACTCCATGCCGATCAT

Table 2. Result of Variance Analysis for germinatia rate (GT), leaf relative water content (RWC) andeaf
temperature (LT) under control and drought conditions.

Treatments Parameters

GT RWC LT
Water conditions (W) 2384,397*** 780,531*** 83,741
Genotype (G) 515,205*** 159,287*** 21,068**
Interaction (GXW) 118,795*** 46,571** 8,501*

Values are mean squares. *(P<0.05); **(P<0.01)(P<0.0001).

Table 3. Result of Variance Analysis for stomatal@nductance (@), estimated chlorophyll content (SPAD
index) and electrolyte leakage (EL) under control ad drought conditions.

Treatments Parameters

Os SPAD index EL
Water conditions (W) 19201,600*** 59,703*** 1247 85*
Genotype (G) 1728,480** 14,297** 29,324**
Interaction (GXW) 560,060** 6,410* 12,526*

Values are mean square. *(P<0.05); **(P<0.01); P¥0.0001).
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Figure 1.

Figurel. Effects of drought stress on a) Germinatio rate (GT), b) leaf Relative water content (RWC)g) Leaf
temperature (LT) of two durum wheat genotypes (W) White bars), (B) (grey bars) under control (C) and
drought (D) conditions. Values are means €D (n=3).
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Figure 2. Effects of drought stress on a) Stomatalonductance (g), b) estimated chlorophyll content (SPAD
index), c) Electrolyte leakage (EL) of two durum wleat genotypes (W) (white bars), (B) (grey bars) uret
control (C) and drought (D) conditions. Values araneans_+SD (n=3).
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Figure 3.
Figure 3. RT-PCR analysis of (A) the aquaporin gem (TdPIP 2,1) and (B)the dehydrin gene (DHNS) in pint
tissues of the two wheat genotype (B and W) undeifterent stress conditions. The expected size of &lA
DHNS5 is 344pb and TdPIP2,1 is 400pb. A 380pb Actiwas amplified by RT-PCR as internal control.
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Discussion

Drought tolerance under germination phase can Imsidered as an important criterion for plant swalignd
adaptation (Sassi et al., 2012). In fact, watesstrmay reduce or even prevent germination conyplé&enotypic
differences have been observed under PEG induaadyllr stress in particularly at -1,2MPa, (W) appdaio be
more sensitive to water stress at germination ptihaa (B). Similar results have been reported pnesly
(Khayatnezhad and Golamin., 2011). Under non sessnditions, the analyzed samples exhibited R\&IOes
compatible with a non stressed status. The valeetingd after water stress application. RWC is roftsed to
investigate cell and tissue hydration which is higlkrquired for optimum physiological function (&l et al., 2007).
Many studies have shown a reduction in leaves RWH&n subjected to drought (Talameé et al., 2006y&tar et
al., 2012, April et al., 2013, Melloul et al., 2Q14%Vater stress affected stomatal conductance #ds e plants
with optimum watering had higher values than thasder stress conditions. This decrease had beetiomet by
many authors (ykhlef and Djekoun., 2000, Balochlgt2012, Parwata et al., 2012). Plants adopedifit strategies
to avoid drought. Stomatal closure is one of thBanfata et al., 2012). At severe stress, in omeptimize plant
water statues, an increase in AQP expression withstomatal conductance may boost membrane perlitgalpid
thus water transport (Galmes et al., 2007). Whantplare subjected to drought stress (transpiratianeases), a
lower stomatal conductance result in reduced ewjyercooling and thus in leaf temperature incréb$eza et al.,
2012; April et al., 2013). The genotype showingkatively lower leaf temperature may be able tespree a more
favorable leaf water status (Silva et al., 200i)adldition to the previous parameters, leaf chlbytipcontent was
also affected by water deficit. Leaf chlorophyll@mt could be a good indicator of plant physiolafjjgerformance
(Neufeld et al., 2006). The reduction of chloropimyay be a consequence of chlorophyll degradatsalting from
a prolonged photo-inhibition (Silva et al., 200Pyevious investigations have reported a reductioohiorophyll
concentration in water stressed durum wheat (Boashé, 2013), barley (Guo et al., 2009) and steyae (Silva et
al., 2007). Studies have shown that, more tolendrdat varieties tend to keep higher relative watsitent and
higher chlorophyll content. (Atteya., 2003, Parwatal., 2012). Cell membrane could also be tacybiedrought
and its stability is of a great importance (Ranalgt2013). The range of membrane damage was asdieelctly by
measurement of cells solute leakage which is irkgnsroportional to cell membrane stability (CM$a(ooq and
Azam., 2001). Our results revealed that membrategiity was more conserved for (B) than (W). Drduiglduced
electrolyte leakage has also been reported by ttfearissi et al., 2013). In fact the rate of igjuo plasma
membrane can be evaluated through electrolyte ¢makam cells (Rana et al., 2013), and the proportif leakage
is relative to cell membrane damages (Sayar e28D8). AQP genes are important for many aspefctdamt
adaptation to drought (Forrest and Bhave., 201@wever, their role in leaf water transport undeoutyht
conditions remains uncleéAlmeida-Rodriguez et al., 2010). The TdPIP2;1 mRN&s detected in leaves of both
(B) and (W), which is consistent with previous rgpshowing the expression of a PIP2 AQP in leag®almes et
al., 2006, Aroca et al., 2006, Ayadi et al., 20Ie pattern followed by the expression profildha TdPIP2,1 in
leaves showed an increase under water stresshigitier extent in (B) than (W). During drought s&esvidence
for strong regulation of PIPs was found on trammirnal level(Zhang et al., 2007). According to previous studies,
the AQP genes expression under water stress is ahdhlfollows two phases: a moderate decrease ierwat
availability results in down-regulation, while theore drastic decrease results in up-regulaftamada et al., 1997,
Galmes et al., 2004). Our observations are comsistéh the second phase. The down regulation oPAggne
expression is most commonly observed in Arabidopgth exception for: AtPIP1,4 and AtPIP2,5 (Aledemson et
al., 2005). However, Kawasaki and coworkers (208iggested that the initial down-regulation is foka by a
subsequent up-regulation of AQP gene expressidkewise, some MIP (Yamada et al., 1997, Lian et28104) and
PIP2 genes (Suga et al., 2002, Aroca et al., 2ABéng et al., 2007, Galmes et al., 2007, Lovisdlalg 2007,
AlmeidaRodriguez et al., 2010 and Santos et al., 2013¢ leen reported to be up-regulated under droudie. T
up-regulation is thought to increase membrane pabitiey to water transport when water is less ald# (Yamada
et al., 1997) to facilitate water flux (Smith and@e., 200yand thus to control water stat{fantos et al., 20)3
Dehydrins accumulation, have been previously assediwith drought stress tolerance. Our resultsvedothat
DHN-5 transcript was not detected in plant tissursder standard conditions. However, upon watesstieatments
there were highly accumulated in both genotypeschvis consist with the results previously reportdothers
(Brini et al., 2007; Medini et al., 2009, Iskanadral., 2011, Melloul et al., 2014). Thus, plasibjected to cellular
dehydration show substantial increase in the amofintost DHNs (Rorat et al., 2006). The fact th&tNb> gene
was not expressed in well watered plants but anthé stressed ones, is consistent with a protectie adopted by
plants in response to drought stress (Rampino.e2@06). The DHN genes expression in drought stiesissues
may pull along tolerance mechanisms by inducing@propriate cellular response, in order to predettydration
damages (Melloul et al., 2014). The mechanismctiba of DHNs is not known in detail (Brini et a011). Due
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to their intrinsically unstructured character, DHBEN change their conformation and so they canbéxiersatile
functions (Hanin et al., 2011). Thus, they canrplicated in protecting proteins and membrane ityegClose.,
1999; Wise and Tunnacliffe., 2004). DHNs can bedpmrted between the nucleus and the cytoplasmestigg a
role in the transcriptional machinery (Carjuzaalet2008). The upper expression of DHN5 coincidh the upper
expression of TdPIP2,1 especially in (B). Thisuggesting specific functional role of these pragedspecially in
drought stress tolerance. According to a recerttysta tomato AQP gene (AtPIP1,4 ortholog) was taddy an
ASR1 protein (LEA superfamily) and so up-regulataring drought stress (Ricardi et al., 2014). Moo
transcripts levels of this AQP gene were found lIoimeASR1 silenced plantRicardi et al., 2014 In fact, Brini
and coworkers, (2011) consider that through itemptéal chaperon property it's not excluded that tredydrin
(DHN-5) can be implicated in regulating the expr@s®f other stress responsive genes

Conclusion

Plants breeding efforts to improve drought toleeamould be aided by a better understanding of titess response
on the cellular and molecular level. Our findingggests that durum wheat can be able to adjustxpeession of
DHN5 and TdPIP2,1 according to environmental céods. The upper expression of these two stresonsspe
genes may be valuable by setting up stress tolerarechanisms in the different tissues and espgdéralleaves.
Thus conduct to an appropriate cellular responsepravent dehydration damages. This investigatmuiccbe a
starting point for more elaborate analysis of thgutation network DHN-stress responsive genes amgtablish if
the DHN5 has as a target an AQP gene and whatharethers. Identification of a possible connectitween
activated stress responsive genes can be usefubkiding a starting point to further elaboratetbahnology-based
approaches.
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Caractérisation des genes de tolérance a la séskerbez le blé dur étude du role des
déhydrines et des aquaporines

Hamla Chourouk®, Ykhlef Nadid
! Laboratoire de Biochimie, Génétique et Biotechgi@d/égétale, Université ConstantineRute Ain
El Bey , Constantine, Algérie
h.chourouk@hotmail.com

Résumeé

La sécheresse constitue 'une des contraintes@mamentales les plus répondues et les [plus
limitantes en terme de rendement et de productdet grandes cultures. La compréhension
des mécanismes moléculaires de tolérance au siydagiue est primaliale afin d’améliorer
la tolérance des céréales et notamment du blgislieeplusieurs génes pouvant étre induits|par
un stress hydrigue fonctionnellement parlant leglpits de ces génes sont le plus souvent des
osmoprotectants, des facteurs de protection desomatecules (LEA, déhydrines), des
protéines membranaires (aquaporines), des enzymdstdxification et des protéases. Les
déhydrines sont des hydrophyllines jouant un riéghortant dans la stabilisation des
protéines et dans I'amélioration de la tolérancesttass hydrique chez le blé. Quant aux
aquaporines, il s’agit de protéines transmembrasareprésentant des composants cellulaires
significatifs dans le transport cellulaire de I'eauravers les membranes. Au cours de notre
travail, deux expérimentations ont été conduitese expérimentation sous serre et une
expérimentation en laboratoire par application d’unontrainte hydrique artificiellsuite a
I'addition de PEG en culture hydroponique. Diveasameétres ont été considéres tels que : la
résistance stomatique, la température foliairegdaductivité électrolytique, le dosage des
sucres totaux ou encore I'électrophorése monodimenslle SDS-PAGE des protéings
thermostables. Les données issues de ce premadrordl été analysées en conséquent. Dans
un second lieu la quantification des transcritsddbydrines et d’aquaporines ainsi que leur
fluctuation lors du stress hydrique a été cibléezadeux variétés en particulier.

Uy

Mots clés: Blé dur, stress hydrique, PEG, déhydan@aporine, mécanismes de tolérance
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Variation of dehydrins and aguaporins expressictuum wheat and mechanisms of
tolerance to water stress.
Hamla Chourouk®, Ykhlef Nadid
! Laboratoire de Biochimie, Génétique et Biotechgid/égétale, Université ConstantineRbute Ain
El Bey , Constantine, Algérie
h.chourouk@hotmail.com

Abstract

The abtiotic stresses, including drought, are tlstrimiting constrains for crop production,
especially in a context of a global climate changs. sessile organism, plants have
developed adaptive strategies to cope with thosstrins by setting up a range of changes.
These changes appear through multiple physiologisadhanisms at the cellular, tissue and
whole plant level. There is a strong connectiomien the modifications that occurs on the
molecular, cellular level as well as on the physjadal level. Plant response rely on the
expression of several genes, the outcome is a roatiltn in the transcriptional programs
leading to an up or down regulation of some prat@na synthesis of a new set of protejns.
Among the numerous transcripts and proteins thatraalate during drying, the dehydrins
are assumed to play a protecting role. Also anaghaup of proteins called aquaporins tufns
out to be involved in drought tolerance mechanishim@ aim of our work was to perform| a
comparative analysis of Algerian durum wheat gepetyresponse to drought |at
physiological and molecular level by focusing onotwtress responsive genes. At the

physiological level the characterization of genetypesponses to water stress was analyzed
through several indices such: germination ratd,ded root length, dry mass, relative water

content, leaf temperature, stomatal conductanceyaghyll content, electrolyte leakage,
sugar content. Also a 1D SDS-PAGE of heat stalidéeprs was performed. Data collected
from this section are analyzed in consequence.dsspn level of an aquaporin gene and a
dehydrin gene were also investigated under diftedlesught conditions in two durum wheat
varieties.

Key words: Durum wheat, drought stress, PEG, dehgdraquaporins, tolerance

mechanisms.
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Effects of drought stress on physiological and bemical indices of Algerian wheat
varieties
Hamla Chourouk®, Ykhlef Nadid
! Laboratoire de Biochimie, Génétique et Biotechgimd/égétale, Université ConstantineRbute Ain
El Bey , Constantine, Algérie
h.chourouk@hotmail.com

Abstract :

Water stress is a wide world problem limiting adlweop productivity and quality all over
the world and resulting in substantial loss. Teis¢ccentuated by the global climate change.
Alteration of gene expression is always involvedagsath followed by plants to respond|to

stress. An assortment of genes with diverse funstis induced by stress, these gene
products result in changes at different levels mfaaization. Five durum wheat riticum
durum Desf) genotypes have been used in our experiment. Tai@ wbjective was to
perform a comparative analysis between patterngrofein extracts of durum whegat
seedlings subjected to drought stress. As a resgonsater limitation the studied genotypes
showed changes concerning the accumulation of ledgarotein in terms of molecular
weight and intensity. As well as a decrease otikeavater content and chlorophyll content.

Key words: Drought stress, durum wheat, relativeeweontent, spad index, SDS- protein

markers.

111



Valorisation et productions scientifiques

Hamla, C., & Ykhlef, N. (2015). Caractérisation dgmes de tolérance a la sécheresse chez le blé
dur. Les doctoriales 2015. Université des freremtilari, Constantine, Avril 21. Lauréate de la
filiere : Biologie Végétale et Ecologie.

Caractérisation des genes de tolérance a la séskerbez le blé dur étude du role deg
déhydrines et des aquaporines

Hamla Chourouk®, Ykhlef Nadid
! Laboratoire de Biochimie, Génétique et Biotechgi@d/égétale, Université des fréres Mentoliute Ain
El Bey , Constantine, Algérie
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Résumeé

La compréhension des mécanismes moléculaires dmnake au stress hydriqgue chez|les
céreales et notamment chez le blé demeure printerdia tant qu’organisme sessile, les
plantes ont développé diverses stratégies adagsatifin de pallier aux effets néfastes|du
stress. Ces stratégies adaptatives induisant dedifications dans les programmies
transcriptionnels aboutissant a une régulationtipesou négative de certaines protéines ou
encore a la synthése de nouvelles protéines. Pesmombreux transcrits s’accumulant lprs
de la déshydratation, ceux des déhydrines, exeuarile de protection. Un autre groupe|de
protéines également impliquées dans les mécanidengdérance au stress, les aquaporines.
L’objectif de ce travail étant de réaliser une égdmparative du comportement de quelques
variétés de blé dur en réponse au stress hydrigunévaau physiologique et biochimique|et
au niveau moléculaire en se focalisant sur le pddixpression de deux genes de réponsg au
stress. Au niveau physiologique et biochimique &ractérisation de la réponse des
génotypes a été effectuée en s’appuyant sur diti@iadices: la capacité de germination} la
matiere seche, la teneure relative en eau, la tetypé foliaire, le taux de chlorophylle, |la
conductance stomatique, le taux d’électrolyteetatir en sucres, etc. Une électrophorese en
1D SDSPAGE des protéines thermostables a également ét&sée Les différence
observées concernant les bandes protéiques révédéedmduisent en termes de paids
moléculaire et d’intensité. Une analyse du niveaxpmtession d’'un gene déhydrine (DHN5)
et d’'un géne aquaporine (TdPIP2,1) a été réaligédiférents tissus. L’expression du gene
DHN n’a pas été induite chez les plantes contr@less uniquement chez les plantes
stressées. Tandis que, I'expression du gene AQEté abservée pour les deux lots|de
plantes, mais dans une plus grande mesure cheiréssées. Il existe une connexion solide
entre les modifications qui se produisent au niyaagsiologique et cellulaire et celles qui|se
produisent au niveau moléculaire. La mise en éwveéeatiune relation entre les genes|de
réponse au stress simultanément exprimeés foursitldenées d’'une grande importance.

®

Mots clés: Blé dur, stress hydrique, PEG, déhydianeaporine, mécanismes de toléranc
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Conclusion générale
La réponse des plantes a la sécheresse, est ua tegmupant un ensemble de processus

complexes et coordonnés, dont le déterminisme nalalige reste largement inconnu. Elle est,
et elle sera encore le centre d’intérét de nomleenwestigations.

La présente étude s’est fixée comme principal oibjete réaliser une analyse comparative
des criteres morphophysiologiques de tolérances@theresse chez des variétés de blé dur
algériennes, en se focalisant sur le profil d'espien de deux génes de réponse au stress
hydrique. Les expérimentations entreprises se déridulées sous serre et en chambre de
culture. Le stress hydrique fut imposé suivant dprocédures : par un arrét de I'apport en

eau et par I'application d’un stress hydrique osquat a I'aide du PEG-6000.

La contrainte osmotique imposée entraine invamabtd un ralentissement du phénomeéne de
germination en présence du PEG-6000. Un effetend & s’accentuer avec 'augmentation
de la pression osmotique. De méme qu’une diminudieria capacité de germination ainsi
gu’une augmentation du ratio LR/LF. La réductionlaleapacité de germination en présence
du polyéthyléne glycol, a été considérée commet dmnésultante de I'abaissement du
potentiel hydrique du milieu extérieur. Ce qui aitte une difficulté, voire une inhibition de
la prise d’eau par la graine.

Les expérimentations conduites ont fait ressontireffet significatif du stress hydrique se
traduisant par : une baisse du contenu en chlotigplde la conductance stomatique, de la
matiere séche, de la teneur relative en eau, deeméfih entraine une accumulation de sucres
solubles et une augmentation du taux d’électrolytizs)s des proportions variables entre
variétés. Et ce quelle que soit la procédure ermtale employée pour I'application de la
contrainte hydrique. L’ensemble des criteres cbgisiur analyser la réponse des différentes
variétés au stress hydrique semble étre parfaiterii@ole a cet effet, a I'exception de
'emploie du thermometre a infrarouge pour l'invgation des températures foliaires, dont
les valeurs ne semblent pas étre suffisammentimdisentes sous conditions contrélées,
suite a l'application du polyéthyléne glycol. Le inteen d'un statut hydrique favorable,
couplé a une bonne capacité d’ajustement osmotgig, contribuer substantiellement dans
la tolérance a la sécheresse. Le degré de stamiétébranaire peut étre évalaéravers le
taux d’électrolytes cellulaires, dont la valeuratale est proportionnelle au degré de
dommage affectant les membranes. Les stratégigtadideas mises en place ne sont pas
strictement exclusives ; au lieu de rentrer daressgule catégorie, les réponses adoptées sont

a méme, a se combiner chez la méme variétée. A dieseemple la variété Beliouni: en
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maintenant une bonne TRE en conditions limitardg#s,allie une stratégie d’évitement avec

celle de la tolérance, clairement mise en reliafl\@nalyse d’expression.

L’expression moléculaire de deux genes de répoasedtress hydrique, le gene DHN-5 et le
gene TdPIP2 ; 1, a été évaluée chez deux desésdétblé dur testées : Waha et Beliouni.
Le gene TdPIP2 ; 1 s’exprime aussi bien en contitcontrdlées qu’en conditions limitantes
ainsi qu’au niveau foliaire et racinaire. L'expressde ce gene peut étre induite de maniére
constitutive en fonction des besoins de la plahtdes stades de développement et non pas
uniquement en réponse a un stress. L’applicatiostidiss hydrique a entrainé une régulation
positive de ce géne, en particulier chez la vatigtéle Beliouni, chez laquelle, il se trouve
étre plus fortement exprimé en conditions de strels® régulation positive, est supposée
entrainer une augmentation de la perméabilité mamalne, afin de faciliter le flux d’eau et
contrdler le statut hydrique.

Les niveaux des transcrits du géne DHN-5 sontaeissi, induits aussi bien au niveau foliaire
gue racinaire. Toutefois le gene DHN-5 ne s’exprguére chez les plantes témoins des deux
variétés de blé dur, mais uniqguement en conditiomgantes. Ceci S’avere consistant avec un
réle de protection adopté par les plantes en r@ansn stress hydrique. L'expression de
génes DHNs dans les tissus stressés, peut entiaimeise en place des mécanismes de
tolérance, en induisant des réponses cellulairpsoppées, afin de prévenir les dommages
causés par la déshydratation. La encore, la vaB&iouni présente une plus grande

accumulation des transcrits DHN-5.

Les données recueillies sur le plan moléculairetere compatibles avec celles mises en
evidence lors de la caractérisation physiologiquieiechimique des deux génotypes étudiés.
La variété Beliouni présentant un meilleur statugdrique et une bonne activité
physiologique, lors de la contrainte hydrique ingEscomparativement a Waha. De méme
qgue I'accumulation des protéines thermostables (BHbEe trouve étre positivement régulée
par le stress et elle est plus importante et seemetace plus rapidement chez cette derniére.
Les principaux genes impliqués dans la tolérancesteess abiotique, sont présents chez
toutes les plantes, mais I'aptitude de ces dempi@rda tolérance reste proportionnelle a
I'efficacité de la réponse engendrée.

Notre étude suggere que les variétés Waha et Belamnstituent un bon systéme d’analyse
des événements moléculaires. Mais aussi que ledbtépossede la capacité a ajuster

'expression des génes DHN-5 et TdPIP2; 1 selan denditions de I'environnement
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extérieur. L’augmentation de I'expression de cesxdgenes de réponse au stress dans
différents tissus de la plante, peut-étre d’'unendgaimportance, pour la mise en place de

mécanismes de tolérance entrainant ainsi une répefislaire appropriée.

Perspectives

La problématique du stress hydrique est une réglitgpossede encore beaucoup de beaux
jours devant elle, en raison du contexte climatig@ngeant mais aussi de la complexité de
la réponse d’adaptation. Lorsque l'on sait que dj@dtion au stress hydrique, est un

phénomene a caractére multigénique, on se dittaidement, qu’insérer un seul géne ne va
pas modifier littéralement les choses. Mais id@rtifes réseaux de genes simultanément
exprimés en condition de stress et en particusrgenes impliqgués dans la régulation de

'expression d’autres genes de réponse au stressp@érer extrémement avantageux.

Notre investigation peut étre considérée commeaimt ple départ pour d’autres analyses plus
élaborées, portant sur les réseaux de régulatioN-BEne de réponse au stress et ce, afin de
déterminer si le géne DHN-5 agit de maniere cildée,un gene AQP en étant impliqué dans
la régulation de son expression. Mais encore, sal gutre gene peut-il agir. L'identification
des connexions existantes entre les génes de eEgpanstress qui sont positivement régulées,
peut-étre extrémement utile et peut servir commee kde départ a différentes approches

biotechnologiques.

A cet effet, on peut envisager une suppressioried@ression de la protéine DHN-5 par la
technique ARN interférence (ARNiI), afin de vénfiees niveaux d’expression du gene
TdPIP2,1 au niveau des plantes ‘DHN-5-silenced’ cemparaison aux plantes contrbles
‘white type’. On pourrait également entreprendandlyser les genes cibles potentiellement
régulés par la DHN-5 qu’il s’agisse du gene TdPIR®) d’autres genes. Pour ce faire, on
peut faire appel a la stratégie ChIP-sequencinglRGRkq) qui combine a la fois une
immunoprécipitation de la chromatine (ChlP) aveséaquencage parallele massif de I’ADN,

afin d’identifierin vivoles sites de liaison de 'ADN et de n'importe degirotéine nucléaire.
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Annexe.l.Tampons d’extraction, séparation et visualisaties protéines.
- Tampon d‘extraction

50 mM tris-HCL, pH8

10 mM NacCl

1% SDS

5% [3 Mercaptoéthanol

- Tampon Tris pH 8.8

1.5M Tris —HCI

0.4% SDS

Le pH est ajusté a 8,8

- Tampon Tris pH 6.8

0.5M Tris

0.4% SDS

Le pH est ajusté a 6,8

-Gel de séparation

12% acrylamide/bis-acrylamide (37/1)
0.375M tris-HCI, pH 8,8
0.1% SDS

0.1% persulfate d’'ammonium
0.04% TEMED

-Gel de concentration

4% polyacrylamide

0.125M Tris-HCI, pH: 6,8
0.1% SDS

0.1% persulfate d’'ammonium
0.1% TEMED.

- Tampon de migration
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1.92M glycine

0.25M Tris-HCI

1% SDS

- Tampon de charge, TM2X:
20% glycerol

4% SDS

0.125M Tris —HCI

0.04% de bleu de bromophenol
- Bleu de coomassie:

500g/I Acide trichloroacetique
4.5¢/l bleu de coomasie
Autres tampons

- TAE 10X :

400mM Tris-acétate, pH 8,5
20mM EDTANa2

- TE:

10mM Tris-HCI, pH-8

1ImM EDTAN&
Annexe.2.Tampon de dép6t de 'ARN (Méthode Trizol pour I'&dtion des ARNSs totaux)
50mgde Xyléne cyanol FF
50mg de bleu de bromophenol

10ml H0.
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Annexe.3. Bandes protéiques révélées par 1D SDS-PAGE degimpest thermostables

foliaires.
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1 : Traitements hydriques imposés. 2: Poids mo#aibes bandes protéiques révélées en kilo Dal®nkes témoins des
variétés Beliouni et Waha. 4 : Stress hydrique pditan de PEG a 10% durant trois jours. 5 : Stteslique par addition
de PEG a 10% durant cinqg jours. 6 : Stress hydrjzareaddition de PEG a 20% durant trois joursStress hydrique par
addition du PEG a 20% durant cing jours.

Traitements hydriques
PM T s S
(KDa)
B17 GGR DK Bou B17 GGR DK Bou B17 GGR

140 [— [— ty |l— [— [— |— 11— +# 4
154 |— |— [— [— 11— 1T— T+ 11— 1= 1+
16.7 | — — + — + +# +# — X A
17.5 — — + + +# 4 4 + — 4
18.2 + L [ +) |+ + +4 + A + 4 4
19.6 — — + — — — +# + &+ #
20.0 — — — — 7 Y A A n A A
218 _ _ _ _ +A +A _l_A + _#k _#k
224 |— |— |— |[— |[— [— [+# [— [— [—=
235 |— |— |— [— 1= 11— T+4 [— 1= 4
253 | — — + 4 | — +4 +# +4 — — A
260 _ _ _ _ +A +A _l_A + _ _#k
28.6 — - - - A A A n — A
29.6 — — + + +# 4 # — — A
300 | — — + — +4 +4 + +1 | # 4
33.7 e +4 | # 4 4 — 4 4
346 | — — — — + +4 + — +# 4
35.0 + L+ [+ [+ # 4 4 + — 4
200 — — — — A A A n _# A
418 _ _ _ _ +A +A _ _ _ _'ék
420 | — — + 4 |+ | +4 4 +4 | — —
444 — — — — A A A —_ A A
450 | — — — — +4 +4 4 — ++ A
46.7 — — — — A A A + ] [ — A
51.9 — — — — A A A — A _
54.2 — — — — A A A — A &
552 | — |— |— |[— |[— [#& [— [— [# [—
56.7 | — — — — + + +1 — — ‘
59.1 + + + + +# 4 +# — A 4+
60.0 + + + + 4 4 -+ + 4 £
61.0 + + + + +# 4 +# + + £
684 - - -_— —_— —_ —_ +“ N — _#k
690 |— |[— |— = [= [= [+# = [= &
845 — — — — Y\ A& A +l — A
85.3 | — — — — +4 +4 4 — — A
1010 |— |— |— |— |4 |4 [4 [— [— [=

1: Les témoins des variétés Bidi 17, Guemgoum RkHhgjeneh Khetaifa, Bousselem. 2 : Stress hydriqueagdition de
PEG a 10% durant trois jours. 3 : Stress hydricareapdition de PEG a 10% durant cing jours.
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Traitements hydriques
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3 : Stress hydrique par addition de PEG a 10%ndwiaq jours. 4 :

jours. 5 : Stress hydrique par addition du PEG% #drant cing jours.

+ | :Bande protéique intensément exprinée

non détectée.

- Bande protéique de moindre intensité&,—

Stress hydrique par additiorP&5 a 20% durant trois

expression inchangée ou
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Annexe.4.Analyse de variance des parametres pris apres@addg PEG

Tableau.l. Tableau sommaire de I'analyse de vaianc

STANDARD
VARIATE GRAND MEAN | DEVIATION COFV
L) I e ——— SD/MEAN
NO. BASED ON %
TOTALSS RESID
OBS. SS
TRE 126 82,50 9,22
TF 126 20,94 2,12
sucC 126 28,73 13,92
SPAD 126 37,92 2,94
MS 126 9,99 1,81

Tableau.2Carrés moyens de 'analyse de variance de la tae@ative en eau (TRE), du taux
de chlorophylle (SPAD index) et de la températotmire (Tf) des variétés de blé dur testées,
a OMPa et — 1,2MPa et mesuré a trois dates.

Parameétres
Facteurs TRE SPAD index Tf
Génotypes (G) 77,920 25,493 2,123"
Traitement hydrique (T)  5006,359 368,334 306,135
Durée (D) 2890,138 194,241 154,355
Interaction (G x T) 75,992 8,368 0,268"
Interaction (G x D) 49,090 4,448 0,299

ns : effet non significatif, * : effet significatg<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01,
**x . effet tres hautement significatif p<0,001.
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Tableau.3. Carrés moyens de I'analyse de variaada ohatiere séche (MS) et de la teneur en
sucre (Suc) des variétés de blé dur testées, a @MPa,2MPa et mesuré a trois dates.

Parameétres
Facteurs MS Suc
Génotypes (G) 9,185 176,917
Traitement hydrique (T) 172,692 11954,681"
Durée (D) 98,575 6366,792°
Interaction (G x T) 1,474 190,716~
Interaction (G x D) 1,182 109,109"

ns : effet non significatif, * : effet significatg<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,01,
**x . effet tres hautement significatif p<0,001.
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Résumé

La compréhension des mécanismes moléculaires @é@nale a la sécheresse chez les céréales et nata
chez le blé, demeure primordiale afin de pallier effets néfastes du stress. Les stratégies adegstamises
en place induisent des modifications dans les progres transcriptionnels d’un assortiment de gélrees
présente étude s’est fixée comme obijectif, deg@aline étude comparative du comportement de cpee
variétés de blé dur, en réponse a un stress hydaquniveau physiologique et biochimique et au aiv
moléculaire, en se focalisant sur le profil d’eegsion de deux génes de réponse au stress.

expérimentations ont été réalisées sur des varigtdsgé dur Algériennes. Deux d’entre elles endd@ns

contrélées en chambre de culture et une en condiemi-contrdlées sous serre. En conditions déesple
stress hydrique a été imposé par addition de goli@te glycol et sous serre par arrét d'irrigatido.niveau
physiologique et biochimique la caractérisatiorladeéponse des génotypes a été effectuée en sappsiyr
divers indices: la capacité de germination, le name racines, les longueurs foliaires et racisaite ratio
LR/LF, la matiére séche, la teneur relative en eaugmapérature foliaire, le taux de chlorophylle,
conductance stomatique, le taux d’électrolytegteetir en sucres etc. Une électrophorése en 1D SI0&:K
des protéines thermostables a également été etdlieé études conduites ont fait ressortir demdiffces
significatives entre variétés et entre traitemdytdriques pour la plupart des caractéres étudiegpsion
faite pour : les longueurs foliaires, les longueuwasinaires et la température foliaire (en présedes
polyéthyléne glycol). Le stress hydrique a induie wWiminution de la capacité de germination, du lrende
racines, de la quantité des feuilles en chlorophgtl de la conductance stomatique ayant pour coarégq
une diminution de la production en matiere séchaisMwussi une diminution de la teneur relative @,

accompagnée d’'une augmentation du taux d’éleca®lgt des sucres solubles. Les différences dess
concernant les bandes protéiques révélées par IOPHGE, se traduisent en terme de poids molécuta
d'intensité. Une analyse du niveau d'expression nd’'géne déhydrine (DHN-5) et d'un gé
aquaporine (TdPIP2,1) a été réalisée sous diffésezunditions de stress hydrique et sur différesdsis chez
deux variétés (Waha et Beliouni). L’expression éagDHN-5 n’a pas été induite chez les plantesrolast
mais uniquement chez les plantes stressées auundemaracines, des feuilles et des gaines. Tandis
I'expression du géne TdPIP2,1 a été observéelpsuteux lots de plantes mais dans une plus graedare
chez les plantes stressées au niveau des racasefeudlles et des gaines. De plus, les niveauxaescrits
des génes étudiés ont été plus marqués chez Bielidna surexpression de ces genes semble amélio
tolérance au déficit hydrique et entrainer des mépe cellulaires appropriées, afin de pallier amrdage
causé par le déficit hydrigue a travers divers miscaes. |l existe une connexion solide entre
modifications qui se produisent au niveau physiiojog et cellulaire et celles qui se produisent seau
moléculaire. La mise en évidence, d’'une relatiotreehes genes de réponse au stress simultand
exprimés, fournie des données d’'une grande impoetania mise en ceuvre d’approches biotechnologi
plus élaborées.

Mots clés: BIé dur, stress hydrique, PEG, germamatitraits physiologiques, protéines thermostak
déhydrine, aquaporine, expression génique.
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