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Résumé

L'efficacité de ['utilisation de l'eau ‘EUE’ est owmidérée comme une caractéristique
importante associée a la tolérance a la séchedessplantes cultivées .La présente étude
s’est fixée comme objectif d’étudier les mécanisrpéysiologiques et moléculaires de
I'efficience de l'utilisation de I'eau chez le bifur en mettant 'accent sur I'implication des
protéines de réponse au stress ( Aquaporines) ldansintien du statut hydrique. Trois
expérimentations en conditions semi-controlées @it menées, dix varietés de blé dur
(Triticum durumDesf) ont été cultivées sous trois régimes hydriques,,86% et 20% de la
capacité au champ. Dans le premier essai plusiparmmetres morphologiques et
physiologiques liés a I'état hydrique et assoéi¢efficacité de I'utilisation de I'eau ont été
mesures : la teneur relative en eau, le taux derdépn de I'eau, le potentiel osmotique, le
taux d’éléctrolytes, la conductance stomatique, téanpérature foliaire, le taux de
chlorophylle, la surface foliaire, le poids spémife foliaire ainsi que [lefficacité de
I'utilisation de I'eau EUE et ses composantes .kaosde expérimentation a été consacrée
pour étudier quelques traits physiologiques deéfense des protéines Aquaporins au stress
hydrique en appliquant un blocage biochimique dorare de mercure Hggl A I'échelle
moléculaire, I'analyse du niveau d’expression deixdésoformes TdPIP1.1 et TdPIP2
d’Aquaporins a été réalisée sur des feuilles et rdeses de blé en effectuant une PCR
guantitative en temps réel. Les résultats obte@uslent des différences variétales hautement
significatives pour I'ensemble des parameétres néssuCette différence est essentiellement
liée au niveau du stress imposé, pour la majogemhrametres un stress sévere de 20% CC
affectent les plantes par : une diminution de édiéne séche totale ainsi que la quantité d’eau
utilisé ce qui a aboutit a une augmentation dditatité de l'utilisation de I'eau pour la
majorité des variétés. De plus, le stress impos@l@it une diminution de la conductance
stomatique, du taux de chlorophylle, la teneurtinedaen eau, du taux de déperdition, du
potentiel osmotique de la surface foliaire et mogmentation de la température foliaire, du
taux d électrolytes et du poids spécifique folialE@ outre, I'analyse de corrélation a réevéle
des corrélations significatives entre 'EUE etpesameétres étudiés tels que la quantité d’eau
utilisée et la conductance stomatique qui sont idénds comme des traits importants a
prendre en considération en étudiant ['efficadl& I'utilisation de I'eau .L’inhibition de
I'activité des Aquaporins par le chlorure de meecHgCh a mis en évidence la relation entre
ces protéines et les indicateurs de l'efficacité ldgilisation de I'eau (transpiration,
conductance stomatique). Nos résultats montrerd sqQus un stress de mercure les variétés
ont présenté des capacités de résistance ou denodedifférentes ce qui est fortement liée
avec les différentes activités des Aquaporins\atitin/inhibition) ainsi qu’avec les capacités
adaptatives des variétés. Les résultats de I'aajymntitative des génes d’aquaporines en
conditions de stress sévere a indiquée que le geidP1.1 est négativement régulé dans les
racines, I'abondance des transcrits est plus marghéz la variété Cirta. A l'inverse, une
régulation positive du géne TdPIP2.1 a été soékgians les racines de la varigtéisselam
Nos résultats peuvent suggérer la variété Bous eomygénotype tolérant en ayant présenté
une bonne efficacité de l'utilisation de I'eau emnditions de stress hydrique qui est une
résultante de la régulation positive des génesudjporines au niveau des racines. Ces
résultats préliminaires constituent un point deadede la compréhension de la relation liant
I'efficacité de l'utilisation de I'eau et I'activit des Aquaporines en conditions de sécheresse.

Mots clés :efficacité de I'utilisation de I'eau, blé dur, Aaporines.



Abstract

Water use efficiency is considered as an importadrdracteristic associated with crops
drought tolerance crop3he current thesis is based on the study of thesiplogical and
molecular mechanisms of water use efficiency inudurwheat emphasizing on the
involvement of stress response proteins (Aquapprimsmaintaining water statughree
experiments under semi-controlled conditions wenedacted, ten varieties of durum wheat
(Triticum durumDesf) were grown under three water regimes, 9598 @nd 20% of the
field capacityln the first assay several morphological and pHggical parameters related to
the water status and associated with water useierfiy were measured: relative water
content, water loss rate, osmotic potential, ebdytie leakage, stomatal conductance, leaf
temperature, chlorophyll rate, leaf area, speddiaf weight, as well as the water use
efficiency (WUE) and its components. The secondeerpent was devoted to the analysis of
some physiological traits of Aquaporins responswater stress by applying the biochemical
inhibitor HYChL “mercury chloride”. At the molecular level, theadysis of expression level of
two Aquaporins isoforms TdPIP1.1 and TdPIP2.1 wasied out on wheat leaves and roots
using a real-time quantitative PCR. The obtainedults revealed highly significant
differences among varieties for all measured pararsd his difference is mainly related to
the level of stress imposefhr the majority of the studied parameters the affef severe
stress of 20% FC is mainly characterized by aa#eser of the total dry matter as well as the
guantity of water used which has led to an incraasthe Water use efficiency for the
majority of varieties. Moreover, stress induced a decrease in stomatatuctence,
chlorophyll rate, relative water content, leaf areamotic potential and an increase in leaf
temperature, electrolyte leakage, and specific\weaght.In addition, the correlation analysis
revealed significant correlations between WUE dredstudied parameters such as total water
consumption and stomata conductance which are dermesi as important traits to regard
when studying WUEThe inhibition of the activity of the Aquaporins bgCl highlighted
the relationship between these proteins and thécatmts of the water use efficiency
(transpiration and stomata conductance).Our reshitsved that under mercury stress the
varieties exhibited different resistance or toleemapacities, which are strongly related to
the different activities of the aquaporins (actiwat/ inhibition) as well as to the adaptive
capacities of the varietie3he results of the quantitative analysis of theapguin genes
under severe stress conditions indicated that tieiF1.1 gene was negatively regulated in
the rootsthe abundance of the transcripts is more consiteliabthe roots of the variety
Cirta. Conversely, a positive regulation of the TdPIPZhewas emphasized in the roots of
the variety Bousselam. This genotype may be suggess tolerant genotype showing high
values of water use efficiency under water stresglitions which is a result of the positive
regulation of the aquaporin genes in the roots.s&hgreliminary results provide a starting
point for understanding the relationship betweetewase efficiency and Aquaporins activity
under drought conditions.

Key words: Water use efficiency, durum wheat, Aquaporins .
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ADN : Acide désoxyribonucléique
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APS : persulfate d’ammonium.

ARN ou RNA: acide ribonucléique.

ARNmM : ARN messager

ARNtx : ARN totaux

AQPs :Aquaporines

bp : paire de base.

C %: "cross-linking", Bisacrylamide (g)/ (Acrylamide+Bisylamide) (g) x100.
C° : Degré Celsius

CT : Treshold cycle (cycle-seuil)

CC : Capacité au Champ

DEPC: Di-Ethyl-Pero-Carbonate.

dNTP: Désoxy-Nucléosine-Triphosphate.
DTT : dithiothréitol.

E : évapotranspiration

EUE : efficacité de l'utilisation de I'eau

EU : Eau utilisée

EDTA: Ethyléne Diamine Tétra-Acétate.
FAO : Food and Agriculture Organization.
FC:Field Capacity

gs: Conductance stomatique

h : heure.

HgCI2 : Chlorure de mercure

HSP: Hot Shok Protein

ITGC : Institut Technique des Grandes Cultures.
KDa : kilo dalton.

LEA: Late Embryogenesis Abundant.

mA : milliampere.

M-MLV : Moloney Murine Leukemia Virus.
mn : minute.

MPa : megapascal.

nm : nanometre.

MS : Matiére séche

PCR : Polymerase Chain Reaction (Réaction de polyrattois en chaine)
PF : poids frais.

PM : poids moléculaire.

PS: poids sec.

Psf: poids spécifique foliaire

PT : poids de turgescence.

gRT-PCR : RT-PCR guantitative en temps réel
gsp : quantité suffisante pour.

ROS : Espéces Réactives d’oxygene.

rpm : rotation par minute.

rs ;. Résistance stomatique.

RT-PCR : Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction.



SDS-PAGE :Sodium Dodécylsulfate Polyacrylamide Gel Electraglsc.
T % : «concentration totale » Acrylamide + Bisacrylamigg@Total x 100.

TCA : acide trichloroacétique.

TCT : taux de chlorophylle totale.
TEMED : tétraméthyl-ethyléne-diamine.
Tris : tris-hydroxymeéthyl-aminométhane.
WUE : Water Use Efficieny

W¥; : potentiel hydrique foliaire
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Introduction générale

L’eau est le principal facteur abiotique limitaatdroduction végétale dans plusieurs régions
du monde, avec la croissance des cultures et diemegnt économique ces régions sont

durement affectées par la disponibilité de I'edantbussi eal., 2007).

L'utilisation de I'eau (eau consommeée) et I'edficie de I'utilisation de I'eau (EUE en termes
général, I'efficacité de 'eau consommée pour pitadde la biomasse ou du rendement) sont
deux parametres critiques ou l'eau est rare contdass les régions semi-arides au climat
meéditerranéen, dans ces régions la il ya un besogent d'accroitre I'efficacité de
I'utilisation de I'eau en conservant 'eau pezduar la transpiration ainsi que I'eau perdue
dans le secteur de I'agriculture qui est comgid®mme le secteur le plus consommateur
des ressources disponibles d’eau avec 80-90%per@ant, la moyenne des pertes dans les
projets d’irrigation suggere que seulement 45%'eBul extraite ou fournie atteint la culture
(Hamdy et al , 2003).

Jusqu’a maintenant la conservation de I'eau #fidience de I'utilisation de I'eau n’ont pas
recues l'attention qu’elles méritent. Comme I'agtiure est le secteur le plus consommateur
de l'eau, la gestion et I'efficience de l'utilisati de I'eau sera sans doute une option majeur
de conservation dans le futur, plusieurs stratége®nt nécessaires pour améliorer la
productivité de l'utilisation de I'eau dans l'aguiture. (Wang et al., 2003). La création de
nouvelles variétés plus efficientes dans leursatilon de I'eau est une des stratégies utilisées.
D'autres incluent une meilleure gestion des resesuen eau et des changements dans la
gestion des cultures. De plus, les gains les piysoitants seront obtenus grace a des

approches complémentaires impliquant chacune & enix.

Les céréales occupent a I'échelle mondiale uneepteicnordiale dans le systeme agricole.
elles sont considérées comme une principale sodecéa nutrition humaine et animale
(Slama et al., 2005Le blé est une céréale importante en termes deonanation intérieure
dans de nombreux pays du mon#&e. terme de production, la culture de blé rests tr
dépendante des conditions climatiques. La produdlio blé en région méditerranéenne est
fortement influencée par les stress abiotiquesuartdl la sécheresse. la compréhension des
caractéres biologiques complexes qui détermineadaptation du blé au climat, est une
perspective intéressante, qui pourrait contribuda gestion de I'impact du changement

climatique (Bousbaa.,2012).
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Dans les milieux arides et semi-arides les strdsstiques imposent des limites au
développement de la plante. La résistance a cesssist dépendante du génotype qui
développe des mécanismes morphologiques, physiplegi et/ou biochimiques pour

eéchapper (esquiver), éviter ou tolérer la contea{hevitt, 1982).

L’amélioration de la résistance aux stress abiesga été depuis longtemps un des principaux
objectifs de I'amélioration des plantes. De nombesuétudes ont été conduites pour mieux
comprendre les mécanismes impliqués et identiBerdaracteres qui peuvent étre utilisés
comme criteres de sélection de la tolérance (SmetavVenables, 1983 ; Blum et al., 1996 ;
Bajji et al., 2001 ; Richards et al., 2010 ; Fleatyal., 2010 )Ces études ont permis de mettre
en évidence plusieurs mécanismes impliqués danwléaance (Cushman et al., 1989;
Cattivelli et al., 2002 Buitink et Leprince, 2008), ou I'accumulation destgines LEA et des
HSP apparaissent comme des facteurs communs. thdiores génes, qui sous-tendent ces
mécanismes et qui s’expriment differemment, au £dacquisition de la tolérance, n’est,
cependant, pas entierement élucidée (Rampino, 048I6).

Le stress induit une diversité de réponses quilte¥fgude l'expression génique et des
modifications du métabolisme cellulaire, se tradoigar une variation de la croissance et du
développement de la plante. L'adaptation de lai@lslaccompagne par une série complexe de
réactions enzymatiques conduisant a I'évitemerit lauréduction des dommages susceptibles
d'étre causés, par le stress, a la cellule, etgparéme a la plante entiere .La cascade de
réactions moléculaires se déclenche des que ldeekkrcoit le stress (Neffar.,2011).

Les génes impliqués dans la réponse a la contrabietique, qu'ils soient induits ou
réprimés, codent pour une large gamme de protésgsrant diverses fonctions. Parmi ces
fonctions, il y a la stimulation et la régulatiom gdignal de transduction, la régulation de
I'expression des génes induits directement dangp@nse au stress, la protection et le
maintient des fonctions et structures cellulairésutes ces fonctions conduisent vers

I'amélioration de la tolérance vis-a-vis des stedsetiques (Neffar.,2011).

Notre travail s’'intégre dans le contexte général gjmscrit dans la continuité des travaux
précédents réalisés au laboratoire de GénétiquechBne et Biotechnologie Végétale
(GBBV) par (Ykhlef et al., 1998 et Ykhlef.,200Bousba et al.,2009 ; Moulef,2010 ;Hamla
et al.,2014). Ces travaux ont permis d’évaluerdsgects morphologiques, physiologiques,

biochimiques et moléculaires de la réponse de iné&da contrainte hydrique.
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Notre travail consiste a poursuivre les recherdhiéi®es sur I'efficacité de ['utilisation de
l'eau chez le blé dur (Ykhlef et al. 1998 et basket al., 2009), afin d’approfondir les
connaissances sur les mécanismes morphologiquasysiologiques de la réponse de blé
dur a un déficit hydrique . Sur le plan moléadainotre travail consiste a soutenir les
travaux menés par (Hamla et al., 2014) qui ontrfibwn point de départ de la compréhension
des mécanismes moléculaires de la tolérance alesse chez le blé dur en se focalisant
sur I'expression des génes de réponse au strdssg|iny codant pour " les Aquaporines”.

Ce travail repose sur deux objectifs majeurs :

1. Au niveau physiologique I'objectif de cette recherche consiste a étultisrmécanismes
physiologiques de I'efficience de I'utilisation leau chez le blé dur en se focalisant sur les
traits morpho-physiologiques fortement liés a I@énce hydrique en condition de stress

hydrique.

2. Au niveau moléculairg la présente contribution consisté a étudier lliogtion de deux
isoformes d’aquaporines TdPIP1.1 et TdPIP2.1 tarégulation de I'état hydrique des

plante dans des conditions déficitaires en eau.
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|. La culture de blé

1. Présentation

Le "Blé" est un terme génériqgue qui désigne plusieurs ledrégppartenant au genre
Triticum. Ce sont des plantes annuelles de la famille deaigées ou Poacées, cultivées dans
de trés nombreux pays. Le blé est une monocoty&dait partie des trois grandes céréales
avec le mais et le riz. Les deux especes les pitisées sont le blé duf(iticum durun) et

le blé tendre Triticum aestivu) Le blé dur est une espece connue depuis la hduse
antiquité. Elle appartient au groupe tetraploide, genre Triticum qui comprend de

nombreuses especes (Bsoubaa., 2012).

Cette céréale occupe la premiére place en termpsdeaction mondiale et la deuxieme aprés
le riz, comme source de nourriture pour les poparat humaines. L'importance des
superficies qu’elle occupe ainsi que son poids darsecurité alimentaire, font du secteur

cérealier 'un des plus importants secteurs deymtioh agricole (Amor edl., 2005).
On distingue principalement deux espéces de blés :

Le blé tendre Triticum aestivum ssp aestivim hexaploide possédant trois génomes
apparentés A, B et D, comportant chacun 7 pairehoenosomes (2n= 42), avec 16X pb.
Il constitue un matériel difficile a étudier sur pdan génomique (Gupta at., 2002). Son

albumen est relativement friable ce qui lui donne aptitude a la transformation en farine.

Le blé dur Triticum turugidum ssp durunde I'anglais durum wheat) est une plante de la
classe des monocotylédones de la famille des Gemgjrde la tribu deFriticéeset du genre
Triticum (Feillet., 2000). Elle appartient a un ensembldad®n tetraploide, possédant deux
génomes A et B (2n=28) (Battaillonadt, 2006). Son albumen dur, la rend plus apte aeonn
des semoules qui sont a leur tour utilisée potabacation de pates alimentaires.

Cette Graminée annuelle est de hauteur moyenriebe des feuilles est aplati, le systéme
racinaire comprend des racines séminales et dé@sesaadventives. Elle possede une tige
cylindrique, dressée, habituellement creuse etigisée en entrenceud (certaines variétés
possedent toute fois des tiges pleines). Le nonibiarin dépend de la variété, des conditions
de croissances et de la densité des culturastige principale et chaque brin porte une

inflorescence en épi terminal.
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2. Impacte de la culture de blé sur I'économie

Le blé est la premiére céréale cultivée au mondeefiet, cette céréale est un composant
essentiel du régime alimentaire de nombreux pals, est considérée comme étant la
premiéere source de glucides et de calories quees @rotéines, elles constituent elles aussi la
majeure partie des protéines consommeées dans dbrewses régions sous développées
(Hamla, 2015).Contrairement aux autres fruits eedale blé doit étre préalablement

transformé avant d’étre consommeé. On distinguesalor

-Les produits de premiere transformation céréatiéagines, semoules, grains décortiqués ou
abraseés, flocons, malt.

-Les produits de deuxiéme transformation céréal&sas de la panification (pizza, pains a
hamburger, viennoiseries, biscuiteries, patissgti@pastification, la créperie, 'amidonnerie.
Les programmes d’amélioration du blé dur visé jaestpusélection des lignées uniquement
pour leur aptitude a la pastification. Des essaimtnent que la sélection en fonction de la
gualité boulangere permet I'obtention de variétésbl® dur a double usage pastification et
panification. Ce ci rend compte de la place capitpl’'occupe le blé dans notre alimentation,
encore plus suite a I'expansion du marché de lauestion rapide (fast food et autre), ce qui
pousse les industrielle, face a ce marché trégatifch étre de plus en plus exigeant en terme
de qualité et de quantité et ceux malgré les conés posées par le réchauffement climatique
(Dexter.,2008).

Au niveau mondial, le rendement du blé a perdu eun gus de 5 % entre 1980 et 2010 par
rapport a un climat qui n'aurait pas été pertutépour ce qui est de I'avenir, nous avons
désormais un certain nombre d'études qui souligizesénsibilité des grandes cultures (riz,
mais, blé, etc.) a des températures diurnes akd'ale 30 C°.Un certain nombre d'infections
fongiques ou de pathologies véhiculées par desteseont se renforcer sur les cultures, en

particulier en EuropéSoussana.,2014).

L’agriculture mondiale est confrontée a I'impacblpable du réchauffement planétaire. Des
études récentes suggerent que la production deiggaodajeurs a décliné depuis 1980 a cause
du réchauffement planétaire (Lobell et al. 2011).e3time que, face aux tendances actuelles
du réchauffement climatique en Afrique sub-sahaéera production de céréales majeures
pourrait décliner jusqu’a 20 % d'ici le milieu diesle (Schlenker et Lobell 2010).). Selon

une étude récente, les colts annuels de I'adaptatichangement climatique dans le secteur

agricole devraient atteindre plus de 7 milliardDU8lelson et al. 2009).
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2. leblé dans le contexte nations

En Algérie, les produits céréaliers occupent uaegktratégique dans le systéme alimen
et dans I'économie nationale. Cette caractéristegiepercue d’'une maniere claire a tra
toutes les phases de la filie(Djermoun.,2009).la filiere céréales etesdérivés constitue
I'épine dorsale du systenadimentaire algérien, et elles fournissent pluss@&o de l'appor
calorifique et 75 a 80% d&pport protéique de la ration alimentaire. C'&sisi, au cours d
la période 2001-2003, latisponibiltés des blés représentent un apport équivalents,a
Kcal/personne/jour, 45,538 de protéine /personne/j et 5,43 gr de lipidespene /J

Cette importance résulteptamment, de la place prépondérante qu’'occupsntdedales ¢
leurs dérivés dansalimentation humaine, notamment la semoule (cousat pates) et |
farine (pain), commeans I'alimentation animale. Elle est traduite nareau des chiffres, pi
une demanddoutes céréales confondues, évaluée, en equivgiaints, a environ 228 Kpar
an et pamhabitant, soit environ 177 a 180 Kg par habitar équivalent semoules et farin
(Bousba.,2012).
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Figure 01 Evolution de la production céréaliére en AlgéAe0(-2012).source OAIC.
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Cependant, la production céréaliere en Algeest fortement dépendante conditions
climatiques. Cela se traduit d’'une année a l'aytse¢ des variations importantes la
production et du rendemeffEigure 01. Ainsi, le manque de précipitations, mais aus:
mauvaisaépartition des pluies penct 'année expliquent en grande partie la forte atawn
de la production céréaliére.

Selon les derniers chiffres donnés par I''TGC densompagne 2011/2012, la produc
céréaliére s’est établie a 51,3 millions de quixtdont plus de 58% en blé diTableau 1)
Cependant, Les besoins nationaux en matiére dalesrgont estimés a 80 millions
guintaux/an, ce qui classe I'Algérie comme l'un ggs importants pays importateurs

céréales (Benmati.,2014).

Tableau 1: Surface, production et importation des céréatealgérie de septembi
2003 jusqu'en mai 2012 (Bova, 2012).

Saisons

. 03/04 | 04/05 | 05/06 | 06/07 | 07/08 | 08/09 | 09/10 | 10/11 11/12
(par annee)

Surface

29 3.0 26 2.7 2.9 1.5 3.2 33 3.1
(en mha)
Production 43 4.0 35 4.0 43 1.7 6.1 4.7 43
(en mt)
Importation 59 73 76 75 7.7 8.9 75 9.1 0.8

(en mit)

Il. Sécheresse risques et stratégies d’adaptatio

1. Conséquences du changement climatiq

La conséquence majeure du changement climeé pour les agriculture tropicales et
meéditerranéennes sera l'accroissement des risgeiesecheress Le consensus est qui
général sur l'existence d'un réchauffen climatique (augmentation de la tempérai
moyenne de surface deTarre). Cett augmetation des températures a des effets direct
la demande en egaugmentation de la demande évaporative par aseroent du défic de
saturation de l'air), et des effets indirects pas @npacts sur le cycde développement d
cultures (allongemerte la période de végétat d’especes pérennes et raccourcisseme
cycle d’espéeces annuelles...

L’adaptation au changement climatique des agrioedtules pays pauv doit étre considéré
comme une responsabilité de la commur internationale. C’est’dilleurs un des points de

négociations climatiquesOr, cette adaptation passe en priorité par la mwaitdes
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conséquences de la sécheresse. C’est pourquaiestissements nécessaires doivent étre
engageés le plus vite possible, gu'il s'agisse ddeeche ou d’aménagement (Gaufichon et
al.,2010).

De maniere générale, et au cours de leur développenegétatif, la consommation en eau
des cultures est proche entre espéeces cultivésguletles sont soumises a un méme climat.
Ainsi, la consommation d’eau des cultures dépenpbnitgirement de la durée de leur cycle
de développement et des événements climatiquesrsis\pendant ce cycle. Cependant, la
sensibilité des especes végétales a la sécheresseégale. Elle dépend a la fois du
fonctionnement général des plantes, du stade delappement auquel le stress hydrique
survient, et des méthodes culturales mises en omarrdes agriculteurs. Dans le cas des
céreales. Il est possible de les classer en fanct@leur sensibilité ou, a I'inverse, de leur
tolérance vis-a-vis de la sécheresse :

» Certaines espéces comme le blé — qu'il soit d’hiwerde printemps — ne sont pas
particulierement tolérantes au déficit hydrique,igriaur cycle cultural se déroulant
pour l'essentiel pendant les périodes automnal@iatrnale, le risque de déficit
hydrique — et donc de stress hydrique — est faiBles sont considérées comme
utilisant I'eau de maniére efficace, puisque la dede climatique est faible pendant
leur cycle de développement.

» D’autres especes dont le cycle cultural couvreiletgmps et I'été (en climat tempéré)
ont une tolérance intrinséque forte au stress bydri que ce soit pendant le
développement de leur appareil végétatif, ou laslalmise en place des organes
reproducteurs. C’est le cas de l'orge ou du sorgjud,peuvent étre cultivés sans
nécessité d’irrigation ;

» Enfin, le cas du mais est a considérer en margautess céréales. Bien qu’il possede
une efficacité d'utilisation de l'eau élevée, gréaeses capacités performantes de
croissance et a des mécanismes de réponses partimént efficaces lorsqu’il est
soumis au stress hydrique au cours de son dévetwppevegétatif, le mais est
extrémement sensible a la sécheresse au momemftldeaison et de la formation des

grains (Gaufichon et al.,2010).
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2. L’eau et son importance pour le végétal

L’eau s’y trouve naturellement a I'état liquide, imaussi sous forme de vapeur d’eau dans les
chambres sous stomatiques des feuilles (Laber€l@gl)2La richesse en eau des plantes est
variable selon les especes, les organes et lesuxitle vie. Une feuille est composée souvent
de 80 a 90% d’eau et le bois fraichement coupé neefermer 30 a 50 % d’eau. Il faut 1 500
litres d’eau pour obtenir 1 Kg de blé, 500 litrésadi pour 1 Kg de mais et 4 500 litres d‘eau
pour 1 Kg de riz (Bernard, 2006).

Elle est le milieu dans lequel a lieu la quasiiitdéades réactions biochimiques; elle joue le
réle de solvant, substrat et de catalyseur. Pardasion qu'elle exerce sur les parois, I'eau
permet la turgescence cellulaire qui est indispgaiasau port érigé des plantes herbacées et a
I'expansion cellulaire dans les tissus en croigsara turgescence est également a la base des
mouvements des organes (feuilles, étamines) etcdbsles (stomates). A I'échelle de
l'organisme, I'eau permet de véhiculer les substanatritives, les déchets du catabolisme et
des phytohormones (Martre, 1999). Dans les milié&mergés, la disponibilité en eau reste le
facteur le plus limitant de la production et latgesdes ressources d’eau devient alors un des
principaux défit de I'humanité, notamment dans umtexte de changement climatique
(Benbaaziz,2011) .

3. Transport de I'eau chez les végétaux

La caractérisation du statut hydrique des plantegiiert la possibilité de quantifier I'état
d’énergie de la molécule d’'eau, qui est définit pan énergie libre. Il est communément
utilisé la notion de potentiel hydrique qui corresg a I'énergie libre de I'eau rapportée au
volume molaire de I'eau. Le potentiel hydrique egbrimé en MPa et est défini par rapport a
une solution d'eau pure dans les mémes conditioasteinpérature et de pression
atmosphérique, dont le potentiel est par converggale a zéro. Cela signifie que le potentiel
hydrique est toujours inférieur ou égale a zérondDane cellule végétale, la valeur du
potentiel hydrique est déterminée par deux prinefpaomposantes opposées : le potentiel de
turgescence qui représente la pression mécanigercésx par la paroi végétale sur les
molécules d’eau et dont I'intensité dépend de t’d&aturgescence de la cellule.

Généralement, cette pression va contrer I'entréawdtans la cellule. La seconde composante
est le potentiel osmotique qui correspond a laefod@attraction exercée par les solutés
osmotiquement actifs de la cellule (la vacuole)lesmolécules d’eau.

Pour circuler dans les tissus vasculaires, I'eatuisser a travers les cellules vivantes. Deux

voies de circulation sont possibles : une voie &smpique qui se fait a travers la paroi
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cellulaire et une voie cellule- a cellule, qui satfa travers les plasmodesmes (voie
symplasmique) ou a travers la membrane plasmicpie {kanscellulaire) (Chrispeels et
Maurel, 1994 ; Maurel et Chrispeels, 2001).La vmiéférentielle de la circulation de I'eau
varie selon I'espéce, I'organe, I'état physiologiqde la plante ainsi que la force exercée
(hydrostatique ou osmotique) (Chrispeels et Maur8b4). Dans les racines de mais et de
coton, la voie apoplasmique serait dominante, mantre chez l'orge et I'haricot, I'eau
circulerait selon la voie cellule-a-cellule (Ste2idl992 ; Benbaaziz,2011).

4. Stratégies et mécanismes d’adaptation

Au cours de I'évolution, les plantes ont élaboré digatégies afin de se protéger d’'un stress
hydrigue modéré en mettant en place une sériegimsés leur permettant tout simplement
de survivre et d’assurer leur descendance. Cesisépaefletent trois stratégies différentes :

* L’esquive est une adaptation a I'environnementpgumet aux plantes d’éviter les périodes
critiques pour leur bon développement. Les agrecuf utilisent cette stratégie des plantes
pour placer le cycle cultural pendant des périanletes conditions sont favorables. Il s’agit,
par exemple, d'éviter les cultures d'été ou de bipper des variétés a cycle de
développement plus court dans le but d’éviter Ersoples de I'année les plus stressantes pour
les plantes. L'esquive ne peut se raisonner g@ahklle de I'exploitation agricole et des
systemes de culture ;

» L’évitement permet aux plantes de limiter leseteffdu stress, grace a des adaptations
comme le flétrissement, ou encore I'enroulementfel@ies. Cette stratégie permet la survie au
dépend de la productivité ;

sLa tolérance permet un maintien des fonctionsulztes indispensables a la survie de la
plante grace a des réponses spécifiques et cililes que la régulation stomatique,
I'ajustement osmotique, I'osmorégulation, etc...(Gehdn et al.,2010).

Les différentes modifications morphologiques, pblggiques et biochimiques mises en jeu
dans les mécanismes d'adaptation de la plante fauit dd/drique sont résumées dans la
(figure 02).
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DROUGHT RESPONSE STRATEGIES

Escape Avoidance Tolerance

Accelerating the lifecycle Preventing the exposureto stress Permitting the plant
to withstand stress

Early flowering and/or short

; Minimizing water loss Maximizing water uptake
growth duration

Osmoregulation

Closing stomata
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ABA, ROS
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Reduced |eaf area

Figure 02. Mécanisme de réponse des plantes a la séchetdssecaracteres impliqués dans
la réponse (Neffar, 2013).

4.1 Réponses physiologiques des plantes pour manir I'état hydrique

La masse d’eau contenue dans une plante est faghvient le flux d’eau qui la traverse au
cours d’'une journée d’'été. La sécheresse « véauka ante » se définit par les conditions
physiques de I'environnement immédiat de la plamtemande évaporative de 'air au niveau
des feuilles et disponibilité de I'eau dans le @olcontact des racines (Tardieu et al., 2006 ;
Maury et al.,2011). En revanche, l'état hydriqueind plante est directement lié a la
différence entre le flux d’eau entrant par lesnasiet celui qui s’échappe par les feuilles au
méme instant Ce flux d’eau traversant la plantecestlitionné a la fois par les conditions
physiques de I'environnement de la plante, maideégent par le contrdle « biologique »
exercé par la plante sur le flux d'eau (via la fetune des stomates par exemple). La
caractérisation de I'état hydrigue des plantes daipel a la quantité d'eau et a I'état
thermodynamique de l'eau dans le systéme cons{géste, organe, tissu...). La quantité
d'eau est généralement exprimée en valeurs redatdtd'état thermodynamique de I'eau est
exprimé en termes de potentiel hydrigie(Turner, 1981). L'eau circule dans le sens des
potentiels décroissants (du potentiel hydrique tBns négatif vers le potentiel hydrique le
plus négatif). La mesure dg a donc été largement utilisée pour étudier lessteats d'eau
dans le systéme sol - plante — atmosphére (Bo98§)1

11



Chapitre 1. Synthese bibliographique

Le potentiel hydrique de la plant#f) dépend du potentiel hydrique du sdls] et de la
transpiration (T). Le potentiel hydrique du sol pétre approximé par la teneur en eau, et
plus particulierement par la fraction d’eau trareipie (disponible pour la plante) du sol
(FTSW) (Maury et al.,2011).

4.1.1. Processus permettant a la plante de mainteiétat hydrique

+ La régulation de la conductance stomatique : rédug la transpiration par la

fermeture des stomates

La régulation de la conductance stomatique rest@deanisme majeur intervenant a court
terme pour limiter les pertes d’eau: le potentyrigue foliaire sera maintenu d’autant plus
longtemps que la fermeture des stomates est préCetle-ci peut intervenir a des potentiels
hydriques foliaires différents en fonction du gémat et du stade de développement (Maury
et al.,2011). Si la fermeture des stomates n’'estipale, en raison de la différence entre les
coefficients de diffusion de I'eau et du €@ans la feuille, la transpiration est plus rédgite
I'assimilation nette : I'efficience de I'eau esbed augmentée.

% La réduction de la croissance des parties aériennes

Le déficit hydrique se concrétise chez la plupasd dspeces par un ralentissement de la mise
en place de nouveaux organes aériens et par uneti@dd de la croissance des organes
préexistants. Ces modifications résultent d’'uneimition de la vitesse de division des
cellules constituant les tissus végétaux et d’unedification des propriétés physico-
chimiques des parois entourant les cellules quietieent plus rigides, ce qui empéche leur
croissance Ces processus, a plus long terme, titride surfaces d’échange entre la plante et
I'air et donc les pertes d’eau par transpiratioa.réduction de croissance ne serait pas une
conséquence passive du manque d'eau dans leseselhis une réponse contrblée et
programmée de la plante dont le résultat est dlpeti les événements séveres de stress
hydrique. Cette réponse est donc préventive esaobie (Virlouvet,2011).

% Le maintien de la croissance racinaire pour augmeet la quantité deau «

transpirable » du sol

La croissance racinaire est réduite lors d’'une reamt hydrique, mais de facon moins
marquée que celle des parties aériennes. L'optiibisae I'absorption d’eau est liée a un
ensemble complexe de caracteres morphologiquesratgses (Maury et al.,2011). La
croissance racinaire en conditions seches peut&netenue par I'ajustement osmotique qui

limite la baisse du potentiel de turgescence (T r@86).
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+ Le maintien de la turgescence pour tolérer la déslayatation des tissus

Le maintien de la turgescence permet a la plantaaietenir ses fonctions physiologiques
malgré une dégradation de I'état hydrique desgis&u niveau cellulaire, trois processus sont
impliqués dans le maintien de la turgescence ableflf : I'ajustement osmotique,

I'élasticité des parois cellulaires et la répantitde I'eau dans la feuille entre I'apoplaste et le
symplasme (Maury et al.,2011).

L'ajustement osmotique résulte de l'augmentatidie nkes solutés présents dans la cellule.
Ceci induit la diminution dW’s, avec une baisse de la valeuMtu de la racine par rapport a
celui du sol, permettant a I'eau de circuler duvest la plante selon un gradient potentiel
bien déterminé .L’adaptation osmotique entrainecti@mgements métaboliques qui altérent
le taux d'absorption ionigue et la synthése degpomés organiques de faibles poids
moléculaires. L'ajustement génére l'accumulatioadligtés ou osmolytes compatibles tels
gue la proline, la glycine-bétaine, le mannitolestsucres, principalement, le glucose et le
fructose (Umezawa et al., 2006).

Les solutés compatibles sont des composés organifaetement solubles qui ne sont
toxiques pour la cellule a de fortes concentratietngui n'interférent pas avec le métabolisme
cellulaire mais maintiennent I'équilibre osmoticqergre les divers compartiments cellulaires,
ils jouent le role d'osmoprotecteurs (Umezawa et28i06). Par contre les ions inorganiques,
a de fortes concentrations, influent négativemantes processus métaboliques, en se liant a
d'autres molécules comme les cofacteurs et lestratds changeant les propriétés

fonctionnelles des enzymes (Benderradji et al. 12Meffar, 2013).

4.2. Approches de la tolérance aux stress hydrique

De maniére générale, 'amélioration de la tolérades blés durT{riticum durumDesf.) et
tendre {riticum aestivumL.) a la contrainte hydrique se fait selon trojgpmches. La
premiére approche et qui est la plus utiliséel'@sproche empirique. Dans cette approche le
rendement grain, sous stress, est le critere @etg®l. Elle est relativement efficace, dans la
mesure ou la plus part des variétés toléranteelgtuent connues ont été sélectionnée par
cette approche (Benmahammed et al., 2010). Cepgndarcultivars tolérants sélectionnés
par cette approche présentent le plus souventndeneent faible, en milieux favorables, ce
qui limite le gain de rendement (Neffar, 2013).

La seconde approche se base sur la variation pleykiologie de la plante en présence et en
absence de la contrainte hydrique (Richards e@llp). Plusieurs criteres physiologiques

tels que la teneur relative en eau, l'intégritdutaire, la perte d’eau foliaire, le contenu en
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proline, le contenu en sucres solubles, la traaslme de assimilats, la discrimination
isotopique du carbone, l'utilisation des indices tdé&rances ont été proposées comme
caractéres liés a la tolérance (Adjabi et al., 20Bebetzke et al., 2008 ; Benmahammed et
al., 2010 ; Richards et al., 2010). L'utilisatioesdcaracteres préconisés par cette approche,
dans les programmes de sélection, est tres linstéee a la lourdeur de leur mise en oeuvre

sur des centaines de lignées en ségrégation (Rikaal., 2010 ; Neffar, 2013).

La troisieme approche est relativement la plusmécet la plus étudiée actuellement, elle
repose sur l'utilisation des marqueurs moléculaidessait que la plupart des traits associés a
'amélioration de la performance dans des envirorerds limités en eau sont complexes et
de nature polygéniquéleureusement, des variations génétiques signifespour les traits
associés a la tolérance a la sécheresse semblentigionibles dans le germoplasme de blé.
Par conséquent, il sera utile de déployer un mamgassisté de sélection (MAS) impliquant
les QTL disponibles pour les traits liés a la séesse pour le développement du blé pré-élevé
avec une meilleure tolérance au stress séche@sgpta(etal.,2017).

Un certain nombre d'études ont porté sur la caafuge des intervalles et les analyses
d'association ont été déja menées dans le blés (das études, jusqua ~ 800 QTL /
associations marqueur-trait (MTA) ont été rapp@té€es QTL et les marqueurs associés
sont répartis sur tous les 21 chromosomes de b€, @n nombre maximum de QTL / MTA
pour les traits physiologiques (429) Suivi destsraigronomiques (318) et des traits lies a
I'architecture racine (23) (Guptaadt,2017).
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Figure 03. Une approche holistique pour lintégration degknomique, la physiologie et |
approches de l'amélioration génétique pour le dipdment des variétés avec une meill
tolérance a la sécheresse (Reyiet al,2012).

L'utilisation des outils ded génomique fournissent des doni utiles sur la variation d
I'expression des génes, des profils d’expres des protéines et des métabolites, en répo
la contrainte hydriqueAinsi Yamagust-Shinozaki (2002 notent une similituc d’expression
entreles genes induits par le stress hydrique chezb&te et le riz. Cette similitude concer
la cascade des signaux de transduc I'activation et la régulation de la transcriptida,
protection fonctionnellaeles protéines LEA (Late_Embroyogenesis ndant proteins), d

protéines chaperonnes HSP (Heat Shock Proteif'gcetimulation de osmolytes telles qu
la proline, la glycindsétaine et le tréhalos

Cette similitude suggére que les mécanismes qus-tendent latolérance sont les mém

chez ks différentes espéeces. L'expression de génes reste, toutefois, dépendante
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génotype utilisé, de l'intensité et la durée destrmises en oeuvre et de la nature du stress
(Ergen et al., 2009 ; Neffar, 2013.). La companaides profils d’expression des transcrits des
génotypes connus comme étant tolérants et ceuseajuontrent sensibles a la contrainte

hydrique, montre de grandes différence d’expression

4.3 Réponses moléculaires au stress hydrique
La biologie moléculaire propose des outils poututlé de I'expression des genes et des
protéines. La génomique fonctionnelle s’'intéres§erssemble des transcrits et des protéines.
Elle étudie les méthodes d’analyse de I'expresdies genes et des protéines. En comparant
'expression des genes et /ou des protéines, audseén méme organisme et sous diverses
conditions de croissance, il est possible de peétlir fonctionnement des genes induits
(Neffar, 2013).Ces informations sont fournies pandlyse des variations d’expression entre
différents états physiologiques, différents statkesiéveloppement et différents tissus (Neffar
et al., 2011).Deux approches sont utilisées poorprendre les mécanismes moléculaires de
la tolérance des stress. La premiere consistedieéties enzymes impliqués dans des voies
meétaboliques particulieres alors que la secondeckibed identifier des génes exprimés de
maniere différentielle chez des plantes conduitess stress et en l'absence du stress. Ces
approches ont permis d’identifier de nombreux gétedonction connues (Mazzucotelli et
al., 2008).

La cascade d'événements moléculaires conduisaté\aioppement de la tolérance au stress

comporte :

+ La perception du signal de stress par les réceptdairla membrane cellulaire qui
captent les variations du milieu externe ;

+ La transduction du signal du stress du cytoplasems le noyau cellulaire, suivie
d’'une cascade d'évenements matérialisés par I'adatiom transitoire des ions Ca++,
l'activation des protéines de type kinases, I'acdation de I'ABA et la modification
de la structure de la membrane plasmique ;

+ L’activation, dans le noyau, des facteurs de trapsen associés a I'expression des
genes de réponse au stress ;

+ L’expression des génes du stress codant des pstgui gerent la situation de stress
en réparant ou en maintenant 'homéostasie ceauldamaguchi-Shinozaki et al.,
2002).

Les changements de I'expression génique qui seum@at au niveau cellulaire sont intégrés

dans la réponse de la plante entiére. L'importatda rapidité de la réponse cellulaire au
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stress dépendent de la durée et de l'intensitétrégss(Yamaguchi-Shinozaki et al., 2002 ;
Neffar, 2013).

4.3.1. Les déterminants moléculaires de la toléranaes plantes a la sécheresse

Un grand nombre de génes qui répondent a la séseesel niveau transcriptionnel ont été
décrits dans la littérature (Yamaguchi-Shinoza@D®;Seki et al., 2001, 2002 ; Watkinson et
al., 2003 ; Oono et al., 200; Harb et al., 2010'analyse par microarray de la régulation
transcriptomique par des stress hydriques modégogressifs sur des plantes d'Arabidopsis
a indiqué que globalement 1/3 des genes sont sdmit réprimés en réponse a la
déshydratation (Harb et al., 2010). Ces génes nepss régulés en méme temps et au cours
des mémes phases, ils n‘ont donc pas tous un gdle h tolérance a la déshydratation ;
certains pourraient étre induits en raison des dage® provoqués par le stress .De la méme
maniere que les fonctions des genes impliqués ldarsponse au stress hydrique sont tres
variées, l'activation de ces génes est sous ler@entde nombreux facteurs. L'acide
absicissique (ABA) intervient dans la régulationl’dgpression de nombreux génes lors d’'un
déficit hydrique .Les geénes induits par 'ABA sosuvent des génes codants pour des
protéines de type LEA - Late-Embryogenesis-Abund#vdng et al., 2003) mais également
des genes impliqués dans la synthése d’osmolytedamst la perméabilité membranaire.
L’induction des genes non gouvernés par I'’ABA estmiée par des facteurs de transcription
dont les séquences les plus connues sont de tyjie (DBhydration Responsive Element).
(Mauryet al.,2011).

+ Des molécules d’ajustement osmotigue pour maintenla turgescence

L'accumulation d’osmolytes (ou molécules d’ajustetr@smotique) contribue a maintenir un
equilibre osmotique au niveau cellulaire dans dewlitions de déshydratation (Bray et al.,
2000 ; Mauryet al., 2011.). Plusieurs exemples montrent une modiboati’expression des
genes impliqués dans les voies de biosynthése dlgtas en réponse au déficit hydrique. Par
exemple, I'expression du gene de la P-5-C syntfias&-CS) et la répression simultanée du
gene de la proline déshydrogénase (ProDH) condui&enne accumulation de proline
pendant le déficit hydrique .Un transporteur (LéFnode la proline est également induit par
le stress hydrique .Une accumulation de sucredkssiest également observée en réponse a
la déshydratation chez de nombreuses especes.

Ces derniers jouent un réle déterminant dans t&jusnt osmotique, et aussi au niveau de la
stabilisation de certaines protéines. L'accumutatie saccharose pendant le stress hydrique

est observée chez Craterostigma plantagineum édhydratation induit la conversion du 2-
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octulose en saccharose Cette conversion est @réélaugmentation de l'expression des
géenes du saccharose synthase (SUS) et du saccipdnasghate synthase (SPS). Ces deux
enzymes (SUS et SPS) sont considérées comme @ieipnt impliqguées dans la régulation
de la synthese du saccharose (Maetryl., 2011). Le réle de la SPS dans I'accumulation de
saccharose pendant le déficit hydrique a été désnqatr une stratégie « anti-sens » chez la
pomme de terre : 'augmentation de la synthéseadehsrose induite par le stress hydrique a
été complétement supprimée chez les plantes «eantis et ces derniéres ont montré une
sensibilité plus marquée a la contrainte hydrig@eigenberger et al., 1999 ; Mauey al.,
2011). Les osmolytes contribuent a I'ajustementobisme, mais pourraient également étre
impliqués dans d’autres mécanismes associés délance au déficit hydrique, comme la
détoxification des espéces réactives de I'oxygeéne BOS ».

% Des protéines impliguées dans la protection des strtures cellulaires

Les protéines « LEA » (Late-Embryogenesis-Abundaant)stituent un groupe important de
protéines qui s'accumulent typiguement pendanddesiéres étapes de I'embryogenése, mais
plus généralement en réponse a la déshydratatibage induite par différents stress .Ces
protéines induites par I’ABA pourraient jouer unlerben protégeant les structures
cytoplasmiques lors de la déshydratation (Maetyal., 2011). Les déhydrines sont une
famille immunologiguement distincte de protéinegalément connue sous le nom de LEA
D11, un sous groupe des protéines LEA ,et ont éwitds dans de nombreuses especes
d'angiospermes et de gymnospermes .Un ADNc de déeydHaDhnl, induit par le stress
hydrique, a été isolé et séquenceé chez le tourri@snirardet al.,1996), et 'accumulation de
ces transcripts a été corrélée avec la toléranees@cheresse (Celliet al.,1998). Schneider

et al. (1993) ont montré que trois génegprimés préférentiellement sous contrainte hydriqu
chez leC. plantagineum codent pour des protéines chloroplastiques (foplaste-localized
Dehydration stress proteins’- DSP). Les études inolugiques ont indiqué que les deux
protéines, DSP22 et DSP34, sont situées dansyliekdiides, et que la protéine DSP21 était
localisée dans le stroma (Mauey al., 2011). Ces protéines chloroplastiques seraierg plu
spécifiguement impliquées dans la protection degtsires photosynthétiques en réponse a la

déshydratation.

% Des protéines membranaires pour modifier la condu@tité hydraulique des tissus

Les plantes équilibrent leur état hydrique en ajpuista conductivité hydraulique de leurs
tissus. Les aquaporines jouent un réle signifiadifis le transport cellulaire de I'eau (Maurel

et Chrispeels, 2001 ; Tyermat al., 2002). Ces protéines membranaires peuvent régaler |
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conductivité hydraulique et augmenter de 10 a 20ltoperméabilité a I'eau des membranes
(Maurel., 2001). Smaret al. (2001) ont montré que la répression de géenes cqutamtdes
aguaporines est associée a une diminution de laéadilité a I'eau des membranes et
contribuerait a la conservation cellulaire de I'pandant des périodes de contrainte hydrique.
En revanche, d’autres travaux indiquent que degegy@odant pour des aquaporines sont
exprimés pendant le stress hydrique et contrib@enine augmentation du flux de l'eau
(Yamaguchi-Shinozaket al., 1992 ; Yamadaet al., 1997). Des modifications anatomiques
induites par la sécheresse permettent égalemdimhitier les pertes d’eau au niveau foliaire.
Trevino et O'Connell (1998) ont rapporté l'induntipar la sécheresse de trois genes codant
pour des protéines non spécifigues de transfertipiges (nsLTPs) chezycopersicom
pennellii Les produits de ces genes sont impliqués dansidsynthése de la cuticule.
L'expression spécifique de ces genes dans leslexl&épidermiques en réponse au stress
hydrique permettrait a la plante de réduire lesgsed’eau par une augmentation de |'épaisseur
de la cuticule (Maury et al.,2011).

[1l.L’efficience de I'utilisation de I'eau
1. Définitions

L’efficience d'utilisation de l'eau (EUE) a été dd@e differemment dans la littérature
(Passioura, 1977; Turner, 1986). Etant une ciblgmeuction, I'efficience d'utilisation de
l'eau pourrait étre définie de plusieurs maniesefyn les mesures et les unités de I'échange
prises en considération .Toutes les définitionemitlles consistent en une certaine quantité
de I'eau utilisée pour une certaine unité de pridaoc(Condoret al, 2004).

Elle est définie, pour la premiéere fois en 1962, Weets, comme le rapport de la matiere

séche totale, ou du rendement en grains, par d'eiéé consommeée.

Ce rapport qui exprime, en fonction de l'eau didpen le potentiel dassimilation
photosynthétique de la plante, peut étre lie aébfits processus physiologiques comme la
photosynthese et les variations du statut hydr{§ea Naceur et Ben salem., 2000).

Selon les agronomes, elle est définie comme éaeindement a la récolte obtenu a

partir de I'eau rendue disponible par les prédipita et/ou l'irrigation (Condon et al., 2004).
Pour les physiologistes, I'efficience d’utilisatiole 'eau correspond au rapport entre le gain
de carbone lors de la photosynthese et la pergaigiar transpiration.
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2. Méthodologies de détermination de I'efficacitéle I'utilisation de I'eau

L’efficience de I'utilisation de I'eau reflete umjéilibre entre les gains (Kg de biomasse
produite ou moles d’assimilation de @@t les colts (m2 d’eau utilisée ou moles d’eau
transpirée)Cet équilibre peut étre mesuré a des échellesostaatiporelles différentes

(Medranocet al, 2010) . Les difféerentes échelles d’études elifidcience de I'utilisation de

I'eau sont illustrées dans la figure 04.

> A l'échelle de la plante [I'efficacité de l'utilisation de 'eau WUE esttmeée
comme étant le rapport entre le taux de produati®ria biomasse et le taux de
transpiration de la plante (WUEt), elle est pateails connue sous le nom
efficacité de transpiration ou transpiration ety (TE).

> A I'échelle de la culture pour les agronomes WUE peut étre exprimée par le
rapport de la production de la biomasse totaldiB)e rendement récolté (Y) sur
I'évapotranspiration totale (Ea) ou la transpinmatite la plante (Ep).

> A l'échelle de la feuille I'efficacité de l'utilisation de 'eau WUE est weent
définie comme le rapport ( A/T ) du taux d'assation nette instantanée du €O

(A) sur la transpiration (T).
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Figure 04. Echelles d’étude de I'efficience d'utilisation I'eau (Magdalena., 2012

3. Amélioration de I'efficience d’utilisation de I'eau

Sachant que I'eau est le facteur limitant pourrtadpctivité végétale dans lenvironnements

limités en eaux , dméliorationde I'efficience de I'utilisation de I'eaun processus importa

et qui nécessite un cemanombre de moyens, d’approctet de mécanismes physiologiqt

et moléculaires afin de répondre aux exigencexdisres ceréalieres étant la céréale la

consommeée dans le monde c¢a d’'une par’ améliorer le rendement d’autre pe

Le tableau 02 réesume les différentes approches gumes les techniques utiliséesgpour

améliorer I'efficience de l'utilisation de 'eat
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Tableau 2 :Résumé des différentes approches pour améliorel avecleurs techniques et
les cibles correspondantes, y compris celles pdudtaa atteintes par I'agronomie / gestio
celles pouvant étre atteintes biotechnologie ( Flexas et al.,2010).

Way to improve WUE Technique/target Reference(s)

Agronomy/management

Reducing soil evaporation and runoff Mulching Buckerfield and Webster (2001); Hatfield et al.
(2001)
Vineyard inter-cropping Monteiro and Lopes (2007); Gulias et al. {2008)
Modilying root growth patterns + inducing Regulated deficit irrigation Cifre et al. (2005); Costa et al. (2007}
partial stomatal closure and reduced plant : y ; = ;
Ay Partial root drying Dry et al. (2001}); Chaves et al. (2007)
transpiration
Optimising light interception by the canopy and Training system Carbonneau (1980); Escalona et al. (1999a,
radiation use effidency 2003)
Pruning Williams and Ayars (2005)

Biotechnology

Reducing leaf (and canopy) transpiration Reducing cuticular conductance —
Reducing night and/or day stomatal Nilson and Assmann (2007); Matus et al. (2008)
conductance (ABA genes)
Optimising water uptake, transport and Agquaporins Kaldenhoff et al. (2008); Vandeleur et al. (2009)
Lranspiration
Reducing carbon losses in respiration Reducing alternative oxidase Loomis and Amthor (1999), present review
Increasing photosynthesis at any given rate of Increasing CO; availability Flexas et al. (2008), present review
transpiration {aquaporin-mediated g,,)
Increasing carboxylation efficiency Parry et al. (2007), present review

(Rubisco specificity factor for COa.)

3.1. Approche génétique

L’amélioration de l'efficacité de I'utilisation de I'eauest un objectif incontournal, outre
les méthodes agronomiques, cpourraiententrainer une réduction plus immédiate
besoins en eau, il y a un consensus général smeédassiteé d'explor la capacité de
sélectionner des cultivars av une utilisation de I'eau améliordeutilisation des parametres
physiologiques comme criteres de sélection est duwérét majeur pour l'amélioratic
génétique (Flexast al., 201C.

Richards (2004japporte quela sélection pour des caractééepart la hauteure la plante et
la floraison esuune approche indispensablLes Progrés de la génétic et de la biologie
moléculaire peuvennaintenant nous aic a exploiter lacompréhensic des réponses des
plantes au stres#l au déficithydrique. Cette combinaison pegritraine un programme de
sélection plus ciblée par exemple ou la biotechnologie peut étre utiliaéec la sélectio
classique) pour augmenter I'efficacité de I'utitisa de I'eau WUE (Morison etal , 2008).
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La variation des caracteres complexes, comme ceusoqtribuent a I'amélioration de WUE
est la base pour les programmes de sélectiondGutamir 2004). L'identification de cette
variation peut conduire a I'association statistigwetrait de certaines régions polymorphes
particulieres du génome de la plante. Ces région$ appelées «quantitative trait loci «
QTL ».

La sélection assistée par marqueur (SAM) amélieficacité des programmes de sélection
en particulier lorsque les caracteres complexesismiiqués .Ces techniques ont été utilisées
pour isoler les génes responsables de QTL (QuatitétTrait Loci) , la sélection assistée par
marqueurs (SAM) améliore l'efficacité des progrararde sélection en particulier l1a ou les
traits complexes sont impliqués. ((Morison el &02). Par exemple, il peut étre plus facile de
suivre un marqueur d'ADN dans une population deégggion que de réaliser les tests
physiologiques complexes nécessaires sur tout térima La SAM est bien établi dans de
nombreux programmes de sélection y compris lacgéfepour la résistance a la sécheresse
(e.g. Schneider et al. 1997; Subudhi et al. 20@@rapet al. 2005; Jongdee et al. 2006; Steele
et al. 2006).

Un des meilleurs exemples de ces nouvelles appsaestda production de nouvelles lignées
de blé ou la TE (I'efficience de transpiration) € édméliorée. Dans des environnements
particuliers en Australie, les lignées de blé dilectionnées pour un TE élevé en utilisant la
technique de la discrimination des isotopes duarstont donné des variétés commerciales

couramment utilisées (Richards 2004).
3.2. Pratiques de gestion Agronomique

Les pratiques appropriées de la gestion des esl&mnt une procédure clé pour optimiser la

production des cultures avec des approvisionnenegnéau limitées (Magdalena., 2012).

De point de vue agronomique, Hamdy et collaboraf2003) suggerent plusieurs méthodes
pour I'amélioration de l'efficience de l'utilisatiode I'eau a savoir un semis précoce,
I'utilisation des fertilisants azotés, l'inclusiafes génotypes précoces, la densité élevée de
plantation (Richards et al., 2001) et la bonneigesles sols . La conduite des rotations offre
egalement la possibilité d'augmenter ['utilisatiEnl'eau surtout que les racines de certaines
espéeces ont le potentiel de pénétrer plus profams ¢t sol que d’autres. Dans les derniéres
décennies, les agriculteurs australiens ont addp& aménagements afin d'obtenir une

meilleure efficience d'utilisation de l'eau (TaRi008). Ces pratiques se résument dans

23



Chapitre 1. Synthese bibliographique

'emploi des niveaux élevés des fertilisants sgéniant I'azote et le phosphore, un labour
minimal et 'usage des rotations afin d’amélio@mnutrition et la pénétration des racines chez

les céréales (Turner, 1997).

Néanmoins, dans presque tous les cas, une améiocss WUE provient d’une élévation du
rendement plutét que d’'une bonne utilisation dauel’efficience d’utilisation de I'eau
reflete les multiples stimuli environnementaux perget la capacité des génotypes de
percevoir I'état hydrique en réponse aux conditi@sironnementaux. Les pratiques
d’irrigation ont toujours provoqué un risque enwinemental nuisible & travers un épuisement
des réserves en eau de surface et souterrainesalinsation des sols, un lessivage des
nutriments. De tels problemes peuvent menacer ieti®@a a long-terme de plusieurs surfaces
irriguées. Certains de ces problémes associés lavie@ation pourraient étre minimisés en
améliorant WUE (Tahi.,2008).

Une stratégie capable de corriger WUE en exploitast mécanismes de réponse a la
sécheresse chez certaines plantes pourrait étoaiturires utile. En effet, le stress hydrique
modéré induit une fermeture stomatique partiekequi améenerait a une amélioration de
WUE (Turner, 1997). Cette réponse serait due, dpemg, a la relation non linéaire entre la
conductance stomatique et I'assimilation, et daytart, a un changement d’allocation des
ressources en faveur du développement reprodoctsf sonditions de stress hydrique (Yang
etal., 2000 ; 2001).Une des méthodes les plus sinqesaugmenter S'il est possible, WUE
et le rendement est de semer les cultures temparésss tdt que possible avant début de
I'hiver si c’est possible. Cela améliore WUE deplasrécolte et la plante peut avoir
développé un couvert complet d'ici I'hiver préceeequi entraine une forte efficience de
transpiration( TEJRichards et al 2002).

3.3. Approche moléculaire

L’efficience de l'utilisation de I'eau (WUE) est @enue une cible importante dans nhombreux
programmes de sélection, les techniques molé&eslant un grand potentiel pour disséquer
les bases génétiques et fonctionnelles des cagact®mplexes, ces génes qui étaient
identifiés pour les manipulés efficacement. La géigoie et le génie génétique offrent une
gamme d’approches innovatrice, intégratives polidahimie et la physiologie des plantes
ainsi que pour la sélection qui permet des po#gbipour le franchissement des barrieres

reproductives entre les espéces. (Bacon, 2004).

24



Chapitre 1. Synthese bibliographique

Les approches de la génomique ont fourni sur la lggnétique des caractéres affectant
I'efficience de I'utilisation de 'eau WUHans les cultures annuelleg caractere amélioré
par les techniques du génie génétique et les B#lecassistées par marqy&AM) peuvent

ameliorer 'WUEet la performance de rendement dans des conditioneksign eau.

Malse et collaborateurs (2005) ont identifié ERACTIN géne qui régule l'efficacité de
transpiration (Transpiration efficiency TE) parriduction de la conductance stomatique et
parallelement le contréle capacité photosynthétideela feuille. Par ailleurs, une étude
menée par (Shpak et al. 2005) a montré que le GBECTA ainsi que d’'autres genes de la
méme famille sont connus pour étre impliqués dangrocessus de la différenciation

stomatique. (Morison el al.,2007).

Bien que des efforts importants soient faits poonelgorer le rendement par unité d'eau
fournie, nous avons clairement besoin davantage@rdgres.Cela signifie inévitablement
gu’une amélioration nécessite la compréhensioms{pltogrés accomplis dans I'agronomie,

I'hydrologie, le génie agricole, la physiologie g#antes et la génétique moléculaire.

Cependant, le développement et la diffusion de elbes variétés avec des caractéristiques
qui permettront d'améliorer la productivité de Wegar la combinaison de la recherche
physiologique, biotechnologique et agronomique gant contribuer avec la révolution bleu

a une meilleur production agricole. (Morison e]2007).

IV .Les Aquaporines

1. Historique et phylogénie

Le passage de l'eau a travers les membranes lholegia été longtemps considéré comme
étant le résultat d’'une simple diffusion des molésw’eau a travers la bicouche lipidique.
Plus tard, une évidence s’est imposée, selon legeetnouvement d’eau a travers les cellules
vivantes se fasse par un flux a travers des pames I membrane (Sidel et Solomon, 1957).
Plusieurs études menées sur les animaux et letauggent supporté cette idée (Prestbml,
1992 ; Fushimet al, 1993 ; Maurekt al, 1993). Ces pores ont été appelés les « aquaporine
(Agreet al, 1993).

Les aquaporines sont des canaux protéiques quitdatila diffusion de I'eau a travers les
membranes cellulaires. Elles appartiennent a umge ldamille de canaux protéiques
membranaires appelée MIP (Major Intrinsic Prot¢@irispeels et Maurel, 1994 ; Aget al,
1998). Les aquaporines ont été identifiées chezgpeetous les organismes vivants (Maurel

et Chrispeels, 2001). Dans les cellules animagssafiuaporines ont été découvertes dans les
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membranes plasmiques de cellules spécifiques padsage de I'eau joue un rdle important

comme celles des tubules du rein (Fushetmal 1993) et des globules rouges (Prestbal,

1992). Chez les végétaux, les aquaporines ontdétdifiées dans le tonoplaste (Hoékal,

1992), dans la membrane plasmique (Kammerlohecl@ffher, 1993), mais également dans

les nodules fixateurs d’azote (Johanssinal, 2000 ; Schéaffner, 1998) et le réticulum
endoplasmique (Johanson et Gustavsson, 2002 aigh#étal, 2005). (Ben Baaziz.,2011).

Jusqu’a présent, 35 genes d’aquaporines ont étdtifide chez l'arabette des dames
(Arabidopsis thaliana)Johansoret al, 2001 ; Quigleyet al, 2002), 36 chez le mai@ea
mais)(Chaumonet al, 2001) et 28 chez la vigri¥itis vinifera) (Fouquetet al, 2008).

En se basant sur leur homologie de séquence, legparnes peuvent étre classées en 4 sous-

familles (Maurel, 2007 ; Maurelt al, 2008) (Tableau 3).

Tableau 3 : Classification des Aquaporines

Sous-familles Localisation Homologues Littérature
chez
Arabidopsis
TIPs | tonoplast intrinsic tonoplaste.
proteins 10 Hofte et al 1992
PIPs | plasma membrane
intrinsic proteins Membrane plasmique 13 Kammerloher et
Schaffner, 1993
NIPs | Nodulin 26-like membrane
intrinsic membrane | péribactérienne Johanssoet al,
proteins des nodules fixateurs 9 2000 ; Schaffner,
d’'N2 1998 ; Wallaceet
mais aussi chez des al, 2006
especes
non légumineuses
SIPs | Small basic intrinsic
proteins réticulum 3 Johanson et

endoplasmique

Gustavsson, 2002 ;
Ishikawaet al,
2005
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2. Structure moléculaire et mécanisme de transport

Les Aquaporines sont des protéines hydrophobe®ids moléculaire compris entre 23 et 31
kDa (Maurelet al, 2008). La caractérisation de leur structure mdie a permis de montrer
gu’elles sont organisées en tétramere. Chaque nmemeodélimite un canal central individuel.
(Ben Baaziz.,2011) .La chaine polypeptidique dejgeanonomere traverse la membrane six
fois et présente les extrémités aminique (NH2) atbaxyligue (COOH) du cb6té de
cytoplasme (Chrispeels et Maurel, 1994). On a ainsi structure typique avec six domaines
transmembranaires en héliagormant 5 boucles (boucle A a boucle E) exposéksface
interne de la membrane (boucle B et D) ou a la éxterne de la membrane (boucle A, C et
E) (Maurel, 2007 ; Mauredt al, 2008).

Les Aquaporines présentent une structure typiqusabhier avec une symétrie centrale. Selon
ce modele, les boucles B et E, qui présentent utif lautement conservé Asn-Pro-Ala
(NPA), se replient dans la membrane formant aimsi7eme domaine transmembranaire
constituant I'étranglement du sablier dans legasl rhotifs NPA interagissent pour former
avec les autres domaines transmembranaires ledeofaquaporine (Maurel, 2007) (Figure
5).Le transport des molécules d’eau se fait enuilgue a travers le centre du pore, toute
molécule plus grosse est exclue. La sélectivitpahe vis-a-vis de I'eau se fait au niveau de
deux zones de constriction du pore : les résidomatiques/ Arg (R/Ar) et le motif NPA.

Au niveau d’'une de ces constrictions, la file dedéoules d’eau traversant le pore est rompue

empéchant ainsi le passage des protons (Maurkl20Q8 ; Ben Baaziz.,2011).

3. Fonctions physiologiques

En plus du transport de I'eau qui est leur fonctmmcipale, les aquaporines peuvent
€galement assurer le passage de petits solutéesiéels que : le glycérol (Agre et al, 1998 ;
Biela et al, 1999), I'urée (Gerbeau et al, 1999¥ormamide, I'acétamide (Rivers et al, 1997),
le bore (Takano et al, 2006), le silicium (Ma et2006) et I'acide lactique (Choi et Roberts,
2007). Chez les plantes, elles peuvent aussi adsut@nsport de substances gazeuses telles
gue le CO2 (Uehlein et al, 2003) ou 'ammoniaquelfiHet al, 2005).

Chez les plantes, les aquaporines sont locald&es la majorité des organes de la plante et
interviennent dans plusieurs processus physiolegiq®lus généralement, les aquaporines
jouent un role tres important dans les mécanismesalssance et de développement. A titre
d’exemple, il a été démontré chez Arabidopsis a&malique I'aquaporing TIP est hautement

exprimée durant I'élongation cellulaire. (Ben Baa2011) .
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Plus intéressant, les aquaporines intervienneng tlanéponse au divers stress biotiques ou
abiotiques que peut subir la plante (Maurel et ffeels, 2001). Dans ce contexte
physiologique, I'expression des ARNm des PIP pénat &fectée aussi bien que I'abondance
des protéines PIP (Ben Baaziz.,2011).

Les plantes sont donc capables de moduler I'exjoresse leurs genes d’aquaporines en
réponse a divers stimuli externes tels que la isalima sécheresse, la lumiere, le stress
nutritionnel et le froid (Ben Baaziz.,2011).
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Loop A Loop C

Qut

A)

Loop D C

Extracellular

B)

Cytoplasmic

Figure 05 : A) Topologie d'une aquaporine a travers la membrdres 6 domaines
transmembranaires (I-VI) sont reliés par 5 bou¢fe), les boucles B et E contiennent des
motifs conserves NPAB) Structure tridimensionnelle d’'un monomere d’aquagpde tabac
(NtAQPJ montrant les 6 domaines transmembranaires (Hg$),deux domaines formant le
pore (fleches) et les motifs NPA (en vert). La fgw été obtenue grace au programme
MODELLER7v7et Swiss-Pdlviewer. (Kruseet al, 2006).
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V. Notion d’ideotype
1. Définition

On définit un ideotype comme un modele nouveauldet® qui, en conditions de culture,
utilise mieux que les types actuellement connusréssources du milieu (lumiére, eau,
éléments minéraux) et en supporte mieux les abxhge(sités climatiques, parasitisme) afin
de prouver un meilleur revenu (Donald ,1968). Uéoigpe n'est pas un modéle a priori. Il
peut se concevoir et méme étre remis en questida, faveur d'observations et d'études

physiologiques, génétiques ou agronomiques.
2. Types d’ideotype

On distingue trois types d’ideotype : I'ideotypdsdlement, I'ideotype de compétition et

I'ideotype de cultures.

2.1. ldeotype d’isolement :C'est le type de plante modele qui fonctionne mieusque les

plantes sont plantées séparément.

2.2..ldeotype de compétition: cet ideotype fonctionne bien dans une population
génétiqguement hétérogene. Dans le cas des céréallédeotype est : de haute taille, feuillus,

avec tallage libre, c’est une plante capable diabdu soleil a ses voisons moins agressifs.

2.3.ldeotype de culture: cet ideotype présente les meilleures performaacges densités de
cultures commerciales parce qu'il est un mauvaispétiteur. Dans le cas des céréales, un
idéotype de culture est en érection, des plargiddefnent tallage, avec de petites feuilles
érigées.
» Les autres types d’ideotype sont : idéotype marictodut des traits comme la couleur
des graines, la taille des graines, et la quaétéudsson, etc.

» idéotype climatique: inclut des traits importanhsldiadaptation climatiques tels que la

chaleur, la résistance au froid, la durée de ritétute la résistance sécheresse etc.
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3. Approches et outils pour la conception d’idéotype

Produire des idéotypes variétaux adaptés a uneudtgre durable représente un défi pour les
géneticiens et les écophysiologistes. Il s’agitddgelopper des plantes plus résilientes aux
contraintes environnementales, a priori plus écasen intrants. Cependant, les protections

contre les stress biotiques et abiotiques ont géer@ent un colt en termes de métabolisme.

Il ne s’agit donc pas a proprement parler de ééwice », mais de la recherche d’'un optimum

entre protections et rendement maximum (Tardidwattrge.,2012).

La caractérisation d’idéotypes adaptés reposerseiianalyse fréquentielle du climat tel qu’il
est ressenti par la plante, prenant en compteddagemis, durée du cycle ou composition du
peuplement végétal (homogéene ou en mélange).

Les recherches se dirigent vers une démarche eatdeps, d’'une part I'analyse génétique
de caractéres impliqués dans la résilience auxitonsl environnementales, aboutissant a
une valeur agronomique d’alléles, d’autre part dastruction d’idéotypes adaptés a une

région donnée, fondée sur la combinaison de celesll

Les modeéles et les méthodes expérimentales meugpour ces deux étapes sont différents.
La premiere étape repose sur des plates-formeshdaofypage, permettant d’analyser
géenetiquement de grandes collections de plantes daa conditions variées. Ces plates
formes, en serre ou au champ, impliguent des donditsemi-contrblées et des mesures
intensives des conditions environnementales et rdpsnses des génotypes (Tardieu et
Lafarge.,2012).

La seconde étape comprend une phase in silliceeceerche d’'alléles favorables a une
situation donnée (prenant en compte les résul@mtiéthpe précédente), puis le test d'un
nombre limité de combinaisons prometteuses danes&ss au champ, accompagné d’'une
étude fréquentielle issue de la simulation du rerefé de génotypes portant différentes
combinaisons d’alleles. Cette simulation permetpdévoir la fréquence a laquelle une

combinaison d’alléles est favorable dans une régiam systéme de culture donnés.
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1. Matériel végetal

Ce travail a été réalisé sur dix variétés de hte(@riticumDurumDesi) locales et introduites

de diverses origines fournis par l'institut Techreqdes Grandes Cultures (ITGC) de
Constantine, (station EI-Khroub).Ces variétés  seaatérisent par des capacités
agronomiques de productivité et de tolérance cetdtea .Les génotypes utilisés sont

répertoriés dans le tableau ci-dessus.

Tableau 4: Les génotypes étudiés et leurs origines

Genotypes Code | Origine Essais
Waha W Algérie 01,02 et 03
Cirta Cir ITGC Constantine, Algérie 01,02 et 03
Beliouni BEL Algérie 01, 02 et 03
Bidi 17 Bidi Algérie 01,02 et 03
Guemgoum R’khem GGR Algérie 01,02
Mohamed Ben Bachir MBB Hauts plateaux Est, Algerie 01,02 et 03
DjennahKhetifa Dk Alegrie /Tunisie 01 et 02
Simeto Sim ltalie 01 et 02
Bousselam Bous ITGC Setif, Algérie 01 et 02 et 03
Rahouia RAH TIARET, Algérie 01 et 02

2. Conduite et organisation des essais

Afin de répondre a la problématique posée et mettrédvidence les différentes réponses,
morpho-physiologiques, biochimiques et moléculaides variétés de blé dur (locales et
introduites) étudiées trois expérimentations endidmns semi-contrélées ont été menées en

appliguant trois régimes hydriques différents 953%% et 20%.

Les essais ont été réalisés au niveau du labaratde Génétique, Biochimique et
Biotechnologie Végétale (GBBV), équipe de Biotedbge et Amélioration des Plantes
(BAP),Chaabet El Rassas, Université des Freres MBEDBRI Constantine.
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-

[ Germination ]

Arrosageau chlorure de mercure HgCI2

C

Analyse physiologique

Les plantes sont soumises a une irrigation controlee (un

regime hydrique de croissance 95%,60%,20% de la
capacite au champ.

Analyse biochimique et moléculaire

Figure 6. Schémati

Analy se morpho-physiologique

sation deOrganisation des ess:
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2.1. Etude de I'efficience de l'utilisation de I'ea et des paramétres de I'état hydrique

Les graines ont été mises a germer sur papier ladrsotdans des contenants en plastique puis
placées a I'obscurité. Apres germination, les pikst sont transplantées dans des pots en
plastique avec un mélange de terre/ sable (3: 13jsdn 4 plantes par pot. La culture est
conduite sous serre en conditions semi controlees ane température de 25-32C° et une
humidité relative de I'air 40-55%.
Les pots sont organisés dans une randomisatiole tod@ec trois répétitions pour chaque
traitement. Pour chaque génotype trois lots depsits sont retenus. A partir du stade
deuxieme feuille, les trois lots définis sont s@ura trois régimes hydriques différents :

v' Pour le premier régime, les plantes sont arrosé¥s%a de la capacité au champ est

considérées comme témoins.

v" Pour le deuxieme régime, les plantes sont arrasé6%o de la capacité au champ.

v Pour le troisieme régime, les plantes sont arroa&&9 de la capacité au champ.
Les pots ont été pesés tous les deux jours a wamspn de 0,01 g, et la quantité d'eau
évaporée a été reconstituée. perte d'eau due a I'évaporation a été minimaséeouvrant les

pots avec du papier plastique transparent.

En fonction du régime hydrigue imposé plusieurs apatres physiologiques et
morphologiques ont été mesurés sur deux stadeééwvidoppements différents.

v' A partir du stade 4éme feuille
Une analyse des parameétres liés a I'état hydriguité faite, les parameétres suivants ont été
mesures : la teneur relative en eau TRE, le taugéperdition de I'eau TDE, le potentiel
osmotique PO, la conductivité électrolytique (Elelgtte Leakage EL).

v' A partir de la feuille étendard :
A ce stade de développement, une évaluation diécéiefté de l'utilisation de I'eau et ses
composantes a été faite, les parametres morphogibyisiues ont été mesurés : efficacité de
I'utilisation de I'eau (EUE), matiere seche totdST), eau utilisée( EU), la teneur relative
en eau (TRE),la teneur en chlorophylle totale (SRAdizx), Conductance stomatique (gs), la
température foliaire (TF), surface foliaire (SF)eepoids spécifique foliaire (Psf).
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2.2 Effet de chlorure de mercure (HgGJ) sur l'activité des Aquaporines

Aprés germination des graines de blé dur, les plestsont repiqguées dans des pots en
plastique sur un mélange de terre/saBle 1). Les pots sont disposés d'une maniere aléatoire
(randomisation totale) avec trois répétitions pobaque traitement. On a maintenu une
irrigation optimal jusqu'au stade€™ feuille, & ce stade les pots sont séparés enldese
premier lot concerne les plantes ayant subi uigaiion optimale et le deuxiéme concerne les
plantes qui ont subi une irrigation a saturatieecaune solution de Chlorure de mercure
HgCl, a difféerentes concentrations (50uM, 100 uM) (Vdimexe 04) puis laisser drainer
toute la journée. Le lendemain de l'application dwaitement au mercure, le taux de

transpiration et la conductance stomatique onin&tgures.

2.3. Analyse biochimique et moléculaire de la répse de quelques variétés de blé dur au

un stress hydrique

L’étude a porté sur six variétés de blé dur sitdans (tableau 1).Apres germination des
graines, les plantules sont repiquées dans despaqifastique sur un mélange de terre/sable
(3 : 1). Les plantes sont irriguées a la capacité awmgs des pots jusqu'au stad&®2
feuille, A partir de ce stade, les pots sont soumigois régimes hydriques différents de la
capacité au champ 95% considéré comme témoin, 6@ ). Les pots sont disposés d'une
maniere aléatoire (randomisation totale) avestr@pétitions pour chaque traitement.

On a maintenu ce mode d'irrigation jusqu'au statl® feuille, & ce stade les plantes sont
récoltées afin d’effectuer une analyse des protéiogle par SDS-PAGE.

Pour la quantification des deux génes d’aquapsrirdPIP1.1 et TdPIP2.1 on a utilisé les
feuilles et les racines des deux variétés Cirfaoeisslem ayant subies un stress sévere de
20% CC.

3. Description des méthodes
3.1. Parametres physiologiques

+ Mesure de la teneur relative en eau
La teneur relative en eau est déterminée par lecpotage d’eau présent dans la feuille
étendard excisée a la base du limbe et immédiatepesge (poids frai®F), I'extrémité
sectionnée est trompée dans de I'eau distilléeode@ a I'obscurité pendant 24heures afin
d’obtenir un taux maximal de réhydratation. La leuest retirée, passée dans un papier
buvard pour absorber I'eau de la surface est pgeéds de turgescend®l), la feuille est en
fin séchée a I'étuve a une température de 75°CarerB heures puis pesée une derniere fois
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(poids sedS). La teneur relative en eallRE %) ou (RWC), a été déterminée a partir de la
formule de (Clarck et Mc-Caing ,1982) :
TRE (%) = [(PF - PS) / (PT - PS)] x 100

+ Mesure du taux de déperdition de 'eau (TDE)
C’est une méthode qui permet I'identification dénatypes de blé adaptés a des conditions
défavorables. Elle permet d’évaluer le taux de difif)en d’eau des feuilles excisées selon la
formule suivante (Monneveux, 1991) :
TDE (g.10-3 /enf/mn) = [(Pi — P2h) / Ps] x [1 / (SF x 120mn)]

Pi : Poids initial de la feuille ; P2h : poids ldefeuille apres 2 heures ; Ps : poids sec de la
feuille aprés 24h a I'étuve a 80°C et SF : Surfatiaire.

+ Mesure du potentiel osmotique (PO)
Le potentiel osmotique du grec (osmose = pousssidend a faire pénétrer 'eau du milieu
hypotonique vers le milieu hypertonique. Donc le:iépend de la concentration des solutés
dans les cellules. Les mesures ont été effectgéesles échantillons congelés, a I'aide d’'un
VAPRO® Vapor Pressure Osmometer 5600. Les échamilprélever sont décongelés, on
extrait le jus, et a I'aide d’une micropipette aempd 10ul de ce dernier, avec les quelles nous
allons imprégner les disques de papier filtre aend que nous allons insérer dans la chambre
a échantillon. Dont la fermeture initialise la ségoe des mesures automatiques. Le cycle de
mesure requiére 75secondes. Avant chaque sérieeder@s, on procéde a I'étalonnage de
I'appareil, la courbe d’étalonnage est réalis2b2C on utilisant une solution de Na Cl a (0.1,
0.2, 0.3, 1N), dont on connait |#d) en fonction de la température. Les lectures ryues
donne I'appareil concernant la concentration dsollation de NaCl exprimée en mmol/mg.
Pour définir le potentiel osmotique des feuillesppaceéde par I'équation suivante selon la loi
de Vant'Hoff. :

PO (Mpa) =-RTC

R : constante des gaz parfaits
T : Températue (exprimée en Kelvin)
C : Osmolarité donnée par 'osmometre
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+ Mesure de la conductivité électrolytique (Electrolyes Leakage EL %)
Le degré de dommage membranaire causé par I'appticdu stress hydrique a été évalué
indirectement en mesurant la conductivité électeglgelle-ci est proportionnelle a la stabilité
cellulaire (CellStability Membrane CMS ) (Faroogfetami,2001).
La conductivité électrolytique a été déterminéerséh méthode décrite par (Dkhil et Denden,
2012).les feuilles ont d’abord été lavées avec'emuldistillée afin d’enlever tout résidu ou
électrolyte pouvant adhérer a la surface puis cesigé petits disques de taille uniforme.les
échantillons ont ensuite été émergée dans 10miudistillée et incubés a température
ambiante. Apres 24h la premiére conductivité Ciédue a I'aide d’un conductimetre. Par la
suite, les échantillons ont été autoclavés a 12@abdant 20 minutes. La deuxieme lecture
(C2) fut effectuée aprés avoir laissé la solutiefroidir a température ambiante, la
conductivité a été déterminée a partir de la foemitL % = C1/C2.

+ Lateneur en chlorophylle totale (unité SPAD)
La teneur en chlorophylle a été déterminée ad’adin chlorophylle-métre de type SPAD.
Les lectures ont été faites sur les feuilles cotepiént attachées aux plantes a raison de trois

répétitions par génotypes et par traitement.

+ Mesure de la conductance stomatique
La résistance stomatique au niveau des feuillesnesturée a l'aide d’'un Porométre
type(AP4). La lecture se fait par 'insertion deplartie médiane de la feuille dans la pince
(Herbinger et al., 2002).Les données de la résistatomatique (rs) sont stockées dans
I'appareil de mesure et ensuite transférées veosdinateur pour leur traitement. Les valeurs
de la conductance stomatique (gs) ont été déduipestir du rapport :
g(s) = 1/ (rs) mmol ihs?

+ Mesure de la température foliaire
La température d’'une surface végétale est la agdseltde son bilan énergétique .en effet, une
fois absorbée sous forme de rayonnement, I'én@eie tre principalement dissipée de deux
manieres : par un flux de chaleur latente (évapspmation) et un flux de chaleur sensible
(échange de chaleur avec I'air environnant) (Kot&@@04).
La mesure de la température foliaire a été faltaide d’'un thermometre infrarouge portatif.
Le thermometre est maintenu de maniére a pouvdectkr la température de la feuille
uniquement, en évitant de sonder la températureitrds surfaces. Les mesures sont

effectuées sur la feuille non détachée et estiméakegré Celsius (C°).
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+ Taux de transpiration (transpiration journaliére)
Apres application du traitement de chlorure de mmerd¢igCh les pots des deux lots (témoins
et traitées au Hg@) sont laissés drainer toute la nuit. Aprés 24hldpplication du
traitement, La transpiration de la plante entieétéa déterminée par méthode gravimeétrique

durant la journée sur une période de temps del'dida d’'une balance électronique.

+ La quantité d’eau utilisée (EU)
La consommation de I'eau par les plantes entrstdde 2éme feuille et le stade feuille
étendard est évaluée par simple pesée(g). Les sooils pesés quotidiennement afin de
calculer la quantité d’eau perdue pour chaque gtoainsi déterminer la transpiration. Cette

guantité est restituée pour maintenir un niveawsi@on d’alimentation hydrique.

La matiere séche totale (MST)
Les plantes ont été récoltées au stade (feuilledéte), la matiére seche des parties de la
plante (feuilles tiges, racines) est obtenue pgassage a I'étuve a 85°C pendant 24 heures.

Ensuite, les plantes étuvées ont été pesees a taide balance électronique.

+ L’Efficacité de I'utilisation de I'eau (EUE)
L’efficacité de l'utilisation de I'eau a été évalpéur chaque traitement selorkflef,1998)
a partir du rapport entre la matiere séche totaddypte (MST) et les mesures de la quantité
d’eau utilisée (EU) .
EUE (en ™S T/g.EAU) = MST /EU

3.2. Parametres morphologiques

+ Mesure de la surface foliaire

la surface foliaire en (cm 2) est déterminée pané&hode de (Paul et., 1979) qui consiste

a prendre la feuille de blé dur sur papier calgquelécouper les contours de la feuille, ce
dernier est pesé (Pf).Couper un carré de 1cm (®%Lcle coté de ce méme papier qui est
également pesé (P (1&n

Enfin déduire la surface foliaire SF par la formalivante :

SF (cnf) = Pf. S (1crf) / P (1cnf)
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+ Mesure du poids spécifique foliaire
Les feuilles sont pesées immédiatement pour obtemioids frais (PF) puis avec les mémes
feuilles on détermine la surface foliaire (SF) sdi méthode de (Paul et al., 1979). Le poids
spécifique foliaire (PSF) est déterminé par lamigle suivante (Araus et al., 1998 in Zeghida
et al., 2004) :
PSF (mg/cnf) = poids frais (PF) / surface foliaire (SF)
3.3. Analyse biochimique et moléculaire

3.3.1. Extraction des protéines totales et analygar SDS-PAGE

La technique d’électrophorése monodimensionnellegslide polyacrylamide en présence de
SDS est réalisée selon la méthode de Laemmli, j1€#%e par De Leonardis et al., (2007).
Une variante de cette technique consiste a utiise8DS (Sodium Dodécylsulfate) qui est un
détergent anionique fort. Il a la propriété de wéféa structure spatiale en se fixant sur les
protéines et de les charger de la méme fagon peEmetinsi de les séparer uniqguement en
fonction de leur masse moléculaire, il donne laghaégative aux protéines (aux chaines de
polypeptides) qui permet la migration des protéwers I'anode (Dicko, 2006).
Avant de procéder a la dénaturation des protéimes du SDS, un agent réducteur,ple
mercaptoéthanol est utilisé afin de réduire legpdasulfures des protéines, rendant ainsi les
protéines a I'état monomérique. Par la suite, taicé va permettre de précipiter les protéines
vers le bas et de solubiliser les molécules orgesgomme les acides gras ;...etc.
Cette technique permet de déterminer le poids ratd&e des sous unités formant une
protéine ainsi que le degré de purification attéichaque étape (Jangpromma et al., 2007).
Pour réaliser cette technique deux gels sont ésilisun gel de séparation et un gel de
concentration, possédant des concentrations céawiye bien spécifiques suivant les besoins
de la séparation (Annexe 03).

» Extraction des protéines totales

L’extraction des protéines totales des feuillebbudur se fait par la méthode décrite par

De Leonardis et al., (2007) comme suit :

-Broyer a I'aide d’un mortier et d’'un pilon 100mg teuilles des échantillons témoins et

stressés, pese le jour méme dans de I'azote ligGielenatériel végétale ainsi préparé peut

étre stocké a - 20°C (Zukas et Breksa, 2005).

-Ajouter au broyat 1ml de la solution de précipaat (solution A (Annexe.0l)) et

homogénéiser dans un tube Eppendorf de 1.5 ml.

-Laisser reposer pendant 1h a - 20°C.
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-Centrifuger pendant 15mn a 4°C et a 13 000 rpm.

-Eliminer le surnageant délicatement en renvergaitbe (le culot ne doit pas décoller).
-Laver les culots avec 1ml de la solution de rimcésplution B (Annexe.01))

-Laisser reposer 1h a - 20°C puis éliminé le suzaagdélicatement (on peut faire une
petite centrifugation si on voit que le culot s’aastpeu décollé).

-Sécher les culots dans un dessiccateur pendaat3Bnn a 60°C (il ne faut pas qu'ils
soient trop secs). Réduire en poudre les culdtai(ke d’'une baguette en verre).
-Reprendre la poudre dans un volume de ulOBu tampon de solubilisation
Laemmlibuffer (Annexe.01).

-Passer au vortex les tubes Eppendorf en mettanin5a 100°C, afin de favoriser la
dénaturation des protéines.

-Centrifuger les tubes Eppendorf a 10 000 rpm pend®mn a 20°C (température
ambiante). Stocker a -20°C.

Juste avant les dépots, décongeler les échantilinéanger doucement et centrifuger a
10 000 rpm pendant 10mn a 20°C.

» Seéparation des protéines par électrophorese SDSABE

» Préparation des gels

La séparation selon la techniqgue SDS- PAGE faiteg@pa deux types de gels: le gel de

séparation et le gel de concentration (voir ane
» Dépobt d’échantillons et migration

Déposer 15-2Ql d’échantillons par puits a I'aide d’une microsgpie. Un puits est réserve
pour le marqueur de taille de poids moléculairesias (Annexe 03). Les cuves sont remplies
de tampon de migration (Annexe 02).

Les électrodes de la cuve sont reliées au génératgeitension électrique de 80 mA est
appliguée entre les électrodes (Dicko, 2006). eld migration terminée, il faut attendre
jusqu’a ce que le front de migration atteigne leddaférieur des plaques

(Approximativement 1h a 1h30). La migration se ¢atla plus petite molécule de

polypeptide a la plus grande molécule, la vitessendjration de la derniere molécule est plus

faible que la premiére, et la masse moléculairexgstimée en KDa.
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» Révélation des gels

La révélation est faite par coloration et la firatipendant toute une nuit dans une solution

de coloration (Annexe 02). La décoloration estiséal par plusieurs rincages a I'eau distillée.

» Exploitation des résultats

L’interprétation de ces gels est faite grace ailidattion du logiciel Photocapt 8.lI

calcule le poids moléculaire de chaque bande diteen effectuant une comparaison
entre son rapport frontal et celui des différenbedes du marqueur de poids
moléculaire Kit LMW (Low Molecular Weight) (TableauAnnexe.03).La présence des

bandes est codée par « 1 » et leur absence par « 0

3.3.2. Analyse et quantification de I'expressionaldeux genes d’Aquaporines TdPIP1.1
et TdPIP2.1

Afin de vérifier le profil d’expression de deuxrgs d’Aquaporines TdPIP1.1 et TdPIP2.1
dans des feuilles et des racines de blé soumigasstress hydrique, des analyses de PCR en

temps réel ont été menées. Pour ce faire on peateth fagon suivante :

» Extraction des ARN totaux
» Rtrotranscription des ARNm en ADN complémentair® i)

» Analyse de I'expression des genes en qPCR

+ Extraction des ARNm (TRIZOL)
L’extraction de I'ARN a été effectuée suivant lathoéle employée par (Rampino et al.,
2006). Les échantillons ont été prélevés a pads plantes stressées et non stressées et
mises directement dans I'azote liquide. Les échans de 50-100 mg ont été préparés et
homogénéisé en utilisant 1 ml de Trizol. Une faslogénéisés, les échantillons sont incubés

5min a température ambiante.

Apres on ajoute 200 pl de chloroforme et on agéedant 15 sec. Les échantillons ont été
incubés pendant 2-3 min a température ambiante @emnsrifugé a 12000 rpm pendant 15 min
a 4 ° C. aprés la centrifugation la phase aquenlsienue a été transférée dans un nouveau
tube eppendorf contenant 500 pl d’lsopropanol. If@ube pendant 10 min a température

ambiante.
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Les échantillons ont été soumis a une centrifagad 12.000 rpm15 min a 4°C. Le
surnageant a été éliminé. Le culot d'ARN a été &axar 1 ml d'éthanol (75 %). L'échantillon

a été agité au vortex et centrifugé a 1200 tpm g@einsl minutes a 4 ° C).

Apres avoir jeté le surnagent, le culot a été s@emelant 15 & 20 min puis solubilisé dans 30
ul de HO DEPC. Enfin, les échantillons ont été incubésmii®a 60° C. et conservés apres a
-80°C.

+ Purification de 'ARN

La purification de 'ARN a été effectuée sur aute (The Spin colomn method) en utilisant
le kit EZ-10 Spin Column Plant RNA Mini-Preps K{Annexe 05) les étapes de la
purification ont été faites selon les instructiolsfabricant.

+ Controle de la Qualité de 'ARN

L’intégrité des ARN est évaluée en utilisant le RINA 6000 Nano Lab Chip sur
Bioanalyseur 2100 (Agilent Technologies, Inc.) (Fey 7) par mesure du RIN (RNA
Integrated Number) (Schroeder, Mueller et al. 2006)

Comme la dégradation de I'ARN est un processusiugia il existe en paralléle une
diminution du ratio ARN ribosomal 18S / ARN ribosah28S et une augmentation du signal
de base entre les deux pics ribosomaux .Dévelofipéda standardiser le contréle de la
gualité¢ de 'ARN, le RIN prend en compte la to&&lit'un tracé électrophorétique d’un
échantillon d’ARN. L'algorithme du logiciel de la achine restitue donc une valeur
permettant la classification de I'ARN total eucdigoe, basée sur un systéme de
numerotation de 1 a 10, 1 étant le profil le plagrddé et 10 étant le profil d’'un échantillon

intact.
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A) B)

Aunrescencs

Figure 7 : A) Bioanalyseur 2100 (AgileTechnologiesB) Electrophorégramme détaillant les régi
indicatives de la qualité de I'ARID’apres" RNA Integrity Number (RIN) Standardizationf RNA
Quality Control "

#+ Transcription inverse des ARNm en ADN
Principe
Le principe de la transcription inverse est de ls§tiser un ADNc a partir d'une matri
d’ARN messager. Ceci est rendu possible grace a amzyme appelée communém
transcriptase inverse. Cette technique permet wetnanscrire les ARNm en DNc moins
sujet a la dégradation, pour étre amplifiés et méspar la suite par qPC
Il existe plusieurs types d’ARN : les ARN ribosom&s (ARNr), les ARN de transfel
(ARNt), les ARN messagers (ARNm), les petits ARNclgaires (ARNsn), les petits AF
nucléolaires (ARNsnNo).
Les ARNm, molécules monocaténaires, assurent lazontation de lI'information génétiqt
entre le noyau et le cytoplasme. Aprées maturatisisont polyadénylé
La fixation d’oligo-désoxyThymine (olig-dT) a la queue polyAdéninegolyA) présente a
l'extrémité 3' des ARNm va permettre a la transiage inverse de se fixer et de débute

phase d’élongation.
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Protocole
La synthese d’ADNc simple brin est réalisée suy &’ARNtx en utilisant I'enzyme M-MLV
Reverse Transcriptase (RNA-dépendent DNA polymerase
Le mélange réactionnel de gbcontient :
v 6pg d’ARN tx
v" 5ul Buffer 5X
v" 1 ul de Random primer
v' 1 ul de 'enzyme M-MLV.
v Q.s.p 25 ml de FO.

Le mélange est incubé a 37°C pendant une heurésApcubation le mélange est dilué 20X.

» PCR en temps réel (real time PCR)

La quantification relative des transcrits desuidgénes TdPIP1.1 et TdPIP2.1 est réalisée

par la PCR en temps réel (QPCR). Cette techniquasessur la possibilité de suivre au cours
du temps (« en temps réel ») le processus de Ha@Rlé&de la fluorescence. Elle permet de
suivre la quantité d'’ARN présente dans la réaditout instant et non a la fin de la PCR
(PCR classique).
A chaque cycle d’amplification, la quantité d’ARNstemesurée grace a un marqueur
fluorescent dont I'émission est directement prdpartelle a la quantité d’amplicons produits.
Les amorces spécifiques correspondantes aux ganeséat et de référence sont indiquées
dans le tableau 4. Ces amorces sont choisies @& garséquences publiées (Ayadi et al.,
2011) ayant démontré une amplification spécifique genes cibles.

Les analyses de gPCR sont effectuées a l'aide tiermocyleur de type LightCycler® 480
(Figure 08) avec l'utilisation de la technologie BRY Green. L'’ARN extrait est dilué
préalablement & son utilisation comme matrice dargPCR, afin de réduire les inhibitions
potentielles en cours d’analyse. Le mélange réactbcontient TADN matrice 2L d’ADNCc,

un couple d’amorces spécifiques (le sens et 'anisa 100uM de chacune et 2 X de Power

SYBR Green PCR Master Mix (Life technologies). ladume final de la réaction est de.B.
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Tableau 5: Amorces utilisées pour la PCR en temps

Gene Amorce sen Amorce anti sen Tm(C°®)
TdPIP1.1 | TGATCTTCGCGCTCGTCTA( | CAAAAGTCACCGCTGGGTTC |59.4
TdPIPI2.1 | GCACAAGGACTACTCCGAC(C | CGGTAGAAGGACCACATCCC [61.4
TdTub AGTGTCCTGTCCACCCACT( | AGCATGAAGTGGATCCTCGC |61.4

Le programme thermocycleur est le suivant: une téaton de 3min a 94 °(suivi de

35cycles d’amplification atne élongation 72 °C pour 20s).

SIBNEEAEEY
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C)

Figure 8 : A) LightCycleur 480 RocheB) la courbe de fusion indiquant la spécifié des ae&
C) exemple d’amplification gqPCR.
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» Calcul et analyse des résultats
L’'analyse des résultats de la qPCR est effectu@aide du logiciel LightCycler® 480
Software, Version 1.5. Pour chaque gene étudig@titions techniques de la réaction PCR

ont été élaborés ainsi que 3 répétitions biologque

La quantité relative des transcrits est calculéenska méthode 2°“T décrite par (Livak et

Schmittgen, 2001) qui est calculée comme suit :

AACt = (Ct- géne cible™ Ct. géne de re) Control — (Ct- géne cible™ Ct. géne de ref re) Stress

Avec "Ct" pour "Cycle Threshold" ou cycle seuil.

4. Analyse des données

Pour mieux décrire les différentes variables molgdiques, physiologiques, nous avons
calculé certains parametres statistiques de bisgue la moyenne et I'écart -type qui mesure
la dispersion des données autour de la moyennep&ametres ont été calculés a l'aide du
logiciel d'analyse statistique Xlstat 2009.

Afin de tester les différences entre les traitementies génotypes, une analyse de la variance
ANOVA a été réalisée. Les difféerences significasidi®s moyennes ont été testées avec le test
de Newman-Keuls au seuil de signification 5%.

Les coefficients de corrélation entre les varialias été calculés a l'aide du logiciel SPSS

version 22.0 package.
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Chapitre 3. Marqueurs morpho-physiologiques de I'efficacité de I'utilisation de
I’eau chez le blé dur en conditions de stress hydrique

|. Etude de l'efficience de I'utilisation de I'eau et des @ramétresde I'état hydrique
1. Evaluation des parameétresde I'état hydrique (stade de 4éme feuille
1.1.1. La teneur relative en eau (TRE

L'état hydrique des plantes peut étre mesuré simplemedbmié surtout p le contenu
relatif en eau des tissusa. variation de la teneur relative en eau (TREjosction du niveat

de stress est indiquélans la Figur 9.

Les résultats obtenus rével que les valeurs de la TRE diminuent fur et & mesure que
déficit hydrique s’accentuesous le régime hydrie 60% CC les variétés BEL, Dk RAH
ont présentéles valeurs les plus basses de la TRE avec 72.72265%, 75.21%
respectivement. Pareil pole régime 20% CC ce sont les mémes variétés muinarqué le:
valeurs les plus basses de la TRE avec 1 : 47.12%, RAH : 56.06% @&k 56.6%) avec un
taux de diminution de 35.20% pour la variété BEB.92% pour la variété Dk et 25.45% p
la variété RAH.

L’analyse de la varianceaévéle desdifférences tres hautement significa (p<0,001)entre

les génotypes, entre les traitements et entrefaation (génotype X traiteme) (Tableau 6).

100
N
& 90
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[J]
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®
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Figure 9. Variation de la teneur relative en eau des dioggres de blé dur sournr
différents régimes hydriquds Waha,2.Cirta3.Beliouni4.Rahouigb.Mohamed benBachi
6.Djneh Khotaifa7.Bouslem8. Simeo 9.Gemgoum R’khem]0.Bidil7. Les valeurs
représentent les moyenneSE
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Tableau 6. Carrées moyensle I'analyse de la variance des parameétres assaétitat hydrique de
la plante (la teneur relative en eau TRE), Tauddjeerdition (TDE), potentiel osmotique (PO)
et la conductivité électrolytique (EL).

Parametres
TRE TDE PO EL
TG é'rtmtypets ((?)) 552,125%* 50,329*** 0,5492%+* 36,896***
raitemen
Génotypes*Traitement ~ 2022:744™  680,553™ 1,188%** 484,190%**
(GXT) 115,741*** 71,382*** 0,068*** 35,875***

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

1.1.2. Le Taux de déperdition de I'eau (TDE)

La variation du taux de déperdition de I'eau encfmm du niveau du stress imposé est
indiquée dans la figure 10. Les résultats obtenaistrant que le taux de déperdition de I'eau
(TDE) diminue avec l'intensité du stress impose.

Pour le traitement 60% CC les variétés étudiéeéprsenté une diminution légére du TDE
par rapport aux plantes soumises a des conditiptimales de bonne alimentation hydrique,
contrairement au traitement 20% CC ou on assisiteeachute considérable du TDE pour
'ensemble des variétés sauf les variétés GGRsEBb Sim qui ont présenté une diminution
Iégere du TDE sous ce régime hydrique (Figure 10).

Les valeurs minimales du TDE sont enregistréeg twevariétés Bidi, Cir et RAH sous le
régime 20% CC avec -25.9, -29.39 et -21RT0%cnf/mn respectivement suivies par la
variété MBB -16.789.10%cnf/mn et Bel -15.06g9.10%cnf/mn. Ces variétés ont présenté
également les taux de réduction les plus élevé 394.78% chez la variété Cir,177.7% chez
la variété RAH et 146.25% chez la variété Bidi.

L'analyse de la variance pour ce parametre révales différences trés hautement
significative 0<0,001) entre les génotypes, entre les traitements ete efititeraction

(génotype X traitement) (Tableau 6).
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Figure 10. Variation du taux de déperdition de eau des dix génotypes de blé dur sot
différents régimes hydriquel. Waha, 2.Cirta3.Beliouni4.Rahouig.Mohamed benBachi
6.Djneh Khotaifa7.Bouslem8. Simeo 9.Gemgoum R’khem,10.Bidil7. Les valeurs
représentent les moyenneSE

1.1.3. Le potentiel osmotiqu (PO)

Une différence variétale tres hautement signifieah été notée pour ce param (P<0.0001)
(Tableau 6)La variation du potentiel osmotique en fonctionrdveau de stress imposé

indiquée dans la figure 11.

L’application d’'un régime hydrique de 60% CC (strasodéré) n'a pas affecté le poten
osmotique des variétés étudiées. Par contret'ééftraitement 20% C(stress sévere) sur
comportement des variétés a été significlPour ce dernier omssiste a une diminutic
considérable du POles variétés Cir, Bidi et AH présentent les valeurs minima
(Figurell) L’analyse de la varian (ANOVA) révéle des différences significatives entre

traitements et entre lggnotypeinsi que pour l'interaction (Génotypes X traiter)s
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Variétés
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Figure 11.Variationpotentiel osmotigL des dix génotypes de blé dur sou différents
régimes hydrique$. Waha,2.Cirta.3.Beliouni4.Rahouigb.Mohamed benBachi6.Djneh
Khotaifa,7.Bouslem8. Simeo 9.Gemgoum R’kheml10.Bidi17. Les valeurs représentent
moyennes * SE.

1.1.4. La conductivité électrolytiqu« (EL)

La variationdes taux d’électrolytessous différents niveaux de stress hydrique apporé
information complémentaire sur le comportement dasétés vi-avis de la contrainte
hydrique On remarque que les plas qui ont subune bonne alimentation hrique ont
présenté des valeurs plus au moins faibles paorepaux plantes exposéa des conditions
de stress hydriquel.es valeurs varient entre 20.96% comme valeuimalte chez la variét
GGR et 25.44% comme valeur maximale enregistée la variété C

Les résultats présentémnsla figure 12 indiquent une augmentatiodes valeurs de la
conductivité électrolytiqupoul les deux traitements hydriques imposés.

Sous un stress modéré &% CC on note une augmentation léc des tauxd’électrolytes,
les valeurs maximales pour ce traitement ont Btégistrées chez les deux variétés Re
Dk avec 28.31% et 28.95%espectivemer
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Sous un régime hydrigue de 20% C(es variétés Bidi, Cir et RAHorésentent aussi pour
parametre des tauglevés d’augmentation de la ductivité électrolytique ave®8.46% |,
51.07% et 44.78% respectivement. variété Sim a présenté le taux d’augmentation Us
bas avec 4.92% suivie par la variété Bous avex22

Sous un stress hydrigdes membrane cellulaires ont tendance a@augmente leur taux
d’électrolytes qui se traduit par ( stabilité membranaireaible. Ces mémes observation
éte rapportées par (Hamla,2! et Farissi et al.,2013).

L’analyse de la varianceévele une différence trés hautement significat entre les variétés
étudiées ainsi qu’entre traitements appliqués, demen pour linteration (Génotype X

traitement) (Tableau 6).
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Figure 12. A)Variation des taux d'électrolytes c dix génotypes de blé dur sour
différents régimes hydriquds Waha,2.Cirta3.Beliouni4.Rahouigb.Mohamed benBachi
6.Djneh Khotaifa7.Bouslem8. Simeo 9.Gemgoum R’kheml10.Bidil7. B) Relation entre le
taux d’électrolytes (EL) et le potentiel osmotiqueez les dix variétés étudi€ Les valeurs
représentent les moyenneSE
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Discussion

Suite a un stress hydrique la plante met en placeettain nombre de réponses et développe
des mécanismes qui vont conduire a des changemeamisphologiques, physiologiques,
biochimiques et moléculaires. Ces réponses diffédéane variété a une autre d'ou
limportance d’étudier leurs comportement a trawdifférents parametres et sous différentes

niveaux de stress.

L’état hydrique de la plante est un facteur tredicateur de sa croissance et de son
développement, son utilisation efficace peut étrangice incontournable dans I'étude et la
sélection des plantes. Le comportement hydriquevde®tés de blé dur a été analysé a

travers quelques parameétres liés a I'état hydrequappliquant différents niveaux de stress.

Les résultats de la présente étude apportent rdesmiations sur le comportement des
variétés étudiées vis-a-vis des différents réegimekiques imposés. L'effet des traitements
hydriques sur les variétés considérées se traduityme diminution de la teneur relative en
eau, du taux de déperdition et du potentiel osmetigMais aussi une augmentation

significative de la conductivité électrolytique.

La teneur en eau est considérée comme I'un deseasdge tolérance a la déshydratation le
plus utilisé et le plus significatif (Hamla.,2016 &elloul et al., 2014).L’étude de la teneur

relative en eau est une mesure du changementf rddais le volume cellulaire, en effet, le

manque d’eau cause une chute du contenu relatiger{Albouchi et al., 2000). La teneur en
eau des feuilles de blé dur diminue proportionnediet avec la réduction d’eau contenue
dans le sol (Bajji eal., 2001).

Conformément a nos résultats, d'innombrables étadee blé ont montré que la diminution
de la disponibilité en eau n'est apparente qu'em dm stress sévere (Ykhlef et al., 1998 ;
Hireche, 2006 ; Mouelef,2010 ;bousba,2012 ; Harble2). Nayyar et Gupta (2006) rapporte
gue quand les feuilles sont soumises a un styghsghe, les feuilles montrent une grande
diminution de la TRE, de plus il a été montré ddeas recherches précédentes faites(lphr
tayeb et al ., 2006) et (Geravandia et al., 201i&)lgs génotypes tolérants montrent une TRE

élevés contrairement aux génotypes sensibles.

En plus de la diminution de la teneur relativeean dans les feuilles, les régimes hydriques
imposées ont entrainé également une diminution tdes de déperdition de I'eau .Des

chercheurs ont relié le taux de déperdition dmu’au stress, les plantes stressées perdent plus
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d’eau que celles en conditions favorables. En effiets la surface assimilatrice est grande
plus la perte est importante (Bousbaa,2012). Sésntechniques d’adaptation les plus
utilisées par les plantes, I'enroulement des liesiieét cela pour minimaliser le taux de perte
d’eau durant le stress (Zeghida et al., 2004). Mdsgltats sont en accordance avec les travaux
de (Mouelef,2010 et Bousbaa,2012).

De nombreuses plantes réagissent au stress hydpgueune diminution du potentiel
osmotique provoqué par l'accumulation de soluté. ptacessus est appelé ajustement
osmotique (William et Hopkins, 2003).Dans la présestude, la contrainte hydriqgue a causé
une diminution du potentiel osmotique, cette diniou a été avancé par plusieurs auteurs
(Zhu et al, 2011; Ashraf et al., 2007 et Bousbaz2@ui montrent que la diminution du PO
est I'une des réponses prononcées au stress hgdiapus beaucoup de plantes, et que ce
phénomeéne est lié a la synthése et a 'accumulagooertains solutés non toxiques dissous
dans le cytoplasme a faible poids moléculaire esisplubles, proline, glycine, polyamide et
des ions). Les solutés responsables de l'osmoatémulsont essentiellement des acides
organiques, des acides aminés et des sucres.

L'ajustement osmotique apparait donc comme un nsnanmajeur d'adaptation a la
sécheresse : il permet le maintien de nombreusedidos physiologiques (photosynthese,
transpiration, croissance...) ; il peut intervenitoais les stades du développement et son
caractére inductible suggere qu'il n‘a pas (ou mlagidence sur le rendement potentiel
(semcheddine.,2015).

Les membranes cellulaires peuvent construire lidesepremiéres cibles affectées par le stress
chez les plantes ; d’ou la grande importance awi@n de la stabilitt membranaire. Le degré
de dommage membranaire peut étre estimé indireoterap mesurant le taux d’électrolytes
cellulaires solubles .La conductivité électrolytesdtissues endommagés est couramment
utilisée pour évaluer la stabilité membranairgjiaal (2002) ont révélé que la conductivité
électrolytes est bien corrélée avec le niveau sistehce a la sécheresse chez le blé dur et que
les cultivars sensibles sont caractérisés paraiesd'électrolytes élevés.

Nos résultats ont révélé une corrélation négativteeele taux d’électrolytes et le potentiel
osmotique ce qui a été précédemment démontrgBajji el al.., 2001) que les mesures de
la conductivité d’électrolytes pouvait étre cogetlavec divers parametres physiologiques et
biochimiques de la réponse des plantes au strdssqtee : la synthese d’enzymes

antioxydantes, la résistance stomatique et le fieteasmotique I'index d’enroulement
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foliaire et la teneur relative en eau (Hamla,201%9. qui fait de ce paramétre un important

critéere dans la sélection des cultivars sensibéssstants chez diverses especes cultivables.

Les effets significatifs du stress hydrique saugmentation du taux d’électrolytes cellulaire
ont été rapportés par plusieurs auteurs et cherepls espéces, chez médicago (Farissi el al ,
2013) , le Riz( Agarie el al 1995) , I'ordeKocheva el al 2012ainsi que chez le blé et
I'Aegilops (Farooq et Azam, 2001Nos résultats confirment les observations(fearissi,
2013) ; (Hamla, 2015) et (Blokhina et al., 20G8) suggérent que sous un stress hydrique, les
membrane cellulaires sont soumises a des chamgens que l'augmentation de la
perméabilité et la diminution de la sélectivité geut étre vue a travers I'augmentation dans
la fuite des électrolytes.les taux élevées de cctidié électrolytes observés en conditions de
stress hydrique sont principalement du a des dagemaffectant les membranes cellulaires
qui deviennent plus perméables (Almesimani el all120.Ces dommages peuvent
profondément altérer la structure ainsi que lecfion des membranes (Sayar et al 2008 ;
Rana el al 2013).

2. Etude de l'efficience de l'utilisation de l'eauet de quelques paramétres morpho-
physiologiques (stade feuille étendard)

2. 1.I'efficacité de l'utilisation de I'eau et sesomposantes
2.1. 1.Eau utilisée (EU)

Les résultats obtenus mettent en évidence unerienge variation des quantités d’eau
consommeées sous les conditions stressantes impdsgdaux de réduction sont consignés
dans le tableau 7. Les résultats montrent quegieneéhydrique imposé influence fortement

'eau consommeée (Figure 13).

En conditions déficitaire en eau, on remarque haisse considérable de la quantité d’eau
utilisée (EU) chez toutes les variétés et pourdesx régimes imposés. Cette baisse qui
s’accentue avec l'intensité du régime stressanliqaEp Le taux de réduction le plus élevé a
été enregistré chez la variété Cirta avec 92.78%clltivars GGR, Bous et Sim ont affiché
les taux de réduction les plus bas avec 63.49983%0 et 71.45% respectivement.
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Figure 13.Variation des quantités d’eau utilisées (Totalevabnsumption) dix génotypes
de blé dur soumis différents régimes hydriques.\l@eurs représentent les moyennes + SE

L’effet traitement est significatif, on distingueois niveaux de consommation en eau :
492,433 g/plante pour le traitement témoin 95% @&8,500 g/plante pour le traitement
60%CC et 60,433 g/plante pour le traitement 20%. C8os résultats montrent que
l'intensité du stress hydrique imposé affecte d’omaniere significative les variétés étudiées,
'analyse de la variance révele des différencesutdment significatives entre traitements,

variétés mais aussi I'interaction (Traitement X é8#) (Tableau 8).
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Tableau 7. Moyennes des variables de I'efficacité de 'gtilion de I'eau(EUE), eau utilisée (EU) et matiére
séche totale (MST) et leurs groupes homogeénes.
N1, 2, 3= niveaux du stress hydrique (95%, 60%, 20% de QKC)B, C) indice de séparation des groupes
homogénes par le test MEWMAN-KEULS au seuibi=5%.

Témoins 1 N 2N % d’augmentation/
diminution

Par rapmorx témoins

w 1.20 + 0,15 4.79 0,20 5.88 +1,02 390%

Cir 0.66 +0.03 1.66 + 0.46 3.05 +0.13 362.12%

BEL 0.86 +0.02 1.92 +0.55 4.45 +0,16 417.44%

RAH 0.89 +0.03 1.90 + 0,13 3.08+ 0.46 219%

MBB 1.14+0.15 3.64+1.20 7.17 +1,15 603%

Dk 2.05 + 0.37 4.00 +0.78 5.92 +1,58 188.78%

Bous 554 +0,5 7.01 +0,17 14.66 +2.14 164.62%

Sim 4.06+ 0.32 594+ 1.19 10.19 + 0.05 160%

GGR 4.66 +0,18 7.63 +1.25 11.48 +1.25 146.35%

Bidi 0.76+0.10 2.17 + 1.05 3.10+ 0.16 307.9%

moyennes| 2 1§ 406 6,89
- EVe

w 520+ 35 120 +5 55 +10 &%

Cir 860 + 40 287.33 +50.46 62.33 +2.52 92.75%

BEL 755 + 42.72 220 + 65 68.33 +5.77 90M4

RAH 620 + 57 215.33+ 45 95+ 22.91 /6

MBB 645.33 + 56.44 180.67+ 39 59 +13.53 90.85%

Dk 315.67 + 18.88 142 +8.19 60 +13.23 80.99%

Bous 142.67 + 8.74 91.67 + 7.64 42.33 +2.52 70.33%

Sim 192.67+ 15.53 120 + 25 55+ 8.66 7145

GGR 150.67 + 4.04 91.67 + 17.56 45 + 8.66 63.49%

Bidi 722.33+ 36.56 216.33 + 95.55 62.33+ 2.52 91.37%

moyennes| 492,433 168,560 60,433

W 621+ 33.51 574.67 + 25.54 316.67 +3.51 49%

Cir 572.67 + 7.02 461.33+ 39.50 190.33 +11.06 66.76%
BEL 655.67 + 47.17 400.33 + 12.50 303.67+ 17.79 53.68%
RAH 555.67 + 63.14 411+ 99.80 312.33+ 19.86 43.72%
MBB 730.67 + 38.28 628.67+ 69.12 414 + 32.60 43.79%

Dk 642.33 + 77.01 564 + 78.54 339.33 +26.86 47.17%
Bous 787.67 + 24.58 643.67 + 64.52 619.67 +76.29 21.32%
Sim 782.33+ 66.27 690 + 14 560.33 + 88.08 28.37%
GGR 701.67 + 9.07 685 + 18.68 508.33 + 72.23 27.55%
Bidi 543+ 49.27 406.33 + 7.51 193.33 + 13.05 64.39%
moyennes| 659 267 546,500 375,800
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Tableau 8. Carrées moyensle I'analyse de la variance de I'efficacité ‘déillsation de I'eau
(EUE) et ses composantes : matiére seche tqfieli8T) et eau utilisée (EU).

Parameétres
MST EU EU
Variétés (V) 113998,989*** 62,632*** 116019,2***
Traitements (T) 611040,811*** 169,023*** 1516176***
Interaction(T)*(V) 8005,774° 5,179%+* 58335,044***

Ns : effet non significatif, * : effet significatih<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,0%} :
effet trés hautement significatif p<0,001.

2.1.2. Matiére seche totale (MST)

La variation de la matiére seche totale accumuhéfmction du régime hydrique imposé est

indiquée dans la figure 14.

En conditions optimales, les variétés étudiéesmaihtenu des valeurs élevées de la matiere
seche accumulée entre 787 et 555mg/plante. Suigp@lication de différents niveaux de
stress hydrique la matiere seche a diminué. Lagdtaé¢s illustrés dans la figure 14 indiquent
une légere diminution de la MST pour toutes lesété@s sous les deux traitements secs
imposés, les taux de réduction sont consignés ldahableau 7. La variété Cir a présenté le

taux de réduction le plus bas de la MST avec 86.86ivie par la variété Bidi 64.39%.

Oo5% Me0% H2CHK

TDM mg/plant
8
&

_I:l 11 e TES L L. S L SLES NI S - . —

W Cir Bel PRah MEE Ok Bous Sim GGE Bdi

Figure 14.Matiére séche totale (Total dry Matter) de dir@gpes de blé dur soumis a
différents régimes hydriques 95%,60% et 20%CC Madsurs représentent les moyennes +
SE.
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En dépit de la sévérité du stress hydrique imposgains cultivars ont maintenu des valeurs
élevées de la MST telle que la variété Bous sousdane 20% CC avec 619.67mg/plante.
Les mémes observations ont été notées chez laté&/&8ién sous le régime 60%CC avec
690mg/plante. Une différence hautement signifieaintre les variétés et les traitements a

été observée suite a une analyse de la varianbée@ia8).

2.1.3. Efficacité de I'utilisation de I'eau (EUE)

Nous avons évalué l'efficacité de I'utilisation leau chez des plantes de blé dur ayant subi
différents régimes hydriques (95%,60%,20%) de lpac#é au champ. L’efficacité de
I'utilisation de I'eau (EUE) estimée par le rapp(ST/EU) varie selon les génotypes et
évolue de facon similaire en fonction des régimgdriques appliqués (Figure 15). Les taux

d’augmentation de I'EUE sont consignés dans lesab?7.

On note que la variété Bous a enregistré la vaieaximale de I’ EUE pour le traitement
hydriqgue 20%CC avec 14.66 mg/g.eau suivie paateété GGR avec 11.48mg/g.eau tandis
gue les valeurs minimales de I' EUE ont été entegs chez les variétés Cir, Rah and Bidi
(3.05 3.08 and 3.09 mg/g.eau) respectivement. éfefaitement est significatif on distingue
trois niveau d'efficacité d'utilisation de I'eau2,18mg/g. unité d’eau pour le traitement
control (95%CC), 4,06 mg/g. unité d’eau pour teess modéré (60%CC) et 6,89 mg/g. unité

d’eau pour le stress sévere( 20%CC).
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Figure 15.Efficacité de I'utilisation de I'eau (Water Use Efency ) de dix génotypes de blé
dur soumis a différents régimes hydriques. Lesuraleeprésentent les moyennes + SE
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L’analyse de la variance révele des différencenifiigtives entre les variétés étudiées et
les traitements imposés (Tableau 8). De plus,diésrences significatives apparaissent
également concernant l'interaction (Variété Xtemient), ce qui implique que les variétés
étudiées répondent différemment au stress hydnque ce parameétre et que leur réponse

varie en fonction de l'intensité du stress imposé.

2.2. Analyse des paramétres physiologiques
+ Lateneur relative en eau (TRE)

Les résultats obtenus montrent que en conditienstréss hydrique la teneur relative en eau
TRE diminue quelque soit le stade de développenétmdié. On constate une légeére

diminution de la TRE sous le régime 60%CC (strassléré) .Par contre, sous un régime
hydrique de 20% CC considéré comme un stresseséveremarque une forte réduction de
la TRE, Les variétés Cir et Bidi ont enregis&s Vvaleurs les plus basses (Figure 16). En
outre, la valeur la plus élevée de la TRE a étéraie chez la variété Bous sous le méme
régime hydrique (Figure 16).

O95% Me0% W20%
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Figure 16. Variation de laeneur relative en eau (Relative Water Content RA@&)ix
génotypes de blé dur soumis a différents régimdsiduyesLes valeurs représentent les
moyennes +SE, n=3.

Par ailleurs, nos résultats indiquent que les gfrest étudiés n’étaient pas trés affectés par le
stress modéré 60% CC. De plus, l'analyse de laanvee révele des différences trés
significatives (R0.0001) entre les génotypes, les traitements amsntres Iinteraction
(G*T)(Tableau 9).
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Tableau 9. Carrées moyendle I'analyse de la variance des parametres dbgsipies : Teneur
relative en eau (TRE), Taux de chlorophylle toté8AD Index), Conductance stomatique (gs),
Température foliaire (T°).

TRE g(s) TF
Génotypes (G) 505,454  *** 0,052 ok 70,164 ***
Traitement (T) 1595,472  *** 0,398 ok 243,709 ***
Interaction (GxT) 48,753 o 0,008 Frx 2,126 Ns
SPAD
Index
Génotypes (G) 79,441 rxk
Traitement (T) 253,654 rrk
Interaction (GxT) 4,021 *

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

4+ Lateneur en chlorophylle totale (SPAD Index)

La variation des valeurs du contenu en chlortiphgtale en fonction des régimes hydrique
appligués est indiquée dans la (Figure 17). Legltais obtenus révélent un effet significatif
des niveaux de stress imposés sur la teneur erophlgle totale (SPAD Index) chez toutes
les variétés. On remarque une baisse des valeuSRAD Index sous les deux régimes 60%
CC et 20%CC contrairement au traitement contr@B24CC) qui exhibent un taux de

chlorophylle élevé.

Les moyennes de I'Index SPAD enregistrées soi@83227.47 et 23.76 unité de SPAD pour
les témoins, 60%CC et 20%CC respectivement.

La réduction des valeurs de la teneur en chlordglajffére d’'une maniére significative entre
les variétés étudiées. En effet, la comparaisa deyennes ainsi que l'analyse de la
variance ANOVA a révélé aussi pour ce parametrd guiste une différence significative

entre génotypes, traitements, de méme pour étdantion (G X T) (Tableau 9).
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Figure 17. Variation du taux de chlorophylle de dix génotydeshlé dur soumis a différents
régimes hydriques. Les valeurs représentent leenmss + SE

+ La conductance stomatique g(s)

Le déficit hydrique affecte la conductance stomaiges plantes ayant subi une irrigation
optimale a 95% CC ont présenté des valeurs &gvaéerapport aux plantes soumises a des

conditions déficitaires en eau.

Les résultats indiqués dans la figure 18 montrem da conductance stomatique (gs) a été
fortement affectée par les niveaux de stress iggpdsdos résultats montrent que les cultivars
Dk et Bidi ont présenté les valeurs minimales dedaductance stomatique (gs) sous le
traitement hydrique 20% CC avec 0.06 et 0.07mm@khrespectivement. Les mémes
observations ont été notées pour le traitement @p les variétés DKk, Bidi et cirta ont

affiché les valeurs minimales de la (gs) (Figurg 18
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Figure 18. Variation dela conductance stomatiqt de dix génotypes de blé dur soumi
différents régimes hydriques 95%,60% et 20% Les valeurs représentent les moyenrt
SE.

L’'analyse de la variance révéle des différencesnifsigtives entre les variété
'augmentation accusée pour les valeurs observéss pas la méme pour toute les varit
(Tableau 9. Des différencesignificatives apparaissent également concernametaction
(Génotype* traitement), ce qui implique que les variétéd@as répondent differemment
stress hydrique pour ce parameétre et que leur sepaarie en fonction de I'intensité du str
impose.

+ La température foliaire (TF)

La variation des valeurs de la température foliaiem fonction du traitement hydriq
appligué est indiquée dans la figure 19. Nos ramilnontrent quea température foliaire
éte positivement influencée parséveérité du regime hydrique imposé, une augmentalés
valeurs de la température folic a été observéechez toutes les variétés pour les d

traitements hydriqueasposeé.

Sous conditions optimales les valeurs de la tenyp&rdoliaire varient entre 23.93 C°
30.66C°. En appliquant un régime hydrique60% CC on remarque que les valeurs d
température foliaire augmentent légerement et Isid@taentre 32.4C° et 26.03C°.
L’augmentationdevient plus importante avec l'intensité du striegsosé, sous un régime
20% CC les valeurs de la température foliaire Bétentre 37.53 C° et 36.56(
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Outre, l'effet du stress hydrique difféere selon lewiétés et selon l'intensité du régime
hydrique imposé. Une difference hautement sigrifieaentre génotypes, variétés a été

observée selon une analyse de la variance (TlaBlea
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Figure 19. Variation de laempérature foliaire ( Leaf Temperature) de dixajgpes de blé
dur soumis a différents régimes hydriques. Lesuraleeprésentent les moyennes + SE

2.3. Analyse des paramétres morphologiques
+ La surface foliaire (SF)

En plus des parametres physiologiques, les conditieficitaires en eau ont affecté les
caractéres morphologiques des plantes telle qaarface foliaire (SF) qui a été également
induite par les régimes hydriques imposés. Nosltesurévelent une diminution de la SF
suite a l'application des traitements stressarasvdriation de la surface foliaire en fonction

des régimes hydriques est indiquée dans la fighire 2

Sous un régime hydrique de 95% CC ou les plantesiéseloppent sous une bonne
alimentation hydrique les surfaces foliaires s&talentre 20.17 et 14.17 Grdn note aussi
gue le régime 60%CC (stress modéré) n'a pas affecturface foliaires des génotypes
étudiés, les valeurs de SF sous ce régime sostgulumoins proches de celles des plantes
témoins entre 18.25 et 10.07 &m

Sous un stress sévere de 20% CC, les valeurssigféce foliaire diminuent chez toutes les

variétés sauf chez la variété Bous qui a préskent@leur la plus élevée de la SF avec
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18.01cn¥” D’'un autre coté, les valeurs minimales de la serféoliaire sous ce méme
traitement hydrique sont présentées par les vari@é avec 8.93 cfrsuivie par la variété
Bidi avec 8.97 ch

L’analyse de la variance révele des difféerencesifsigtives entre variétés dans la mesure ou
la diminution accusée pour les valeurs observést rpas la méme pour toute les variétés
(Tableau 10).

Des différences significatives apparaissent égatenctoncernant interaction (Variété*
traitement), ce qui implique que les variétés déteslirépondent differemment au stress
hydrique pour ce paramétre et que leur réponse \arifonction de lintensité du stress

impose.
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Figure 20. Variation de la Surface foliaire (Leaf Area) dig génotypes de blé dur soumis a
différents régimes hydriques. Les valeurs repré&sgmés moyennes + SE
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+ Le poids spécifique foliaire (Psf)

La figure 21 indique la variation du poids spépife foliaire en fonction des traitements
hydriques imposés. L'analyse de la variance réggie I'effet des traitements hydriques

imposeés sur le poids spécifique foliaire (Psf) @alune variété a une autre.

Les résultats obtenus révélent des similitudes dessvaleurs du Psf sous le traitement
control & 95% CC et le traitement 60% (stress n&dér

On remarque aussi que les variétés Bidi, Cir etHRént présenté une augmentation
significative du (Psf) sou un régime de 20% C@ca®3.85mg/cm? ; 25.08 mg/cm? et 25.85
mg/cmz2 respectivement suivie pas la variété Bic#0.03 mg/cm?2 (Figure 21).

En outre, les cultivars W,MBB ,Dk ,Bous ,GGR, énSnt présenté presque les mémes
valeurs du Psf pour les deux traitements stressappliqués.

Une différence hautement significative a été obser@galement entre les traitements ainsi
que pour l'interaction (Traitement X génotypes)l{lEau 10).
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Figure 21. Variation du Poids spécifique foliaire ( Speciiaf weight) de dix génotypes de
blé dur soumis a différents régimes hydriques.Jadsurs représentent les moyennes + SE
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Tableau 10. Carrées moyensle I'analyse de la variance des parametres mugiooes :
la surface foliaire (SF) et le poids spécifiquadne (Psf).

Parameétres
SF Psf
Génotypes (G) 52,236*** 54,123***
Traitement (T) 213,434*** 98,121 ***
Interaction 2,828 ns 13,17***

(GXT)

* ; effet significatif p<0,05, ** : effet hautemestgnificatif p<0,01, *** : effet tres hautement
significatif p<0,001.

3. Efficacité de l'utilisation de I'eau (EUE) et les paramétres associés

Une analyse des coefficients des corrélations §@ea correlations) a été effectuée a l'aide
du logiciel SPSS 22.0 software package afin ddrenen évidence les parametres morpho-
physiologiques liés a I'efficacité de l'utilisatidgUE). La matrice de corrélations entre EUE
et tout les variables chez les variétés étudiggrésentée dans (Annexe 06).

L’'analyse a révélée les parametres associés a I'Eddbs les deux traitements hydriques
imposeés, les valeurs affichés dans le tableaumbhtrent que I'efficacité de l'utilisation de
'eau (EUE) a été négativement corrélée avec leamsommée (EU) (r=-0.88** pour le
régime 60% CC et r=-0.69** pour le régime 20%CCktte corrélation négative a été
observée également avec : la conductance stomdtigiie =-0.42* pour le traitement 60%
CC et r =-0.68* for 20% FC) ; la températurdidoe TF (r= -0.52** pour le traitement
60%CC et r=- 0.53** pour le traitement 20% CC).

Une corrélation positive importante a été enreggstentre EUE et MST sous les deux
traitements stressants imposés (r=0.63 pougiene60% CC et r =0.90** pour le régime
20% CC). De plus, sous un stress sévere de 20%C@ote des corrélations positives
significatives entre EUE et SF d’'une part et elltlE et TRE d’autre part avec (r= 0.72**,

r=0.47** respectivement).
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Tableau 11Matrice de corrélation entre EUE et quelques vagmtdous deux régimes hydric
différents

Coeflicients de corrélation pour le traitement 60% CC

EUE EU gs MST T° SF TRE
WUE 1 _885 0,42* 636 526 0,338 0,046

Ceeflicients de corrélation pourle iraitement 20% CC

EUE EU gs MST T° SF TRE
WUE 1 -,690 -,682 901 -,532 129 A79

** La corrélation esBignificative au nivea0.01 (bilatéral).

*, La corrélation esSignificative au niveau 0.05 (bilatér.

> Les résultats illustrés dans la figui2 (A et B) indiquent que MST, EU et SF sont «
parametres fortement lies a EUE enditions de stress sévere 20% (
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Figure 22 .Relation entre I'efficacité de l'utilisation de I'eau (WUE) et I'eau totale
utilisée (TWC); la matiere séche totale (TDM ; la surface foliaire (SF : A) sous un
régime de60%CC ; B) sous un régime de 20%C(
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Discussion

L’amélioration de la compréhension des mécanismestalérance des plantes a leur
environnement externe est d’une grande importaficala développer des variétés tolérantes
a la sécheresse. La tolérance a la sécheresse glante cultivée est le résultat de
'expression de nombreux caracteres d’adaptationt diefficacité d’utilisation de I'eau
(Hafsi, 2001).

L'efficacité de I'utilisation de I'eau (EUE) deviemine question clé dans les zones semi-
arides ou la production agricole repose sur #tibn de grands volumes d'eau. Elle est
considérée comme une caractéristique importanteigesa la tolérance a la sécheresse des
plantes cultivées. L'EUE peut étre mesurgedifférentes échelles, allant de mesures
instantanées sur la feuille a d'autres échelles pitégratives au niveau de la plante et de la
culture (Medrano et al 2015). A I'échelle de laangk et en ignorant I'évaporation du sol,

EUE est définit comme le rapport de la biomasséuyite et la quantité d'eau utilisée pendant

une période définie.

Les résultats obtenus révelent des différences desmportement des variétés étudiés vis-
a-vis la contrainte hydrique qui a entrainé urféince de sensibilité entre les génotypes
considérés. Cette différence est essentielleméatdu niveau de stress imposé (modéré ou
sévere, pour la majorité des parameétres étudissdes modéré n’a pas beaucoup affecté les

plantes en terme de réponses physiologiques etholoagiques.

L’effet d’'un stress sévere se caractérise prineipaint par une diminution de la matiére
seche totale ainsi que la quantité d'eau utiliséque a aboutit & une augmentation de
I'efficacité de l'utilisation de I'eau pour la majté des variétés. De plus, une diminution de
la conductance stomatique, de la teneur relativeaern du taux de chlorophylle, de la surface
foliaire et une augmentation de la températuri@ifel et du poids spécifique foliaire.

Dans la présente étude, [lefficacité de l'utilisa de I'eau varie selon les génotypes et
evolue de facon similaire en fonction des régimgdriques appliqués. Cette variabilité est

maintenue lors de I'application du stress hydrigfugugmente avec l'intensité de ce dernier.

Pour un déficit hydrique modéré, une bonne effiéaade I'utilisation de l'eau a été

enregistrée pour I'ensemble des variétés étud@ese, pour un stress hydrique sévere les
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variétés concernées montrent les meilleurs valdeniSUE. Ces résultats sont en accord avec

ceux rapportés par (Ykhlef et al.,1998 ; Bousbaalet2009 ).

La contrainte hydrique entraine une réductionadeoinsommation d’eau avec une production
de la matiere seche tres éleve, cette réductiod’astant plus importante que le stress est
sévere. Cette réduction est due principalemeneasé&thement au sol. De plus, Ykhlef et al
(1998) rapportent que 'EEU augmente avec l'intendu stress, ce dernier qui affecte d’'une
maniére considérable la quantité d’eau utilisée ddUcomparant avec I'assimilation de la

matiere séche ce qui est en conformité avec no#tats

D’aprés Bouzerzour et al ( 1998) chez I'orge ladoiciion de la biomasse aérienne est un bon

indicateur d’adaptation a la sécheresse et dedadité de I'utilisation de I'eau.

L’efficacité de I'eau utilisée constitue donc wcteur principal de la tolérance au manque
d’eau. En condition de contrainte hydrique, unéalmlité génotypique de I'efficacité de I'eau
utilisée est observée au sein des génotypes étidte variabilité génotypique exprime le
potentiel de production de la matiere séche entifmmae I'eau disponible. Elle dépend du
niveau d’imbibition de la plante, lequel résulte Héquilibre entre I'absorption et la
transpiration (Bousbaa, 2012).

En effet la relation liant les valeurs de 'EUEds la Matiére séche, montre que ces deux
parametres sont linéairement liés en conditionstaess, la corrélation est significative sous
un stress sevre (r =0 ,901*") les mémes résutiat été obtenus par (Alirezan et Farshad,
2013).

Parmi les réponses les plus précoces et rapiddsfait hydrique qui se mettent en places en
guelgues minutes la fermeture des stomates (Khah.,2D09 ).Cette fermeture sera donc
suivie par une réduction de la conductance stomatiParwata el al.,2012). La variabilité
génotypique observée dans la présente étude estrésdtante de la capacité de certains
cultivars a maintenir leurs stomates ouverts caetregent aux certains d’autres qui tendent a
fermer leurs stomates rapidement en réponse aukitiwors déficitaires imposées. On peut
interpréter la fermeture stomatique rapide comme meilleure adaptation a la sécheresse,
permettant a la plante d’économiser I'eau disp@ndil maintenir une teneur relative en eau
élevée au niveau cellulaire (Hamla, 2015) et ainaintenir le statut hydrique (Parawata et
al.,2012). Et ce en diminuant la déperdition dead'epar transpiration, avec comme
conséquence une diminution de l'assimilation du €€tk stratégie peut avoir des effets sur

la photosynthese active nette (Cechin et al .,2086)contraire une fermeture stomatique
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plus lente peut traduire une certaine toléranae @ékhydratation qui peut étre accompagnée

d’un ajustement osmotique (Nouri., 2002).

La réduction la conductance stomatique suite &stoess hydrique a été rapportée par
plusieurs auteurs (Djekoun, 1991 ; Nouri, 2002 ¢Bhlet al., 2012, Parwata et al., 2012) et
spécialement sur le bé dans les travaux de ( YkéteDjekoun., 2000, Moualef, 2010,
Bousba,2013 et Hamla et al .,2014).

Djekoun et ykhlef (2000) et Bousbaa (2013) suggeémure le maintien d'une activité
photosynthétique satisfaisante malgré la diminutienla concentration en CO2 suite a la
fermeture des stomates peut étre di a la miselame ple mécanisme d’adaptation non
stomatique. Un comportement stomatique approprigt @re utilisé comme un critére
d’amélioration. Des mesures efficientes de cettaatéristique peuvent augmenter la fiabilité
d’évaluation de la performance des cultivars enditamms de sécheresse (Khan et al 2009 ;
Hamla, 2015).

Selon l'analyse de corrélation, la quantité d’'etlisé EU et la conductance stomatique g(s)
sont négativement corrélée avec EUE en conditilenstress hydrique, nos résultats sont en
accordance avec les travaux de (Xiao-lil et al}22@ui a montré que l'augmentation de
EUE des feuilles est due principalement a une témhucde la transpiration et une
augmentation de la photosynthese. En outre, té aapporté dans de nombreuses études que
la réduction de g (s) et de la transpiration oétprallelement accompagnées seulement par
des réductions dans (Ci) concentration intercebelldu CQ qui conduisait a accroitre
I'efficacité de I'utilisation de I'eau (Xiao-lil el., 2012).

L’état hydrique des feuilles peut définir et aveégision la demande et I'approvisionnement
en eau chez les plantes. La teneur relative erestaun déterminant important de I'activité
métabolique et de la survie des feuilles (Onerlgl 2014) .1l peut étre un paramétre
discriminant des génotypes tolérants /sensiblessgédheresse (Rauf, 2008). EIl Tayeb (2006)
et Geravandia (2011) qui suggerent que les gpasttolérants montrent une teneur relative

élevé par rapport aux sensibles.

Dans la présente étude, I'application de différeéggmes hydriques a affecter d’'une maniere
croissante la teneur relative en eau (TRE).Une rlitton a été observé chez plantes
soumises a des conditions stressantes ce quirapgerté par Gupta et Nayyar (2006) que

lorsque les feuilles sont soumises a un  stressique, elles présentent dimportantes
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réductions dans la teneur relative en eau. Laatian génotypique observée peut étre due a
des différences dans le pouvoir d’assimilation d’par le systeme racinaire d’une part et a la
capacité des variétés de contrbler les pertes daales surfaces évaporatrices ou encore a
une meilleure perméabilité membranaire a 'eauné’autre part (Hamla, 2015 ; Bayoumi et
al 2008, Jones et al 2006). Nos résultats sonteordance avec les travaux de (Ykhlef el al
1998, Bousba,2012 et Hamla et al, 2014).

La variation de la teneur en chlorophylle dansféslles sous différents régimes hydriques
fournit des informations sur le comportement desotypes vis-a-vis I'efficacité de l'eau
(Bousba et al. 2009).

Dans la présente étude, la teneur en chlorophydie fe@uilles de blé dur a diminuée
considérablement a travers les régimes hydriques r€ultats confirment les observations de
(Mokhtar et al, 2009 ; Cha-um et Kirdmanee., 2088ng-hual et al, 2006 ;Bousba, 2012
;Izabelaet al., 2013;Hamla el al , 2014) et (Gaal ¢22004) qui montrent que I'absence d'eau
conduit a une diminution de la chlorophylle dans feuilles Cette diminution qui peut
s’expliquer selon Parwata et Collaborateurs (2@E2)le fait que le stress hydrique affecte la
teneur en chlorophylle en réduisant I'assimilatitenl’azote qui est un composant essentiel
dans la formation de la chlorophylle. Ainsi, legess va diminuer la concentration en

pigments chlorophylliens.

De plus, la diminution du taux de chlorophylle pétie une résultante de la réduction de
'ouverture des stomates ayant comme consequere@hbibition prolongée (Hamla, 2015 ;
Silva el al, 2007 et Bousbaa et al., 2013). La dution du taux de chlorophylle en conditions
de stress hydrique a été avancée chez plusiequesasgmais ( Grezesiak el al 1992), canne a
sucre (Silva et al.,2007), tournesol (Nouri., 20Tbrge (Guo et al.,2009) ainsi que chez le
blé ( Moualef., 2010 ; Bousbaa 2013 et Hamla.,2015)

Chez le ble, des études précédentes ont mongé lgs variétés les plus tolérantes ont
tendance a maintenir une teneur en eau relativepleatélevée et une plus forte teneur en

chlorophylle ( Parwata et al., 2012).

Un effet significatif du stress hydrique imposé $artempérature foliaire été observé, Le
déficit hydrique affecte les feuilles de blé quigmentent leur température foliaire (Hamla,
2014) ce qui est en accordance avec nos résulatse, le changement de la température

foliaire peut étre un facteur important dans letadrde I'état hydrique des feuilles dans des
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conditions de sécheresse. La capacité de cert@instypes a maintenir des températures
foliaires plus basses résulte de la mise en eptlEs meécanismes leurs permettant de
maintenir un statut hydrique foliaire plus favorlolou une meilleur ouverture stomatique.

Par conséquent l'influx en CO2 vers les chlorogissera prolongé plus longtemps. Ainsi,

cela produira un meilleur taux de photosynthéskwd%it 2007 ; Hamla,2015).

Shakeel (2011¥uggere quées especes tolérantes aux stress hydrique maietienune
efficacité de I'utilisation de I'eau (EEU) élevéa réduisant I'eau perdue par transpiration
Nos résultats ont confirmé cette hypothese, lestgpes présentant de faibles valeurs de la

température foliaire ont maintenue une EEU éleveeoaditions de stress hydrique.

En outre, les régimes hydrigues imposés ont emirales changements a ['échelle
morphologique. La présente étude révele un effgiifgcatif de la contrainte hydrique sur
les paramétres morphologiques étudiés.

La surface foliaire détermine progressivement #ois les quantités d’eau utilisées par la
plante sous forme de transpiration et les quantites carbone fixées par voie
photosynthétique. En effet, Selon des travaux pi&as menés par ( Blum 1996 ; Passioura
2002 ; Najem 2005 et Boutraa 2010) qui ont mogtré la réduction de la surface foliaire est
considérée comme une réponse ou adaptation au mdfepu. Cette réduction est un moyen
judicieux pour le contréle des pertes d’eau. Csttatégie permet a la plante d’économiser
'eau qui sera utilisée pour la survie au coursstiass et s'adapter a un environnement peu
favorable. Or, la réduction de la surface foliailemd a minimiser les pertes en eau en

réduisant la transpiration (Amor et al., 2005).

La diminution de la surface foliaire en conditiode manque d'eau a été avancée par
plusieurs auteurs (Najem,2005, Boutraa 2010 ; M@0&0 et Hamla,2015).

Selon (Adjabi, 2007), les plantes a surface fadiaplus grande peuvent tolérer la
déshydratation et maintenir un potentiel hydriqlev& Par contre, Kirkham et al. (1983),
suggerent qu'une surface foliaire réduite peut @vantageuse, du fait qu'elle réduit
effectivement les pertes en eau totale de la pl&#®n Abbassenne (1997), une variété avec
une faible surface foliaire est capable de fairebam rendement grace a une meilleure
efficacité d’utilisation de I'énergie lumineuse panité de surface foliaire.
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Dans la présente étude, les résultats ont revéé&amélation positive significative entre EUE
et la surface foliaire SF sous un stress hydrique 0.49** pour le régime 60%CC et r=
0.73** pour le régime 20%CC). L'association d’un& élevée avec une surface foliaire
élevée est en conformité avec les résultats de &odg(1997) qui estime que cette

corrélation est un résultat promoteur qui dewaitore étre testé sur champ.

Le poids spécifique foliaire (Psf) indigue la maséche de feuilles par unité de surface. Il a
été largement exploité comme un marqueur morphaiplogique fiable contribuant a la

tolérance a la sécheresse pour diverses plantizgeesl (Mohammadreza et al., 2014).

Un poids spécifique foliaire élevé est un indicated’'une meilleure capacité
photosynthétique, d’'une moindre sensibilité a latphnhibition et de la consistance de

I'appareil photosynthétique (Araus et al., 1998).

Yekhlef et al, (1998) suggerent que la sécheresgmine une augmentation du poids
spécifique foliaire, cette augmentation qui a é#&naée chez le blé (Najem,2005) ainsi que
chez certains arbres fruitts comme les péches ifMdart 2010), 'amandiers sauvages
(Mohammadreza,2014).
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Conclusion

L’état hydrigue de la plante est un facteur tredlicateur de la croissance et du
développement, son utilisation efficace, peut étrendice incontournable dans I'étude et la
sélection des plantes. Le comportement hydriguevde®tés de blé dur a été analysé a
travers quelques paramétres liés a I'état hydreu@ppliquant différents niveaux de stress.
L’étude a été menée sous serre en conditions semiédées en appliquant trois régimes
hydrique différents 95%,60%,20% de la capacité lmmmp. Les mesures ont été effectuées

sur la 8™ feuille.

A ce stade de développement et pour la majoesepdrameétres étudiés le stress modéré (de
60%CC) n’a pas beaucoup affecté les plantes .Lans&pdes variétés étudiées a la contrainte
hydrique imposée a été principalement caractépaée Une diminution de la teneur relative
en eau, du taux de déperdition et du potentiel tigom, mais aussi une augmentation

significative de la conductivité électrolytique.

L’'analyse statistigue des résultats a révélée différences significatives entres les
traitements appliqués ainsi que entre les génotypelés. L’'évaluation des parametres liés a
'état hydrique de la plante peut étre un critémgportant dans la sélection des cultivars

sensible/résistant chez le blé dur.

L'efficacité de l'utilisation de l'eau est cont@lpar plusieurs mécanismes physiologiques,
elle est considérée comme un trait important assota tolérance a la sécheresse des plantes
cultivées. Dans ce travail, nous avons étudié EE&t ses composantes a I'échelle de la
plante sur dix cultivars de blé dur algériens icé sous serre et sous trois régimes
d’alimentation hydrique 95%,60%,20% CC. D’autresrap@etres morphologiques et
physiologiques ont été également mesurés (tenewaerrelative, teneur en chlorophylle),

température foliaire conductance stomatique, sarfaliaire et poids spécifique foliaire ).

Les résultats obtenus révelent des différences tesmportement des variétés étudiés vis-
a-vis de la contrainte hydrique qui a entrainé différence de sensibilité entre les génotypes
considérés. Cette différence est essentielleméatdu niveau de stress imposé (modéré ou
sévere, pour la majorité des parametres étudissdes modéeré n’a pas beaucoup affecté les

plantes en terme de réponses physiologiques etholagiques.
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L’effet d'un stress séveére affecte les plantes:pare diminution de la matiére séche totale
ainsi que la quantité d’eau utilisé ce qui a alticatune augmentation de l'efficacité de
l'utilisation de l'eau pour la majorité des varigtéune diminution de la conductance
stomatique, de la teneur relative en eau, du taushtbrophylle, de la surface foliaire et une

augmentation de la température foliaire et du pspEifique foliaire.

Les génotypes qui ont montré des valeurs élevéésftieacité de I'utilisation de I'eau, de la
matiére seche totale, de la teneur en chloroplegllde la surface foliaire en conditions de

stress hydrique pourraient étre suggérés commeygesotolérants a la sécheresse.

L'utilisation des parametres morpho-physiologiqueesir la caractérisation de I'efficience
hydrique a été fiable, nos résultats ont fait regsales corrélations significatives entre EUE
et quelques paramétres morpho-physiologiquesiéstudels que lI'eau utilisée (EU), la
conductance stomatique g(s), ainsi que la surfali&re. Ainsi, ces caractéres peuvent étre
proposés comme des marqueurs a prendre en cotisidésm étudiant I'efficacité de

I'utilisation de I'eau.
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Chapitre 4. Etude physiologique et moléculaire de I'implication des Aquaporines dans la
réponse au stress hydrique chez le blé dur

|. Effet du chlorure de mercure HgCl, sur l'activité des Aquaporines(Traits physiologiques de la
réponse des Aquaporines au stress hydric.

Lorsque la fonction des Aquaporines est étudiérivaau physiologique, le chlorure de mercHgCl,
est utilisé comme inhibiteur de I'activation cCAQPs(Tyrmanet al 1999 Javot et al 2007, Zhao et
2010).Ainsi, il existe une relation complexe er les AQPs et le stress de merc qui va conduire au
changement des ita physiologiques liés a I'e¢(Forrest et al., 2008).a relation entre I'activité de
AQPs et les indicateurs de l'efficacité de l'u@lior de 'eau (EUE)a été investigue a I'échelle

physiologique.

1. Effet dechlorure de mercure HgCl, surla conductance stomatique
Les résultats obtenus montrent une différence tlansponse des variétés au traitement au chlom
mercure HgCGlL L'effet des différentes concentrationu HgChL sur les génotypes étudiés est indi

dans la figure 23.

o
~N
)

o
o

¢+ 0,5

M Control

M 50uM

Conductance stomatique
g(s) mmol m-2s-1

1 100puM

Variétés

Figure 23 : Les valeurs dda conductance stomatique de dix variétés de bléalunises a différents
concentration de Hgel 1.Waha,2.Cirta3.Beliouni4.Rahouigs.Mohamed benBachi6.Djneh
Khotaifa,7 . Bouslem8. Simeo 9.Gemgoum R’khen10.Bidil7. Les valeurs représentent les moyer
+ SE
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Contrairement aux plantes témoins, les plantesé&si aux HgGl ont diminué leur conductance
stomatique (gs). On remarque que les variétésecnées agissent d'une maniére différente ausstres
au mercure imposé mais aussi a la concentratipiigage. On note que pour la concentration [50uM]
les valeurs élevées de la g(s) sont présentéekepararietés Sim, Bous et GGR avec (0.45, 0.4b63&
mmol m’s?) respectivement. Les valeurs minimales ont étégistrées chez les variétés MBB, RAH

et Bidi avec 0.21, 0.24 et 0.8¥mol m’s’ respectivement.

De plus, en augmentant la concentration du ligGL00pM] on remarque une diminution considérable
de la conductance stomatique chez toutes leétgariles valeurs minimales de g(s) sont présept¥es
les variétés RAH et Bidi avec 0.08°8T suivies par la variété Cir avec 0.0Fs1. Pour exception, les
variétés Bous et GGR et Sim ont présenté uneattdé a ce stress et elles ont maintenue degrsale

plus au moins élevée.

L’analyse de la variance ANOVA a réveélé une défice hautement significative entre les variétés
mais aussi entre les traitements (P < 0,0001) I€¢&ahl 2).

Tableaul2 Carrés moyens de I'analyse de variance de laumadce stomatique de dix génotypes de
blé dur soumis a différentes concentrations de KgCl

Facteurs Conductance stomatique g(s)
Génotypes (G) 0,068
Traitement (T) 0,636***
Interaction (G X T) 0,003"

Ns : effet non significatif, * : effet significat{p<0,05, ** : effet hautement significatif p<0,0F; :
effet trés hautement significatif p<0,001.
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2. Effet du chlorure de mercure HgC} sur le taux de transpiration

Le taux de la transpiration journaliere peut étnebon indicateur de I'activité des Aguaporines iains
gue de l'efficience de l'utilisation de I'eau (EUB)ne faible transpiration va contribuer a une EUE
élevee.

L’évolution de la transpiration journalieére desietgs soumises a différentes concentrations deuwielo

de mercure est indiguée dans la figure 24. Ladteds obtenus révelent une diminution significatde

la transpiration suite a I'application du traiteatheHgCL pour toutes les variétés. Cette diminution
s’accentue en augmentant la concentration de bitdur HgC}.

L’absorption de I'eau par les plantes augmente genlh journée et atteint son maximum a 13 :00h et
elle diminue aprés 14 :00h. En conditions contri@éaux maximal de la transpiration journaliérét@
enregistré chez les variétés Bidi ,Cir, RAH et BElvec ( 90,85,70 g/plante) respectivement. Pour la
premiére concentration appliquée [50uM] le tauximal a été enregistré chez la variété Bidi avec
60g/plante.

Pour la deuxieme concentration [100uM], les vaaddk, W, MBB ont présenté les taux maximales de
la transpiration avec 40g/plante.

Selon les réponses différentes des variétés #fdramhtes concentrations appliquées on peut esselr

en trois groupes :

On note que les variétés Cir, Bidi, RAH et BEIlnstes génotypes les plus sensible au traitement
HgCl,, contrairement a leurs plantes témoins ces ¥éaiént enregistré une chute considérable de la
transpiration journaliére, pour les deux conceiung appliquées (Figure 24).

Le Zémegroupe présenté par les variétés MBB,Dk,W qaieét moyennement sensibles au traitement
HgCl, on remarque que ces cultivargt enregistrés une diminution modérée du tautratespiration
pour les deux concentrations Clet C2 par rappocbatrole.

Le troisieme groupe présenté par les variétés BBER et Sim, ces variétés ont montré une tolérance
au traitement au mercure et elles ont enregida® taux de transpiration plus au moins procheetlesc
des plantes contréles (Figure 2€@gs résultats indiquent que le chlorure mercurepas affecter les

plantes qui ont maintenu un rythme normal de traaspn.
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[1. Analyse de la réponse biochimique et moléculairde quelquesvariétés de blé dur a un stress
hydrique

1. Profils électrophorétiques 1D SD-PAGE des protéines totales foliaires
Afin de mieux comprendre les bases moléculairefadgaotéomique de la tolérance a la sécheress:
analyse des protéines totales $DS-PAGE a été réalisée sur des feuilles 1é dur soumises a trois

régimes hydrigas différents 95%, 60%% et 20% de la capacité amp|

Les profils électrophorétiquesnt montré une différence dans le nombre des lsargd€léesen termes de
présence et d’absence de bandes aussi en termes de leintensité. Les profils protéiques révelent

variations entre les génotypes étudiées mais entre les traitements appliql (Figure25) Les résultats
obtenus concernant ce parametre montrent des afiffés variétales, par rapport aumbre de bandes

spécifiqgues et communes.

'1 2345678 95 1

A) B)

Figure 25.Profils électrophorétiques SI-PAGE des protéines extraites a partir des feuiléeblé dur soumises
différents régimes hydriques.

A).1l:LMWKit;2: W Témoin;3:WNL1;4:WN2;5:i€CTémoin ; 6 : Cir N1 ; 7: Cir N2 ;8 : BEL Témojrm :
BEL N1; 10: BEL N2.

B).1: LMW Kit; 2 : Bous Témoin ; 3: Bous N1 ;4 oBs N2 ; 5 : Bidi Témoin ; 6 : Bidi N1 ;7 : Bidi2 ; 8 : MBB
Témoin ; 9: MBB N1 ; 10 : MBB N2.
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Ainsi le traitement des gels p&oft Photocapt a révélé 192 bandes dont le poids moléculaire \eantiee

9,1 KDa et 149,7 kDa parmi lesquelles on disting8éandes chez les témoins et 103 banhez les deux
niveaux de stress (Tableau 13).

Nos résultats montrefigpparition de 40 nouvellebandes chez les plantes stressés uniqu : la bande
51,8KDa présente chez la variéBous pour les deux niveaux de stress, les bandes 17KB&KDa,
23,2KDa et 24,2KDa présentent chez | a variétéeBdh bande 107,2KDa chez W. |l faut noter aus§ilc
existe 48 bandes présentent chez les témoins sbgtiinhibées chez les stresséomme le cas des bandes
105,6KDa et 134 KDa chez W, la bande 119,7KDa  la variété Bous.

Tableau 13 Récapitulatif du nombre de ban révélés par électrophorése S-PAGE de six

variétés de blé dur sous trois régimes hydric

14
18
13
11
18
20
13
18
19
11
17
14
13
14
135
16
18
20

84



Chapitre 4. Etude physiologique et moléculaire de I'implication des Aquaporines
dans la réponse au stress hydrique chez le blé dur

De plus, on a noté I'apparition de 79 nouvelledes pour chaque niveau de stress chez lesrggtéga
étudiée : la bande 130 KDa a été révelée chgadmses stressés de la variété Cir sous easstte 60

% C.C, la bande130,8 KDa a été observée cheddatep stressées de la variété Bel sous un stregees
de 20% C.C, labande 9,1KDa a été détectérlels plantes de la variété MBB stressées a®@b

On a noté également la présence de deux groupesndies hors les extrémités du poids moléculaires d
marqueur de aille (14,4-97 KDa). Le premier groupprésenté par lintervalle de bandes allant de
9,1KDa a 13,9KDa présentes seulement chez legtgarBidi, GGR et MBB, le deuxiéme groupe
présente les bandes qui appartienne a l'inter¢a08,5KDa ;149,7KDa ) et qui sont présentes thetes

les variétés étudiées es a I'exception de la éahBB.

2. Effet du stress hydrique sur I'expression de deugenes d’AQPs (TdPIP1.1 et TdPIP2.2)

Les premiers indices sur la fonction des Aquapgaridans les plantes proviennent de I'étude du univea
d'expression de ces protéines dans différentsnesgatissus ou types de cellules selon les stades d
développement et en réponse a différentes condigomironnementales (Chaumont.,2014abondance

de 'ARNm est aujourd'hui mesurée par les approdeda RT-qPCR, une technique largement utilisée g
nécessite cependant une conception stricte desticmsdexpérimentales (de la spécificité et dditatité
primaire, genes de références pour la normalisathométhode d'analyse) (Bustin et al. 2009).

La présente étude consiste@mparer le niveau d’expression de deux genes dipgunes TdPIP1.1 et
TdPIP2.1 dans des feuilles et des racines de dmistés de blé dur (Cirta et Bousselam) soundases
stress hydrique sévere de 20%CC en faisant appe analyse PCR quantitative en temps réel, le den
Tubeline a été utilisé comme gene de référence.

Les résultats obtenus indiquent que les deux génekés s’accumulent dans les feuilles et lesneaci
pour les deux traitements appliqués (témoinsksirésanalyse de I'expression montre que les génes
répondent pas de la méme maniere aux traitemeplisjags.

Contrairement aux plantes témoins, le géne TdPIR%tlréprimé chez les feuilles et les racines en
conditions de stress, cette réduction de I'abonel@es transcrit TAPIP1.1 est importante chefelafes
(Figure 26 A).Ainsi, le stress imposé a induit une régulationatiég (down-regulation) de ce gene .De

plus on remarque quette régulation négative est plus importantezda variété Cirta.
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Figure 26. Niveaux de transcription des deux gendsiPIP1.1 et TdPIP2.1 dans les feuilles et les ramgs de blé dur soumises a un stress sévere de 20%C@xpression
relative des ARNm a été calculé selon la formule“2“' en utilisant le géne de la Tubeline comme géne digérence. A) la variété Cir et B ) la variété Bos.

86



Chapitre 4. Etude physiologique et moléculaire de I'implication des Aquaporines
dans la réponse au stress hydrique chez le blé dur

A l'inverse, le géne TdPIP2.1 a été positivenrégulé (up regulated) en conditions de stress.drdhnce
des transcrits ARNm TdPIP2.1 se révele signifi@atihez les racines des deux variétés étudiées phess

marquée chez la variété Bous. (Figure 26 B).

Discussion
Le stress hydrique affecte les plantes au niveaéjgue d’'une maniere différente. Certains auteurs
rapportent une augmentation des niveaux protéiquesncore I'absence de I'effet délétere, alorsdjaatres
sont pour une diminution de ces derniers Toutefigs, évidences croissantes sont en faveur d’uesation
entre la synthése d’'un ensemble de protéinesdgtgeadation d’une autre ensemble.
D'autres travaux qui ont été menés sur le blé,noonitré que les protéines totales subissent de reuxbr
changements de composition liés aux conditionsrenmementales pendant le remplissage du grainielahss
recherches ont montré que ces modifications sées la I'élévation de température (Bousba,2013).
Dans la présenté étude, les régimes hydriques #spost entrainé une modification dans la synthése d
protéines pour toutes les variétés étudiées. Lidppa des protéines nouvelles chez les plantesessés ou
I'inhibition de certaines d'autres est une résubate I'effet des contraintes environnementales tostress
hydrique (Temagoult, 2009 ).
Ces protéines ont un rdle dans la tolérance,mit’'intervention dans la chaine de transductiempettant
une meilleure adaptation au milieu soit en étast geotéines fonctionnelles intervenant directendamis les
mécanismes de tolérance au stress notamment hgdriguatensité des bandes est directement liée a la
concentration en protéines chez le blé ( Hamla 20E5Rodriguez et al.,2002).Parmi les bandes degsct
guelques une sont décelées alors que I'apparitaurtrés bandes est variables selon le génotypesniéteau
de stress appliqué.
Finalement, cette étude a mis en évidence I'existatiune certaine variabilité génotypique pour dlgse
biochimique effectuée. Ces derniers peuvent domstitaer des criteres potentiels pour caractériaer
tolérance a la sécheresse chez le blé dur.
L’étude des mécanismes de tolérance au déficitidpyelrchez le blé dui¢iticum DurumDesf) en se basant
sur lactivité des Aquaporines a I'échelle phys@gfue est trés peu étudiée. Nos résultats megent
évidence la relation entre les paramétres assacibsfficacité de l'utilisation de I'eau et l'acité des
protéines membranaires AQPs en conditions destau mercure.
Les différents mécanismes de tolérance au meprueent étre liés a différentes activités des AQRSI
gu’a la capacité adaptative des variétés (Zhabd20X0). Il a été reporté dans travaux précedemsles ions
des métaux lourds bloquent les Aquaporines de ggamihibant ainsi le transport de I'eau .Parséguent,
I'addition de Hg pourrait indiquer lI'importance des protéines dans la plante entiére ou daranigport de
I'eau cellulaire (Maurel et al. 1993,Maggio etyJt995).
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Les échanges gazeux se produisent principalemeravers les stomates entourés par deux celtddes
garde.Les plantes modulent la transpiration et l'utiizatde I'eau en ajustant la conductance stomatgyue,
est déterminée par le mouvement et la densité sigquea

Dans la présente étude, les différentes concamtsatppliquées de HggLbnt affecté significativement la
conductance stomatique et le taux de transpiraigotoutes les variétés étudiées.

Chez le blé Zhao et al (2014) rapportent que I'sudation rapide des ions Hgdans les feuilles et les
systemesacinaires des plantes de blé a perturbée les gsosenormaux de transpiration de l'eau et de la
photosynthése conduisant ainsi a une réductioradehbtosynthese et la transpiration. Pendant cesem
l'effet de Hf* a probablement induit ou stimulé certaines progitelles que les Aquaporines afin
d’améliorer la perméabilité de I'eau favorisantsaila progression de la photosynthése de la treatggm. De
plus, les résultats d’autres études suggerentlgaeplantes exposées a un déficit hydrique ostrgss au
mercure modéreé pourrait améliorer I'efficacitél'délisation de I'eau des feuilles.

La réduction de la conductance stomatique soudrasssau mercure a été avancé chez le blé ainsitpze
d’autres especes le peuplier (Wan et al 1999)pierier (Carmen, et al 2002e qui a été en accordance avec
nos résultatsEtant donner que le niveau d’expression des AQIRs tépiderme est plus élevé que dans les
autres tissus foliaires, les AQPs peuvent étrdigu@es dans les mouvements stomatiques. De mémisie
une grande quantité des AQPs dans les feuille$éd&Shn et al, 2001, Zhao et al, 2010).

Les différents motifs de régulation de la trandpra peuvent étre liées au niveaux d’expressions de
Aquaporines (activation/inhibition) dans les feesll et les racines des plantes de blé dur .Quand I
transpiration augmente les protéines AQPs sontéagipermettant a la plante d’absorber plus d’2had et
.,al 2010). Ce qui a été observé dans l'inter@re13h).Quand la transpiration diminue les Aquayps sont
inhibées et la plante ferme les canaux hydriquesaieisi le taux de transpiration diminue. Les ddfés
niveaux de régulations des AQPs sont liées a lacit#pdes plantes de blé de résister a la sécker@so
et., al 2010).

Nos résultats montrent que sous un stress deungetes variétés ont présenté des capacités dearee ou

de tolérance différentes ce qui est fortentiénavec les différentes activités des AQPs ainsavgec les
capacités adaptatives des variétés. Par ailleassrésultats ont permis de distinguer des diff@@srdans la
sensibilité au traitement HgCl

Les résultats révelent qukes variétés Cir, BEL et Bidi, RAH sont des e&és sensibles présentant une
sensibilité au traitement au mercure. tandis geseviiétés Bous,Sim et GGR ont été plus tolérantes.
mémes résultats ont été obtenus sur les mémiéségasous un stress hydrique (Bentahar et all5)20

Une faible transpiration va contribuer a une EU&/é¢, la régulation de I'EUE sous un stress de umerest

dépendante de l'activité des AQPs mais aussi destéa de blé. Les travaux menés par (Zéial .,2010)
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ont montré que les variétés tolérantes/résistantze sécheresse ont les mémes capacités adaptadive
stress de mercure, les mémes observations orditgs pour les variétés sensibles.

D’une maniére générale, les mécanismes de régulde 'EUE peuvent étre liés a I'expression desPAQ
sous un stress hydrique. Ceci permet d’obtenirimfesmations sur le processus compliqué de la t@sie a

la sécheresse et I'économie de I'eau chez le Bi&f et al.,2010).

A I'échelle moléculaire plusieurs études ont démontré I'implication desu#gprines dans de nombreux
processus physiologiques, notamment dans I'absorgteau (Steudle et al 1998 ;Javot et Maurel 8220
Javot et al.,2003 ; Hachez et al.,2006). L'Expassies Aquaporines végétales differe grandemers ssu
différentes conditions environnementales et dafférentes especes. Les AQPs sont aussi connudsyrar
réle dans la réponse des plantes a la déshydmtatiles peuvent intervenir dans différents asplecia
réponse adaptative des plantes a la sécheresséa2anb).

Des études in silico du génome de blé ont perndenitification de 24 genes PIPs et 11 génes TIBse§E et
Bhave., 2008)Parmi ces genes deux isoformes appartenant a idefatas PIP ont été identifier PIP1.1 et
PIP2.1 (Ayadi et al., 2011). Dans la présentea&tuds niveaux d’expression de ces deux isofofriies.1 et
PIP2.1 ont été évalué. L’expression des genes AfQBgant subir : une augmentation, une diminutiairev
demeurer inchangée (Maurel., 1997; Kawasaki ee@01; Galmes et al., 2007).

Les résultats indiquent que les deux génes étdaiedPl; 1 et TAPIP2; 1 ont présenté des variatitams
leur expression en conditions de stress, ils snilés differemment dans les racines et les é&sude blé, ce
qui est en conformité avec les travaux de ( Ayedal 2011).

Sous un stress sévere une régulation négativé déétctée chez les transcrits TdPIP1.1 dans eiekeb
mais avec une grande accumulation dans les radieda variété Cir, ce qui est en accordance avec de
nombreuses études sur diverses espéeces. Zunaaa26tL6) rapportent que la plus part des géeiies Rjui
sont négativement régulés en conditions de sigess fortement exprimés dans les racines, une forte
régulation négative des transcrits des genes P&Rs @bservée sous un stress hydrique dans ciesset les
rameaux de plantes d'oliviers (Secchi, et al.,20@8&ns les racines de tabac (Mahdieh et al.,20885ans
les fruits de la péche (Sugaya et al.,2002).Chéaisier Fragaria vesca I'expression diurne des génes PIPs
en réponse a différents intensités de stress &rqué la plus part de PIPs sont négativement éégidns les
racines et que I'expression des deux génes FVPHRELPIP2;1 a été fortement corrélée a la dimamutie la
teneur en humidité du substrat. (Zunaira et al§20%urbanovski et al .,2013). Chez les feuillesbtiz
Elseehy et al (2015) rapportent que trois isofaréPs (PIP1,PIP2, PIP3) ont présenté une régualatgative sous
un stress induit par le PEGChez I’ Arabidopsis thaliana une régulation négative des génes AQPs est tré:
frequemment observée pour la majorité des géndas, P& I'exception les deux isoformes : AtPIP1et4
AtPIP2 ; 5, dont I'expression augmente (Alexendersal., 2005).
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En condition déficitaire en eau, la conductivig@raulique racinaire, qui est régulée partiellenyear les
PIPs aquaporines, diminue tres probablement conmméacanisme pour éviter I'écoulement de I'eau de la
racine dans le sol tandis que le potentiel hydriqu sol diminue (Aroca et al., 2011). En gémgrale la
régulation négative des génes PIPs a pour butipale de minimiser la perte d’'eau a partir deplante au
sol déshydraté Maurel et al.,2008) et de empélehezflux d'eau dans le sol sec ( Alexanderssoal et
2005).
A l'inverse, le géne TdPIP2.1 a été positiventégulé (up regulated) en conditions de stress.dridbnce
des transcrits ARNm TdPIP2.1 est détectée légereméans les feuilles, I'expression de ce gene est
significative dans les racines de la variété B@esnombreuses études rapportent les mémes obsews/atir
le méme isoforme PIP2.1 sur différentes especes :
le cafetier (Santos et al., 2013) , le riz (Ledral., 2004), le radie (Sugaya et al., 2002), \éagne (Galmes
et al., 2007) , I'haricot (Aroca et al., 2006)sique chez l'olive nain (Lovisolo et al., 200Chez le blé dur
les travaux menés par (Hamla et al.,2014) sur fesgion du gene PIP2.1 & partir de différentsudiss
(racines, feuilles, graines) sou un stress hyérigduit par le PEG ont révelé que ce gene estipasient
régulé avec une forte expression dans les feuiia appliquant un autre mode de stress (régirdedue a
20% de la capacité au champ) nos résultats indiggesm |'abondance des transcrits TdPIP2.1 a été pl
marquante chez les racines.
La régulation positive des genes AQPs en conditiodéficitaire en eau est supposée augmenter [
perméabilité membranaire au transport de I'eaun(@a@a et al., 1997), afin de faciliter le flux erug&mith
et Bhave., 2008). Les AQPs des membranes plasmppieg&ent approvisionner (au moins partiellemers) le
cellules en eau assimilée, afin de maintenir leugdscence lorsqu’elles sont sujettes a un strghsghe
(Lian et al., 2004) Globalement, ces génes somiasés étre impliqués dans le contréle du statutduyel des
plantes et dans leur capacité de reprise aprgation (Santos et al., 2013).
Sur la base des données de transcriptome, il ffistldid'identifier un pattern de I'expression deguaporines
en réponse a un stress hydrique. Les approchés génétique inverse basées sur un ou quelques gene
fournissent un meilleur apercu de I'ensemble dededtde transcriptome. L'implication Crucial deP Ehans
la modulation de la conductivité hydraulique desnas (Lpr ) en réponse a divers stress enviroené&mx a
éte largement observé (Chaumont et al.,2001 ;iQiefr al.,2002 ; Marte et al.,2002). Une foremsbilité
des plantes au stress hydrique en raison de latiédule la (Lpr) par le silencing des PIPs al&téement
rapportée dans diverses especes végétales.
Par exemple, chez Arabidopsis suite a une indadivales deux génes AtPIP1;2 et AtPIP2;2 une réoluc
notable de la perméabilité de I'eau des proptoptastété obervée chez les mutants (Kaldenhoff, £098)
avec une réduction de 14% de (Lpr) rendant ainsiroatants plus vulnérables a la sécheresse (Javot ¢
al.,2003).
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Chez le tabac une réduction de 55% de la ( Lpr§ avne forte sensibilité au stress hydrique a ésemige en
ciblant le gene NtTPIP1 par I’ utilisation de &chnologie anti-sens. En plus de la diminutionade.{pr) ,
une expression réduite de NtPIP1 a également snan& diminution significative du taux de la trainstion
(Siefritz et al.,2002). De plus, en conditionsitantes en eau, le silencing des deux génes RpPHR
PpPIP2;2 a entrainé un stress phénotype séverdahmussePhyscomitrella patens

En se basant sur ces observations, il est plaugildeces aquaporines ciblées jouent un role curhatahme
transporteurs de I'eau et que la diminution dedeaxpressions rend les plantes plus vulnérablestrass
hydrique en raison de la diminution de la conditg&itydraulique L(pr). En outre, il est égalemeasgible
gue la diminution des taux de transpiration prowoqgne réduction de la photosynthése, qui a sareftecte

la survie de la plante entiere (Lienard et al.,2008

Constamment, la surexpressidn BnPIP1a partir du colza Brassica napuspans les plantes de tabac
transgénique conduit a une tolérance élevée assstie la sécheresdu et al.,2005). De méme, des plantes
de tabac transgéniques surexprimant le géne TaAl@P7aquaporine de blé (PIP2) étaient plus toltyra la
sécheresse par rapport aux plantes de tabac nyériques en raison de I'amélioration des cagadiée
rétention en eau des plantes transgéniques (Zhayz2a12).

Des plantes d'Arabidopsis transgéniques exprinuanet PIP1 Vicia faba (VfP1) a montré une résistance
améliorée a la sécheresse, en empéchant la pmmteghr la transpiration due a l'induction de tenfdure des
stomates (Cui et al.,2008). La surexpression due gemctionnel TdPIP2.1 dans les plantes de tabac
transgénique entraine une amélioration de la @otss de la vigueur ainsi qu'une meilleure toléeanax
stress salin et osmotique (Ayadiadt 2011).

Les données expérimentales ci-dessus suggérerna queexpression des aquaporines rend les plahiss
résistantes au stress hydrique (Zunaira et al.,2016

Afin de comprendre le role des AQPs dans la totBganla sécheresse de nombreuses études ont &ésnen
sur les especes végétales naturellement tolérantesécheresse, La caractérisation fonctionetePIPs
dans deux clones de peupliers Populus balsamifeza Bimonii X P. balsamifera ayant une sensébili
différentielle a révélé une corrélation claire rentes expressions différentielles des génes PliRs
I'évitement de la sécheresse et les stratégieslé@hce adoptées par les deux clones. La reductmde de

la conductance stomatique par la réduction desi@giPIPs a été observée dans les feuilles dariéniiX

P. balsamifera comme un mécanisme d’évitement (lanet al.,2010).De plus, I'exposition d’'un cultiva
tolérant a la sécheresse chez le riz a un styebgjbe a révélé une régulation du géne 'OsPIRLiggérant
son rble dans I'évitement de la sécheresse (ltiah,2004).

Une forte régulation positive de certains PIPgéaoéservée en condition de stress hydrique chezRlante

succulenteCraterostigma plantagineuntolérante a la déshydratation (Smith et al.,2003
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Le stress hydrique déclenche souvent une régulagigative des niveaux de transcrits d’AQPs, mais’est

pas une regle générale. En effet, une régulatisitipp des genes spécifiques d’AQPs résistants a la
sécheresse a été rapportée. Quelque soit la négutid I'expression des AQPs (positive ou négatevdes
changements correspondants de la permeéabilité bnagiaire ont été effectivement suggéré d'étre mpreef
pour les plantes en situation de contrainte hy@rigdachez et al.,2012).

Zunaira et al (2016) concluent que la réponseAdggmporines en conditions de sécheresse estarible

en fonction des niveaux de stress, des isofornesstissus, des espéces, et de la nature desisimralinant

une déshydratation similaire au stress hydrique.
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Conclusion
Dans la présente étude, les régimes hydriquesséspant entrainé une modification dans la syntese
protéines pour toutes les variétés étudiées. Liagopades protéines nouvelles chez les plantesssés ou

I'inhibition de certaines d’autres peut étre estrésultat de la contrainte hydriqgue imposé.

Nos résultats mettent en évidence la relationeeles parametres associés a l'efficacité de lasilon de
'eau et l'activité des protéines membranaires AQPen conditions de stress au mercure. Les résulta
obtenus ont montré que les différentes conceatratile HgGl ont affecté significativement la conductance
stomatique de toutes les variétés étudiées. Maisi d&l taux de transpiration qui a été fortemdfecee.
L’étude des protéines AQPs a I'échelle physiologieun utilisant le traitement au chlorure de meréig€l,

nous a permis de distinguer les variétés tolérateewariétés sensibles.

La quantification des transcrits de deux génes dapgprines TdPIP1; 1 et TdPIP2; 1 a indiqué qdst
régulés differemment dans les racines et les é&=ude blé. Le géne TdPIP1.1 a été négativementerpgule
stress. Une régulation positive du gene Td PIB&t ksupposée entrainer une augmentation de la pleitiré
membranaire, afin de faciliter le flux d’eau et géker le statut hydriqgue. Ces résultats prélintesi

constituent un point de départ de la compréhertdia relation liant 'EUE et I'activité des Aquaptes.

93



Conclusion generale

et perspecftives



Conclusion générale et perspectives

Conclusion générale

L'efficacité de [lutilisation de l'eau ‘EUE’ est osidérée comme une caractéristique
importante associée a la tolérance a la séchedessplantes cultivées .La présente étude
s’est fixée comme objectif d’étudier les mécanisrpéysiologiques et moléculaires de
I'efficience de l'utilisation de I'eau chez le bitur en mettant I'accent sur I'implication des

protéines de réponse au stress ( Aquaporines)leanaintien du statut hydrique.

Les résultats de l'analyse physiologique révelerd différences dans le comportement des
variétés étudiés vis-a-vis de la contrainte ki Cette derniére qui a entrainé une
différence de sensibilité entre les génotypes étidlette différence est essentiellement liée a

l'intensité du stress imposé (modéré ou sévere).

Le comportement hydrique des variétés de blé dié analysé a travers quelques parametres
lies a l'état hydrique en appliguant différents edux de stress. Les résultats de
'expérimentation ont fait ressortir un effet sifjcatif des traitements imposeés sur les variétés
étudiées. Les résultats ont montré que la diminutle la teneur relative en eau a été
accompagnée par une diminution du taux de dépemddie I'eau ainsi que du potentiel

osmotique d'une part et d'une augmentation du tdidtectrolytes dans les membranes

d’autre part. L’évaluation des parametres liegtat hydrique de la plante peut étre un critéere

important dans la sélection des cultivars sens#édestant chez le blé dur.

Par ailleurs, I'étude de l'efficacité de l'utilisan de I'eau en conditions de stress hydrique a
révélée que les variétés étudiées ont mis en pldtErentes stratégies pour conférer la

contrainte hydrique.

Outre, l'effet d’'un stress sévére se caractérigecipalement par une diminution de la
matiere seche totale ainsi que la quantité d’eéisad ce qui a aboutit a une augmentation de
I'efficacité de l'utilisation de I'eau pour la majté des variétés. De plus, une diminution de
la teneur relative en eau, du taux de déperditionpotentiel osmotique, de la conductance
stomatique, et du taux de chlorophylle, de laagffoliaire. Mais aussi une augmentation
significative de la température foliaire et du dmispécifique foliaire. Nos résultats ont
montré que les variétés Bousselam, Gemgoum R’kheé@meeto ont présentées une efficacité
de l'utilisation de I'eau élevée accompagnée d'teible quantité d’eau consommée en

conditions de stress hydrique.
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L'utilisation des parametres morpho-physiologiqyesir la caractérisation de I'efficience
hydrique a été fiable, nos résultats ont fait regsodes corrélations significatives entre
I'efficacité de l'utilisation de I'eau et quelgsieparamétres morpho-physiologiques étudiés
tels que l'eau utilisée (EU), la conductance staopo@t g(s), ainsi que la surface foliaire.
Ainsi, ces caractéres peuvent étre proposés conesiendrqueurs a prendre en considération

en étudiant 'efficacité de I'utilisation de I'eau.

L’'analyse des profils électrophorétique des pr@eirfioliaires nous a aidé a faire une
présélection des variétés (tolérantes/sensiblesjrass hydrique en se basant sur I'apparition
des protéines nouvelles ou I'inhibition de certaikautres qui est une résultante de l'effet
de la contrainte hydrique imposée. Cette prégétemous a été utile dans la partie
moléculaire. L’étude des protéines AQPs a I'échpligsiologique en utilisant le traitement
au chlorure de mercure HgChous a permis de distinguer les variétés tolésades variétés
sensibles. Les résultats ont montré que les vari@ida, Rahouia et Bidi et Beliouni mettent
en place des mécanismes d’adaptation physiologfjnede confronter le stress imposé en
réduisant la transpiration et la conductance stiguwat Les variétés Simeto, Bousselam et
Guemgoum R’khem ont présentées une tolérance aress et maintenues un taux de

transpiration élevée sous une forte concentratsoH@C),

La quantification des transcrits de deux genesudpgrines TdPIP1; 1 et TdPIP2; 1 a
indiqguée qu’ils sont régulés differemment dansrkesnes et les feuilles de blé. Le gene
TdPIP1.1 a été négativement régulé par le strds® régulation positive du gene Td PIP2.1,
est supposée entrainer une augmentation de la gt membranaire, afin de faciliter le

flux d’eau et controler le statut hydrique. Nosulésts mettent en relief une combinaison des
mécanismes physiologiques et moléculaires poue faice a la contrainte hydrique imposée.
De plus, nos résultats mettent en évidence l'imagilbicn des protéines Aquaprines dans la
réponse au stress hydrique chez le blé dur. Cleddax variétés Cirta et Bousselam, les
résultats de I'analyse moléculaire confirment celstenus lors de la caractérisation de la

réponse physiologique au stress hydrique.

La stratégie adaptative adoptée par la variét@ Girt le plan physiologique par la diminution
du statut hydrique, de la transpiration, et deolaductance stomatique est due principalement
a une régulation négative du gene TdPIP1.1 au midks racines. En revanche, chez la
variété Bousselam un taux élevé de la transpiratinsi que de I'efficacité d’utilisation de
l'eau est la résultante d’'une régulation positiks transcrits du géne TdPIP2.1 dans les
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racines. Ces résultats préliminaires constituanpaint de départ de la compréhension de la
relation liant I'efficacité de I'utilisation dedau et I'activité des Aquaporines en conditions
de sécheresse.

Comme perspectives a cette étude préliminaireeritde important de vérifier les résultats
obtenus dans la partie physiologique sur chamgiude doit s’étendre a l'analyse des
parametres aussi importants que la conductanceastpra, I'eau consommee, et la matiére
seche totale, la surface foliaire entre autrestreéQla corrélation positive significative entre la
surface foliaire et [l'efficacité de l'utilisatiode I'eau pourrait étre un résultat important a
considérer dans des études ultérieures. Ainsitra@s peuvent étre considérés comme des
marqueurs de morpho-physiologiques de l'efficaa® l'utilisation de I'eau dans des
conditions de sécheresse. Sur le plan moléculaigyantification des niveaux d’expression
des deux genes d’aquaporines peut étre considérame un point de départ et doit étre
confirmée sur d’autres variétés afin de mieux camg@re les relations existantes entre
'expression de ces géenes et l'efficacité de lisgilion de 'eau en conditions de stress

hydrique. A cet effet, on envisage des analyses @laborées sur le systéme racinaire.
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Water use efficiency is controlled by several physiological mechanisms. It is
considered as an important trait that has been associated with drought

tolerance of crop plants. In this work, we investigated WUE and its
components on ten Algerian durum wheat cultivars of different origins under
controlled conditions. Plants were sown at different water regimes (95%
considered as well watered treatment, 60%, 20% considered as dry
treatments). A set of parameters (relative water content RWC, chlorophyll
content (SPAD index), leaf temperature LT®, stomatal conductance (gs),Leaf
area (LA) and Specific leaf weight (SLW)) describing plant response to
water deficit were measured. WUE was estimated as the ratio of total dry
matter on the total water consumption. Our objective was to evidence
differences among cultivars in response to drought stress. ANOVA analysis
reveals a significant difference between varieties in response to the applied
water treatments, Genotypes that have shown high values of WUE, TDM,
RWC, Chlorophyll content and LA under dry treatments could be suggested
as Algerian drought tolerant genotypes. Based on the correlations between
WUE and the studied parameters our study may suggest some morpho-
physiological traits associated with water use efficiency and drought
tolerance.
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INTRODUCTION

Durum wheat is the most widely grown cereal species in the Mediterranean basin. It holds about 45% of durum
wheat cultures in the word. In Algeria cereals holds 60% of cultivated lands. Unfortunately the production is still
very low because of the adverse climatic variations and water stress conditions resulting from the dry climate of the
region (Bousba et al., 2009).Drought is the most devastating abiotic stress affecting crop productivity (Reyazul el
al., 2012). It occurs when the available water in the soil is reduced and atmospheric conditions cause continuous loss
of water by transpiration or evaporation (Xiao-li, el al., 2012;Sankar et al., 2008).Plant water use efficiency (WUE)
is becoming a key issue in semiarid areas, where crop production relies on the use of large volumes of
water(Medrano et al 2015).It is considered as an important trait that has been associated with drought tolerance of
crop plants. WUE can be measured at different scales, ranging from instantaneous measurements on the leaf to more
integrative ones at the plant and crop levels(Medrano et al 2015), at the plant scale and ignoring evaporation from
the soil WUE is defined as the ratio of biomass production and the amount of water used over a certain period
(Boogaard, 1997). It was observed that plants can improve their WUE in response to drought stress condition .The
Water Use Efficiency (WUE) characteristic as an important screening technique can help in discovering significant
variation among the genotypes (Condon et al., 2002).

In response to water stress, plants develop different mechanisms (morphological, physiological and biochemical)
which inhibit or remove the harmful effects of stresses. (Izabelaet al., 2013).Generally, reduction in stomatal

875



ISSN 2320-5407 International Journal of Advanced Research (2015), Volume 3, Issue 10, 875 — 889

conductance (gs) and evapotransipiration (E) under drought result in higher WUE due to the plant rapidly adjusting
water loss through transpiration and absorption of CO2 through stomata regulation (Xiao-li, el al.,2012). It has been
reported by Cowan (1988) that regulating stomata apertures in leaves can regulate leaf WUE under limited water
condition. Moreover, change in leaf temperature may be an important factor in controlling leaf water status under
drought stress (Shakeel et al., 2011). Some researchers reported that higher leaf temperature may have important
consequences on the longevity and photosynthetic capacity of individual leaves and have further affects on leaf
WUE ((Xiao-li, el al.,2012;McNaughton and Jarvis, 1991). Leaf water status may accurately define the demand
and supply of water. Relative Water Content (RWC) is an important determinant of metabolic activity and the
survival of leaves (Oner el al., 2014) and is an attribute for discriminating drought tolerant and sensitive genotypes
(Rauf, 2008).Chlorophyll concentration is known to be one of the major factors affecting photosynthetic capacity;
(Oner el al.,2014) .The decrease in chlorophyll content under drought stress has been considered a typical symptom
of oxidative stress and may be the result of pigment photo-oxidation and chlorophyll degradation. The permanent or
temporary water deficit severely hampers the plant growth and development more than any other environmental
factor (Shakeel et al., 2011). Water deficit reduces the number of leaves per plant and individual leaf size, leaf
longevity by decreasing the soil’s water potential. Leaf area expansion depends on leaf turgor, temperature, and
assimilating supply for growth (Shakeel et al., 2011). Drought-induced reduction in leaf area is ascribed to
suppression of leaf expansion through reduction in photosynthesis (Rucker et al., 1995). A common adverse effect
of water stress on crop plants is the reduction in fresh and dry biomass production (Zhao et al., 2006). Specific leaf
weight SLW indicates leaf dry mass per area. It has been widely exploited as a reliable morpho-physiological
marker contributing to drought tolerance for various crop plants (Mohammadreza et al., 2014).The present study
aims to study ten durum wheat genotypes responses to different water regimes and to investigate the relationship
between WUE and the morpho-physiological studied traits.

Materials and Methods

Plant material and growing conditions

Ten varieties of durum wheat (Triticum Durum Desf L.) local and introduced listed in (Table 1) and provided by the
ITGC, Institut Technique des Grandes Cultures (station El Khroub Algeria) were used in this study. Seeds were
germinated on petri dishes, after germination seedlings were transferred to plastic pots with mixture of (clay soil /
sand 3:1) in greenhouse with an average temperature 25+10 C° and relative humidity 45+ 15%.The pots were
arranged completely in a randomized block design with three replications for each treatment.

Drought stress treatment

To adjust the amount of pots watering in terms of the irrigation regimes of field capacity (95% considered as
control treatment, 60% and 20% considered as dry treatments), the soil water content was continuously monitored
and maintained by watering at 95%, 60% and 20% levels of field capacity during the experiment. Changes in the
soil water of each pot were measured and checked daily by weighing each pot at the beginning and end of the
removed plant. The total amount of water used was calculated as the difference between final and initial pot weight
and the amount of water supplied to each pot. Plants were harvested at the flag leave stage.

The Morpho-physiological analysis

For determination of Relative Water Content (RW, fresh leaves were taken from each genotype and each replication
at flag leaf stage and weighted immediately to record fresh weight (FW). Than they were placed in distilled water
for 4 h and then weighted again to record turgid weight (TW), and subjected to oven drying at 70°C for 24 h to
record dry weight (DW). (RWC) was determined according to the method adopted by Turner (1986): RWC % =
[(FW—DW) / (TW-DW)] x 100. Chlorophyll content was assessed using a SPAD chlorophyll meter (Minolta crop,
USA) before any measure, the device must be set (number of signal tower) and size (N = 0). In this protocol the rate
of chlorophyll is estimated per unit SPAD. The leaf temperature (LT) was measured using a hand held infrared
thermometer (IRT), the stomatal conductance was measured at mid-morning on the adaxial leaf surface with a hand-
held porometer (AP4) which measured the stomatal resistance (rs), the stomatal conductance values (gs) were
deduced from the ratio 1/ (rs).

in addition to the previous parameters, total leaf area (cm?) was measured according to Paul et al., (1979) and the
specific leaf weight (SLW) was calculated by dividing the total leaf area by leaf dry weight (LDW/LA) (g m-?)
according to (Lambrides et al., 2004).

WUE was calculated as total dry weight divided by total amount of transpiration according to (Qiao et al.,
2010).The amount of water loss from the pots, weighed on daily basis, represented the transpiration.
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Statistical analysis

To evaluate differences among the wheat genotypes in response to different water regimes, Data were subjected to
an ANOVA analysis at the P<0.05 significance level. Pearson’s correlations among the studied parameters were
tested using SPSS 22.0 software package.

Results

Water use efficiency and its components (WUE, TWC, TDM)

We observed a noticeable variation in the response of the wheat genotypes to the different water regimes imposed.
Results in (Fig.1a) show that WUE increased under the two dry treatments (60%, 20%) compared to the control
95%.The variety Bous displayed the highest value of WUE for the treatment 20% field capacity (FC) with 14.66
mg/g.water followed by the variety GGR 11.48mg/g.water whereas the lowest values were registered by the varieties
Cir, Rah and Bidi (3.05 3.08 and 3.09 mg/g.water) respectively .Data in Figure.1b showed a slight decrease in the total
dry matter (TDM) accumulated for all the genotypes under both treatments 60% and 20%. Despite of the severity of
the water regime imposed, some genotypes maintained high values of TDM, such as the variety Bous under the
treatment 20% with (619.66mg), the same as Sim under 60% (690mg). Moreover, our results revealed a significant
drop in the total water consumption (TWC) under the two regimes 60%, 20% compared to the control treatment, all
the studied varieties decreased the amount of TWC under the dry treatments except the varieties Bous, GGR and Sim.
The ANOVA Results (Table 2) show that for WUE and its compounds, the different genotypes displayed a significant
difference in response to the water treatments (P<0.0001).

The Morpho-physiological traits

Our study showed that RWC (relative water content) decreased under drought stress conditions, for the water regime
20 % FC, the highest reduction in RWC was obtained from the genotypes Cir and Bidi. Also, the highest RWC
value was obtained from Bous cultivar under the same water regime (Fig.2.a).otherwise our results indicated that the
studied genotypes were not very affected by the moderate dry treatment 60% FC. According to the data in (Table 2)
RWC presents a highly significant difference between genotypes and the water treatment P<0.0001.

The results of our study indicated that stomatal aperture was significantly affected by the dry treatments imposed.
Data illustrated in (Fig 2.b) show that the cultivars Dk and Bidi presented the lowest values of (gs) for the water
regime 20%, (0.06 and 0.07mmol m-2s-1) respectively. The same was registered for the regime 60% FC, genotypes
Dk,Bidi and Cirta exhibited the lowest values of (gs) (Fig 2.b). The ANOVA analysis presented a highly significant
difference between genotypes P<0.0001, water regimes and the interaction GXWR. (Table2).

Leaf temperature was positively influenced by the severity of the water regime imposed; we registered increased
values for all the studied genotypes under the two regimes 60% and 20% comparing to the control (Fig 2.c). The
difference among genotypes and the water treatments was highly significantR 0.0001 as shown in (Table2). In
addition, our results revealed that there was a significant effect of drought conditions on the chlorophyll content
(SPAD Index) in all genotypes. The chlorophyll content decreased under the two water regimes 60% and 20% as
shown in (Figure 2.d) and it presents highly significant differences among genotypes, water regimes and the
interaction with P<0.0001 ( Table2).

Moreover, the water regimes imposed had a significant effect on the morphological studied traits, Leaf area (LA)
decreased for all the genotypes under the dry treatments compared to the Control (Fig.3a) except for the genotype
Bous which maintained the highest leaf area for both dry treatments (18.01 cm?). Leaf area results showed highly
significant differences among genotypes and the water treatments P<0.0001 (Table 2) .The ANOVA analysis
revealed that the effect of the applied water regimes on specific leaf weight (SLW) varied among genotypes, the
varieties Cir, Rah and Bidi registered a significant increase in the SLW for the treatment 20% FC (Fig.3.b), in
contrast to the varieties W, MBB, Dk, Bouss, GGR, Sim which presented almost the same values of SLW for both
dry treatments. The results showed that there was a highly significant difference between genotypes and the water
regimes P<0.0001 (Table2)

Correlations among the studied parameters

The correlation analysis revealed parameters strongly linked to WUE under both dry treatments. WUE was
negatively correlated with total water consumption TWC (r=-0.88** for 60% FC and r=-0.69** for 20%FC),
stomata conductance gs(r=-0.42* for 60%FC and r= -0.68** for 20% FC), and leaf temperature (r= -0.52** for
60%FC and r=- 0.53** for 20% FC). A marked positive correlation was found between WUE and TDM under both
dry treatment (r=0.63 for 60% FC and r =0.90** for 20% FC). Under the dry treatment 20% FC we registered a
significant positive correlation between WUE and LA and between WUE and RWC (r= 0.72%%*, 1r=0.47**
respectively). These results are shown in Table 3. Data illustrated in Fig 4(A and B) reveals that TDM, TWC and
LA are strongly linked to WUE under the dry treatment 20% FC.
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Tablel. Origin of the studied genotypes

Genotype Code | Origin

Waha W | CIMMYT-Mexico cross, released by ICARDA
Syria and Algeria

Cirta Cir | ITGC Constantine ,Algeria

Beliouni BEL | Algeria

Bidi 17 Bidi | Algeria

Guemgoum Rkhem GGR | Algeria

Mohamed Ben Bachir MBB | Hauts plateaux Est, Algeria.

Djennah Khetifa Dk | Alegria/Tunisia

Simeto Sim | Italy

Bousselam Bous | ITGC Setif, Algeria

Rahouia RAH | TIARET ,Algeria

Table 2. Variance analysis for all measured parameters of ten wheat genotypes subjected to three water
regimes 95 %, 60% and 20%

Variance Source
Genotypes G
Water Regimes WR
Interaction (GxWR)

Variance Source
Genotypes G
Water Regimes WR
Interaction (GxWR)

Variance Source
Genotypes G
Water Regimes WR
Interaction (GxWR)

df TDM WUE TWC

9 113998,989 *** 62,632 *** 116019,2 oAk
611040,811 *%** 169,023 *** 1516176 HoAk

18 8005,774 Ns 5,179 *** 58335,044 Hokk

df RWC g(s) LT

9 505,454 oAk 0,052  *** 70,164 ***

2 1595,472 oAk 0,398  *** 243,709 ***

18 48,753 *x 0,008  *** 2,126 ns

df SPAD LA SLW

9 79,441 *** 52,236  *** 54,123 oAk

2 253,654 *** 213,434  #k* 98,121 *okk

18 4,021 * 2,828 ns 13,17 Hoak

Values are mean square. *(P<0.05), ** (P<0.01), *** (P<0.0001).
(RWC)Relative Water Content %, g(s) Stomatal Conductance, (LT) Leaf Temperature,(LA) Leaf Area, (SLW)
Specific Leaf Weight, (TDM) Total Dry Matter, (WUE) Water Use Efficiency, (TWC) Total Water Consumption.
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Table 3. Pearson’s correlation among the studied parameters of ten durum wheat genotypes under two

different dry treatments

Correlation coefficients at 60% field capacity

SPAD
WUE TWC gs TDM LT® Index LA SLW RWC
1 -,885 " -0,42* 636" -526" -0,027 0,338 -,488" 0,046
1 372 -,452 531" 0,032 -0,35 370 0,018
1 607" -0,204 -0,255 468" 0,216 494"
1 -,580" -0,106 442" -,639° 567"
1 0,316 -0,235 ;393 -,408’
1 -0,147 -0,091 -,587"
1 -,638" 440
1 -0,258
1
Correlation coefficients at 20% field capacity
SPAD
WUE TWC gs TDM LT® Index LA SLW RWC
1 690" -682" 901" -532" ;363" 729" -,599" 479"
1 -483" -,391 533" 650" -,494" 632" -0,29
1 693" 410 0,351 0,305 -,506" 475"
1 - 457 0,136 622" -,552" 465~
1 -0,099 -426° 8317 -0,249
1 0,204 -0,305 0,136
1 -,463" 367
1 -,378
1

**_ The correlation is significant at the 0.01 level (bilateral).
* The correlation is significant at the 0.05 level (bilateral).

879



ISSN 2320-5407

International Journal of Advanced Research (2015), Volume 3, Issue 10, 875 — 889

WUE mg/g.water

0O95% Wa0% W 20%
2B A

16
14
12
10 -

=2 W B odn B

W Bel Rah MEB k  Bous

O055% Med% B20%

TDM mg/plant
B Fud (%] Y LN )] b | [e1]
e 8 88 8 8 8 8

o]
|

W Cm Bel Rah MEB Dk Bous Spn GGR Bidi

idadd dds |

b)

880



ISSN 2320-5407 International Journal of Advanced Research (2015), Volume 3, Issue 10, 875 — 889

1000
O95% Medk H20%

800 - {

800

700 { }
600 -

500

400 -
300 1
200 4
o &i- ﬁi.
a - ; : : . s
Dk

w Ci Bel ERanh MEEBE Bouz Sim GGR Bidi

TWC g/plant

Figurel. (a) Water use efficiency (mg/MS/plant), (b) Total dry Matter, (c) Total water consumption of ten
wheat genotypes under different water regimes.
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Figure 2. a).Relative water content (RWC), b).Stomatal conductance (gs), c¢).Leaf Temperature (LT) and
d).SPAD index of ten wheat genotypes under different water regimes.
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Figure 3.Effect of different water regimes 95%, 60% and 20% on a).Leaf Area cm?, b).Specific Leaf Weight
SLW g/cm? of ten wheat genotypes.
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Figure 4 .Relationship between WUE and Total water Consumption (TWC), Total Dry Matter (TDM) and
Leaf Area (LA) of ten wheat genotypes A) under 60% Filed capacity regime, B) under 20% Filed capacity

regime .
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Discussions

Our goal was to impose drought conditions similar to those found in agricultural settings that cause reductions in
seed yield (Christine et al., 2012and Jones, 2007). We found that drought stress affected the water use efficiency
components; we registered a significant decrease in Total water consumption (TWC) and total dry matter (TDM) for
the water regime 20%. In our study, we found that WUE increase across water treatments, the obtained results
showed a genotypic variation for the wheat genotypes in response to the water regimes imposed for WUE and its
components (Fig.1). The studied genotypes registered a slight decrease in TDM across the water regimes, this
decrease in TDM for wheat cultivars has been reported by many authors (Ykhlef et al., 1998) and (Changhai et al.,
2010).Likewise, the correlation analysis revealed a positive significant correlation between WUE and TDM under
drought conditions (Table.3, Fig.4A and 4B), the same results were obtained by (Alirezan and Farshad, 2013).
Ykhlef et al (1998) reported that water use efficiency increase with the intensity of the water stress and it affects the
most water consumption more than dry mass accumulated which was in agreement with our study. For the water
regime 20%, all wheat genotypes showed a considerable decrease in TWC under water stress conditions and
maintained high values of TDM and WUE (Fig.1.a, b,c).Moreover the applied water regimes had a significant effect
on water consumption and stomata conductance which decrease dramatically under drought (Figl.c and Fig2.b)
This decrease of g(s) has been mentioned by many authors (Ykhlef and Djekoun., 2000, Baloch et al.,
2012.,Hamla et al 2014). According to the simple correlation analysis, total water consumption TWC and stomata
conductance were negatively correlated with WUE under drought stress treatments (Table.3, fig.4 A and B). Our
results are in good agreement with the results of (Xiao-lil et al., 2012) and support the findings of the pervious
results done by (Bhagsari 1986; Johnson 1993; Cowan 1997; Zhanget al. 2005; Zhao et al. 2006;Yu et al. 2008
and Xiao-lil et al., 2012), who found that increasing of leaf WUE was due to the reduction of transpiration and an
increase in photosynthesis. Furthermore, it has been reported by (Baker ef al., 2007; Sharkey et al., 2007;
Tambussier al., 2007 and Xiao-lil et al., 2012) that reductions in g(s) and transpiration were parallelly
accompanied only by reductions in (Ci) intercellular CO2 concentration resulted in increasing water use efficiency,
this was mainly due to plant rapidly adjusting water loss through transpiration and absorption of CO2 through
stomatal regulation thereby resulting in increased water use efficiency.

Our results revealed a decrease in the relative water content (RWC) in response to drought stress which has been
reported by Nayyar and Gupta (2006) that when leaves are subjected to drought, leaves exhibit large reductions in
RWC. It has been also reported in previous investigations done by (El Tayeb, 2006) and (Geravandia, 2011) that
drought tolerant genotypes showed the higher RWC rather than drought sensitive genotypes. Moreover, our data
analysis indicated a positive correlation between WUE and RWC under water stress conditions (Table.3), the same
results were reported by (Ykhlef et al., 1998).Likewise, drought affects wheat leaves by increasing leaf temperature
as has been reported by (Hamla, 2014) which was in accordance with our results, all wheat genotypes showed
increased values of LT under drought condition. Moreover, change in leaf temperature may be an important factor in
controlling leaf water status under drought stress, drought-tolerant species maintain water-use efficiency by reducing
the water loss (Shakeel, 2011) which was in good agreement with our results; genotypes exhibiting low values of
LT maintained high WUE under drought condition (fig 1.a and 2.c).The negative correlation between WUE and LT
was not significant (Table.3), similar results were found by(Zaho el al.,2006) and (Xiao-lil, et al., 2012).

The variation of chlorophyll content in leaves under different levels of water regimes provides information about the
behavior of genotypes towards water efficiency (Bousbaet al., 2009). In the present study, chlorophyll content of
durum wheat leaves dropped across the water regimes (Fig.2d).Our results supported the findings of other authors
(Bousba, 2012;1zabelaet al., 2013;Hamla, 2014) and (Gao et al., 2004) who showed that a lack of water leads to a
drop of chlorophyll in the leaves. Studies have shown that, more tolerant wheat varieties tend to keep higher relative
water content and higher chlorophyll content ( Parwata et al., 2012).In addition to the previous parameters, leaf
area of wheat genotypes was also induced by drought stress, LA decreased across the water regimes. Boutraa(2010)
reported that according to the study of Lu et al.( 1998) the impact of water stress on leaf growth can be explained
as a method of adaptation to the conditions of water shortage to limit the rate of transpiration in order to maintain
the water supply in the soil around plant roots to increases the chance of survival of the plant (Passioura, 2002).The
mechanism, by which plant leaf area is reduced under water stress, is through the reduction of cell elongation, which
leads to the reduction of cell size and therefore the reduction of leaf area (Schuppler,1998). In the present study,
results revealed a significant positive correlation between WUE and leaf area under the dry treatments :( = 0.49%*
for 60%FC; 1= 729** for 20%FC)(Fig 4 A and B).The association of high WUE with high LA is in accordance with
results of Boogaard (1997) who reported that a greater investment in leaf area was associated with higher water-use
efficiency at the plant level as well as at the leaf level which was the case of our study. In fact, Boogaard (1997)
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suggested that the correlation of high water-use efficiency with a high leaf area is promising and should be further
tested under field conditions.

Our results revealed that specific leaf weight (SLW) increase across the water regimes applied and presented
variation among the studied genotypes (Fig.3.b), Furthermore, SLW had a positive correlation with WUE under the
water stress treatments as shown in (Table.3).These results support the findings of Ykhlef (1998). Drought stress
was found to have caused an increase in SLW in almost all studies, increases in SLW under drought conditions have
also been reported in durum wheat (Ykhlef,1998) and in some fruit trees such as peaches (Martinez, 2010), wild
almond (Mohammadreza,2014).

Conclusions

The aim of our work was to study the response of ten wheat genotypes to different water regimes and to investigate
the relationship between WUE and the morpho-physiological studied traits. The obtained results indicated a
genotypic variation between varieties in response to the applied water treatments. This variation is due to the
different morpho-physiological mechanisms developed by the cultivars to overcome the water stress conditions. In
addition, the correlation analysis revealed a significant relationship between WUE and the studied parameters such
as TWC and (gs) which are considered as the most important traits to regard while studying WUE, Furthermore, the
significant positive correlation between leaf area and WUE could be an important result to consider in further
studies and should be confirmed in field conditions. Thus, these traits may be considered as morpho-physiological
markers of WUE under drought conditions. Moreover, our findings may suggest tolerant genotypes such as Bous,
GGR and Sim which presented high values of Water use efficiency (WUE), Total Dry Matter (TDM) and
chlorophyll content, relative water content (RWC), as well as high values of leaf area and specific leaf weight under
drought stress conditions. Likewise, these genotypes presented less values of TWC and could be suggested as less
water consumer genotypes under water limited conditions.
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Etude de la Variation génotypique chez le blé duet des marqueurs protéiques associées
a la tolérance au stress hydrique
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Afin d’étudier la variation génotypique chez le lér pour des marqueurs protéiques, un
essai sous serre a été mené en conditions semélémst Six variétés de blé duiriticum
durumDesf ont été exposées a un stress hydrique dgamngpar un arrét d’arrosage, pour
les plantes témoins on a maintenu une irrigatiotim@de. Dans le but d’étudier la réponse
des six variétés utilisées ainsi que les marquerotRiques associés a la tolérance au stress
hydrique on s’est basé sur I'étude des marqueochimiques tel que I'analyse des protéines
totales par (SDS-PAGE) L’analyse électrophorétiquymrtée sur les feuilles a révélé
31lbandes protéiques avec un poids moléculairetalanl4a 99 KDa, ces protéines sont
probablement des protéines appartenant a la fardée déhydrines qui ont un poids
moléculaire qui varie entre 9 -200KDa. Parmi lesd®s révélées on a noté les deux bandes
20,32 KDa qui étaient présentes chez toutes ladtearstressées et inhibées chez les variétés
témoins.Une variation génotypique était observéergpport au total de bandes réveélées
chez les plantes

Mots clé: blé dur, tolerance au stress hydrique, SDS -PAGEarqueurs
protéiques,déhydrines.
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Water Use Efficiency in Durum wheat: Study of physblogical and molecular
mechanisms (protein Aquaporins) defining an ideotyp.

BENTAHAR.Soumia &YKHLEF.Nadia

! Laboratoire de Biochimie, Génétique et Biotechnisd¢ggétale, Université Constantine 1,
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Water is the main factor limiting plant productiyiespecially in the Mediterranean regions.
Continuous climate change is mainly characterized kdecrease in water availability and an
increase in temperature, in these regions theaa isrgent need to increase the efficiency of
water use by conserving Water lost through pergspitaas well as the water lost in the
agricultural sector. In order to define an ideotgbevheat with good water use efficiency we
will study the physiological and molecular mecharssinvolved in the efficiency of water
use in durum wheat. Our problematic is to developnéegrated approach to the physiology
of wheat in the face of variations in water avaligh This issue will be tackled through two
disciplines: physiology and molecular biology. Tbigjective is to determine physiological
traits and protein markers (aguaporins) linked hte eéfficiency of water use and drought
tolerance under water deficit conditions. The fpsirt was devoted to a physiological and
morphological analysis of the response of ten ggrest of durum wheat subjected to three
different water regimes (95%, 60% and 20%). Theosédcpart will be devoted to a
biochemical and molecular analysis of the protesyisthesized during water stress focusing
on the role of "Aquaporines” in the regulation ahd modulation of the water status of the
plant. For this purpose, molecular biology and @oatics techniques such as quantitative
PCR will be used .A statistical analysis of thelexiked data will be the last part of our
research and that in order to define an ideotypluaim wheat for well-defined physiological
and molecular characteristics.

Key words: Water use efficiency, durum wheat, aquaporins
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Efficience de I'utilisation de I'eau chez le blé du:Etude des mécanismes physiologiques
et moléculaires (Protéines Aquaporines) : Définibn d’ideotype
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Résumé

L'eau est le principal facteur limitant la produit® végétale notamment dans les régions
méditerranéennes. Les changements continus dutclienaaractérisent principalement par
une diminution de la disponibilité de I'eau et wtmissement de la température, dans ces
régions la il ya un besoin urgent d’accroitre edicité de I'utilisation de I'eau en conservant
'eau perdue par la transpiration ainsi que I'eatdpe dans le secteur de l'agriculture. Dans
le but de définir un ideotype de blé ayant une leoefficience de l'utilisation de I'eau, notre
travail portera sur I'étude des mécanismes phygigies et moléculaires impliqués dans
I'efficience de I'utilisation de I'eau chez le btiur. Notre problématique est de développer
une approche intégrée de la physiologie du blé &ades variations de disponibilité en eau.
Cette problématique sera abordée au travers deaiplines la physiologie et la biologie
moléculaire. L'objectif consiste a déterminer dasacteres physiologiques et des marqueurs
protéiques (Aquaporines) et des genes liés a diefice de l'utilisation de l'eau et a la
tolérance aux conditions de déficit hydrique. Larpiere partie a été consacré a une étude
morpho-physiologique de la réponse de dix génotygedlé dur soumis a trois régimes
hydriques différents (95%,60% et 20%). La deuxigragie va étre consacrée a une analyse
biochimique et moléculaire des protéines synthésidérs d’'un stress hydrique en mettant
I'accent sur les protéines dite « Aquaporines »jouént un réle important dans la régulation
et la modulation de I'état hydrique de la planteuiPce faire on fait appelle aux techniques de
biologie moléculaire et de protéomique. Une étudéssique des résultats obtenus fait objet
de la derniere étape de la thématique de recheérdimede définir un blé ideotype pour des
caractéres physiologiques et moléculaires biemidefi

Mots clés: efficience de I'utilisation de I'eau, mécanismaguaporines, blé dur, ideotype.
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Efficience de l'utilisation de I'eau chez le blé du:Etude des mécanismes physiologiques
et moléculaires (Protéines Aquaporines) : Définibn d’ideotype
BENTAHAR.Soumia&YKHLEF.Nadid

! Laboratoire de Biochimie, Génétique et Biotechnisd¢ggétale, Université Constantine 1,
Route AInEl Bey , Constantine, Algérie

Soumia bentahar@yahoo.fr

Résumé

Dans le but de définir un ideotype de blé ayamt lbonne efficience de I'utilisation de 'eau,
notre travail portera sur I'étude des mécanismesiplogiques et moléculaires impliqués
dans l'efficience de l'utilisation de I'eau chez Wé dur. Notre problématique est de
développer une approche intégrée de la physioldgieblé face a des variations de
disponibilité¢ en eau. Cette problématique est amrdu travers deux disciplines la
physiologie et la biologie moléculaire. A fin depofdre a cette problématique notre travail
est divisé en deux grandes parties:La premiérdiepar été consacrée a I'étude des
mécanismes  morpholpgiques,physiologiques et hioigoies lies a lefficience de
I'utilisation de I'eau chez le blé dur soumis aigroegimes hydriques différents (95%,60% et
20%).La deuxiéme partie concerne l'étude des méuoss moléculaires impliqués dans
I'efficience de I'utilisation de I'eau en mettaradcent sur réle des Aquaporines de blé dans
le maintien de I'état hydrique de la plante dans cenditions de stress hydrique ce qui fait
appellea une techniqgue de quantification des traesARNmM en conditions de stress
hydrique (une PCR gquantitative en temps réel).ttasux réalisés jusqu'a ce jour, avait pour
objectif essentiel d’étudier les mécanismes monpingsiologiques et biochimiques de la
réponse du blé vis-a-vis un stress hydrique enatuglusieurs parametres liés a I'efficience
de l'utilisation de I'eau et de I'état hydrique ldeplante. Les résultats obtenus ont permis de
faire une sélection préliminaire des génotypes s paramétres morpho-physiologiques.
Cette sélection est nécessaire pour la partie miaiée du travail.

Mots clés: Efficience de l'utilisation de I'eau, blé duraametres morpho-physiologiques,
Aquaporines, analyse moléculaire.
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Efficience de I'utilisation de I'eau chez le blé du:Etude des mécanismes physiologiques et
moléculaires (Protéines Aquaporines) : Définitiond’ideotype
BENTAHAR Soumia & YKHLEF Nadia'
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Résumé

L’efficience de I'utilisation de I'eau est consiéércomme un caractére important pour les plantes
en réponse de stress hydrique et qui est contr@iépjusieurs mécanismes morphologiques,
physiologies, et moléculaires. Dans le but de défim ideotype de blé ayant une bonne
efficience de l'utilisation de I'eau, notre travaibrtera sur I'étude des mécanismes physiologiques
et moléculaires impliqués dans lefficience de ilisation de lI'eau chez le blé dur. Notre
problématique est de développer une approche édéde la physiologie du blé face a des
variations de disponibilité en eau. Cette probléguat est abordée au travers deux disciplines la
physiologie et la biologie moléculaire. A fin depoidre a cette problématique notre travail est
divisé en deux grandes partiés premiére partie a été consacrée a une caratiénsnorpho-
physiologique de I'efficience de I'utilisation dedu chez dix variétés de le blé dur soumises a
trois régimes hydriques différents (95%,60% et 20Q%)deuxieme partie concerne I'étude
physiologique et moléculaire du role des protéitgsaporine dans le maintien de I'état hydrique
de la plante sous un stress hydrique. Les résuitatnus ont révélé une diversité génotypique
pour les caracteres morpho-physiologiques étudlesalyse statistique a permis de classer les
variétés en groupes homogenes. Les résultats mélnes de la quantification des AQPs de blé en
conditions de stress hydrique sont toujours etetrant statistique et discussion.

Mots clés: Efficience de ['utilisation de Il'eau, blé durddotype, parameéetres morpho-
physiologiques, Aquaporines.
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La conductivité électrolytique, marqueur physiologque de tolérance au stress
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Résumé

Les membranes cellulaires peuvent construire I'dee premieres cibles affectées par le stress
chez les plantes ; d’'ou la grande importance deteon de la stabilité membranaire. Le degré de
dommage membranaire peut étre estimé indirectement mesurant le taux d'électrolytes
cellulaires solubles.

Dans ce travail dix variétés de blé dur, localesngoduites, ont été cultivées sous serre en
conditions semi-contrdlées et sous trois régimadrigyes, 95%,60% et 20% de la capacité au
champ. La mesure de la conductivité électriquedsdisée afin d'évaluer chez le blé dur la stabilit
membranaire des cellules sous stress hydrique, edte effectuée au stadeFeuille du
développement des plantes.

La variation dans les taux de la stabilité memai@ sous différents niveaux de stress hydrique
apporte une information sur le comportement degtém vis-a-vis la contrainte hydrique. Les
résultats obtenus révelent une augmentation dw d&klectrolytes pour les deux traitements
imposés 60% et 20% en comparant avec le traitertiambin 95%. Les taux faibles de
conductivité électrolytique enregistrés chez lesfds contrdles suggerent une meilleure capaciteé,
a maintenir un haut degré d’'intégrité membran@nregomparaison aux plantes stressées.

L’'analyse de la variance révéle des différencgsifscatives entre traitements, entre génotypes, de
méme que pour l'effet interaction (Génotype x Tamient). Ainsi le stress hydrique imposé,
influence le taux d’électrolytes cellulaires cheg variétés étudiées. Les variations significatives
des taux d’électrolytes cellulaires enregistréaduisent de maniere significative I'effet du stress
hydrique imposé sur la stabilité des membraneslegis des plantes.

Mots clé: stabilitté membranaire, contrainte hydrique, dlé, tolérance au stress hydrique, taux
d’électrolytes.
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Water status parameters as indicators of drought tierance in Algerian
durum wheat

Soumia Bentahatméne Hamrouche,Nadir Belbekri , Ryma Bouldjéibdelhamid Djekoun,
Nadia Ykhlef
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Background and aim

Changes in water characteristics of a plant - ikdawater content (RWC), water loss rate (WLR)
and osmotic potential (OP) can be used as indisatbdrought tolerance. The aim of this work is
to study the effect of drought stress on the belraof durm wheat varieties focusing on water
status parameters.

Methods

Ten wheat genotypesTijticum durum Desf) were grown under three water regimes (95% |,
60%,20% at filed capacity). The experiment was cetell in a greenhouse under semi-controlled
condition. At the ¥ leaf stage the parameters relative water contRWYQ), water loss rate
(WLR), osmotic potential (PO) were measurefb evaluate differences among the wheat
genotypes in response to different water regimata dere subjected to an ANOVA analysis at
the P<0.05 significance level.

Results

The change in the parameters related to watersspaitivides information about the behavior of the
varieties grown under different water stress levélse ANOVA analysis revealed significant
difference between treatments and genotypes, tte@neld results show a significant decrease in
relative water content, water loss rate and theotisnpotential for both dry treatments imposed
60% and 20% comparing with the control treatmerto9Moreover, this decline is accentuated
with the severity of the stress imposed. Despitthefseverity of the stress imposed some varieties
have maintained a good turgor and might be suggestélgerian drought tolerant genotypes.

Conclusion

The water status parameters are strongly affecyedidier stress, these criteria can be used as
drought selection parameters to improve cereal ymooh in dry areas and to obtain stable and
high yielding varieties.

Key words: water status, durum wheat, water regimes, phygical traits, drought tolerance
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Annexe.0l1

Solutions de I'extraction des protéines totales

Solution de précipitation (placer au froid) (A)

TCA (100%)

10 ml (10g TCA/10Dacetone)~ 10%

B-mercaptoéthanol 7(9)

Acétone qsp 100ml
Solution de ringcage (placer au froid) (B)

B -mercaptoéthanol 10

Acétone qsp 100ml
Laemmli (Tampon de dénaturation)

Tris-HCL 6,8 12.5 ml

SDS 29

Glycérol 10 mi

B -mércaptoéthanol 2 mi

Bleu de Bromophénol0.0025 g

Eau gsp 100 ml

Solution de 20 ml de SDS a 10%:
Peser 2 g de SDS.

Ajouter 18 ml d'eau distillée et chauffer a 68° C.

Ajuster le pH a 7.2 avec du HCI.
Compléter le volume a 20 ml.

Stocker a température ambiante.

— 0.07%

— 0.07%



Annexe.02

Solutions et tampons utilisés pour SDS-PAGE

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

Solution mére de bis acrylamide a 2%a préparer avec gants et masque)
Bis acrylamide 29

Eau distillée gsp 100 ml

Solution stock de SDS a 10%
Sodium Dodécyl Sulfate 10g
Eau distillée gsp 100 ml

Solution d'APS (Ammonium Persulfate) a 1% :a préparer extemporanément
APS 01g

Eau distillée qgsp 10 mi

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

Tris (hydroxymeéthylaminomethan) 60.57 ¢

Eau distillée 400 ml
Ajuster a pH 8.8 avec du HCI fumant 8a10 ml
Eau distillée gsp 500 ml

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

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

Eau distillée qsp 250 ml



Tampon d'électrophorése

Glycine 70.55¢g
Tris (hydroxyméthylamino Ethan) 15¢
SDS 59
Eau distillée gsp 5000 ml

Solution de coloration(pour deux gels)
TCA 60% 100 ndogTCA/100mlI Eau distillée)
Solution mére de Bleu de CoomassibR- 25 ml

Eau distillée qsp 500 ml

Solution mére de bleu de Coomassie R250
Bleu de Coomassie R250 10g
Ethanol 95° qgsp 1000 ml

L'éthanol doit étre mis en agitation dans I'épréigveavec un barreau aimanté. Le bleu de
Coomassie est ensuite ajouté (sinon le bleu prandasse au fond du contenant). Laisser
en agitation au moins deux heures, puis filtresdition.

Annexe 03

Préparation des gels

(Quantités pour une cuve de deux gels)

Gel de séparation (running gel) T= 15%etC = 0.027%

Acrylamide a 35% 33.37 ml
Bis acrylamide a 2% 16.20 ml
Eau distillée 8.83 ml
Tris — HCI pH 8.8 18.8 ml
SDS a 10% 0.8 ml
APS a 1% 2.5 ml

Temed 0



Gel de concentration (stacking gel) T= 4%

Acrylamide a 35% 2 mi
Bis acrylamide a 2% 0.6 ml
Eau distillée 20.4 ml
Tris — HCl pH 6.8 3.4ml
SDS a 10% 0.28 ml
APS a 1% 1.4ml
Temed 30

Tableau.1.Poids moléculaire des protéines de références tuNV (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 14.1

Annexe 04

Solutions utilisées pour le traitement HgGl

Solution 50puM HgCl,
Chlorure de mercure 0.14g

Eau distillée 1litre

Solution 100puM HgCls
Chlorure de mercure 0.27g

Eau distillée llitre



Annexe 05

EZ-10 Spin Column Plant RNA Mini-Preps Kit

Components BS82314, 50 Preps
Buffer Rlysis PG 25 ml
Universal GT Solution 18 m 18 ml
Universal NT Solution 6 ml 6 ml
RNase free Water 5 ml
EZ 10 Spin Column 50
2 ml Collection Tube 50
Protocol

1




Annexe 06

Matrice de corrélations des variables chez legiéw étudiés

WUE
TWC

g(s)
TDM
LT®
SPAD
Index

LA
SLW
RwWC

WUE
TWC
Gs
TDM
LT®
SPAD
index
LA
SLW
RWC

Coefficients de corrélation pour le traitement 68 CC

SPAD
WUE TWC gs TDM LT® Index LA SLW RWC
1 -885°  -0,42* 636  -526°  -0,027 0,338 -488" 0,046
1 -372° -452° 5317 0,032 -0,35 ,370° 0,018
1 607"  -0,204 -0,255 468"  -0,216  ,494"
1 -580° -0,106 442" -639 567
1 0,316 -0,235  ,393 -,408"
1 -0,147 -0,091 -587
1 -,638" 440
1 -0,258
1

Coefficients de corrélation pour le traitement 206 CC

SPAD
WUE TWC gs TDM LT® Index LA SLW RWC
1 -690 -,682: ,901*: -,532: ,363; ,729: -,599: 479
1 -483 -391 5337 -,650 -,494 6327 -0,29
1,693 -4100 0351 0305 -506 475
-, 457 0136 622" -552° 465
1 -0,099 -426 8317 -0,249
1 0204 -0305 0,136
1 -463 367
1 -378

1




Annexe 7
Tableau 3Présentation des bandes détectées dans lesdguilémiles du blé dur par

électrophorése SDS-PAGE sous deux régimes d'imigé0% C.C et 20% C.C

(O absence, 1 présence).
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Résumeé

L’efficacité de I'utilisation de I'eau ‘EUE’ est esidérée comme une caractéristique importante igesa
la tolérance a la sécheresse des plantes cultivégsésente étude s’est fixée comme objectifudiétr les
mécanismes physiologiques et moléculaires defidiefice de I'utilisation de I'eau chez le blé dan

mettant I'accent sur I'implication des protéines réponse au stress ( Aquaporines) dans le maidtign

statut hydrique. Trois expérimentations en condgisemi-contrélées ont été menées, dix variétéséddur
(Triticum durumDesf) ont été cultivées sous trois régimes hydriques,,88% et 20% de la capacité
champ. Dans le premier essai plusieurs parameétogshmlogiques et physiologiques liés a I'état oyake
et associés a l'efficacité de l'utilisation dedie ont été mesurés : la teneur relative en eataube de
déperdition de l'eau, le potentiel osmotique, leixtad’éléctrolytes, la conductance stomatique,
température foliaire, le taux de chlorophylle, larface foliaire, le poids spécifique foliaire aingie

I'efficacité de l'utilisation de I'eau EUE et sesmposantes .La seconde expérimentation a été agémsac

pour étudier quelques traits physiologiques deaépmnse des protéines Aquaporins au stress hyddaq

appliguant un blocage biochimique au chlorure decare HgC}. A I'échelle moléculaire, I'analyse du
niveau d’'expression de deux isoformes TdPIP1.1d&IF2 d’Aquaporins a été réalisée sur des feudtes

des racines de blé en effectuant une PCR quawditetn temps réel. Les résultats obtenus révelen
différences variétales hautement significativesrpemnsemble des parametres mesurés. Cette ditférest
essentiellement liée au niveau du stress impos#,laanajorité des parametres étudiés un stresgrdak

60% CC n’a pas beaucoup affecté les plantes. ttessssévere de 20%CC affectent les plantes s .

diminution de la matiére seche totale ainsi quguiantité d’eau utilisé ce qui a aboutit & une augat®n
de l'efficacité de I'utilisation de I'eau pour laajorité des variétés. De plus, le stress imposglait une
diminution de la conductance stomatique, du tauxliderophylle, la teneur relative en eau, du tdex
déperdition, du potentiel osmotique de la surfatiaire et une augmentation de la températuraifel, du
taux d électrolytes et du poids spécifique foliaka outre, I'analyse de corrélation a révélé deseations
significatives entre EUE et les parametres étuthés que la quantité d’'eau utilisée et la conduaes
stomatique qui sont considérés comme des traitorigaps a prendre en considération en étug
'EU.L’inhibition de I'activité des Aquaporins pde chlorure de mercure HgCh mis en évidence |
relation entre ces protéines et les indicateursl’'efficacité de [l'utilisation de I'eau (transpirat,
conductance stomatique). Nos résultats montrerd sgus un stress de mercure les variétés ontrnpéé
des capacités de résistance ou de tolérance difésre ce qui est fortement liée avec les difftes

activités des Aquaporins (activation/inhibitionnsii qu’avec les capacités adaptatives des varié&s|

résultats de I'analyse quantitative des genes djaoines en conditions de stress sévere a indiguéde
géne TdPIP1.1 est négativement régulé dans leesd’abondance des transcrits est plus margouée la
variété Cirta. A l'inverse, une régulation positide gene TdPIP2.1 a été soulignée dans les radenés
variété Bousselam Nos résultats peuvent suggérer la variété Bonsnmo® un génotype tolérant en ays
présenté une bonne efficacité de l'utilisation’dau en conditions de stress hydrique qui est aseltante
de la régulation positive des géenes d’aquaporinesnigeau des racines. Ces résultats préliming
constituent un point de départ de la compréeherdola relation liant I'efficacité de I'utilisatiode I'eau et
I'activité des Aquaporines en conditions de sécise

Mots clés :Efficacité de I'utilisation de I'eau (EUE), blé duiAquaporines.
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