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Résumé générale

Sélectionin vitro pour la tolérance aux stress salin et thermique @z le blé
tendre (Triticum aestivuni..)

Résumé générale

Les résultats de I'étude qui porte sur la réporese mantules de deux variétés de blé
tendre {riticum aestivurL.), Mahon-Demias (MD) et Hidhab (HD) au stresknsanettent
en relief I'effet négatif de la salinité sur le xade la germination et indiquent la sensibilité de
MD comparativement a HD. Le stress salin réduitbificativement la longueur des racines et
des épicotyles des deux variétés. MD accuse ure grende réduction de la longueur des
deux caracteres que HD. Sous stress salin de 20Bia®, la surface foliaire de MD est
réduite de 50.2% contre 24.8% pour HD. La variaties valeurs du potentiel hydrique et de
la teneur relative en eau indique que MD est pamsible a la salinité que HD. Le suivi du
contenu ionique indique que I'accumulation dé€ Mst plus importante dans la gaine de HD et
le limbe de MD, avec peu de différence entre lasxdeariétés pour le contenu des racines.
HD met en jeu un mécanisme supplémentaire pourreroa salinité, en séquestrant
préférentiellement plus de sodium dans la gaine, @pns le limbe a l'inverse de la variété
MD. HD présente une plus grande capacité a accurtiigie K™ dans le limbe et au niveau
des racines comparativement & MD. Le ratiédN@" du limbe foliaire est plus élevé chez HD
comparativement a celui de MD. Ceci indique qustcartout au niveau des feuilles que HD
rétablit I'équilibre de son potentiel osmotique 1éaK™ et minimise ainsi I'effet du stress
osmotique engendré par NaCl. La capacité de HDnappo de K de la solution nutritive,
puis de le véhiculer vers le limbe, représente dorestratégie d'adaptation au stress salin via
la régulation osmotique. Les résultats de I'étudiepgrte sur les capacités embryogénicetes
le pouvoir de régénération sous stress salin emifeein vitro chez MD et HD en utilisant
des embryons matures comme explants, montrent gDerdpond mieux que HD a la
sélectionin vitro. MD présente un taux d’induction des cals pluvé&lavec une meilleure
prolifération des cals induits, avec cependant sioiiembryons produits par cal induit. Le
taux de régénération de plantules, a partir despraliférant était nul pour HD et trés faible
pour MD. Lindice de sensibilité (IS) confirme laolérance de la variété MD
comparativement a la variété HD vis-a-vis du stesgdm et thermique en cultuie vitro & un
parametre donné qui est la longueur des racihes. résultats obtenus suggerent la

possibilité d'utiliser la techniquin vitro pour la sélection vis-a-vis des stress abiotiques.
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Les résultats de I'étude dlanalyse de I'expression des cing géenes candidiatis tolérance

a la salinité indiquent que HKT1;5 et HKT2;2 s’expent dans le racines, mais pas dans les
gaines et les limbes, avec une meilleure expresiiopene HKT1;5 dans les racines de HD.
Ceci suggere le réle plus actif du gene HKT1;5 claexariété HD. L'expression de I'anti-
porteur vacuolaire N&H" TNHX-1, dans les racines, les gaines et limbeplestélevée chez
HD que chez MD. Les racines et la gaine des denatgpes accumulent plus de transcrits de
la pyrophosphatase vacuolaire TVP1 que le limbaifel La similitude du type d’expression
des génes TNHX1 et TVP1, notée chez MD et HD, swgggie la compartimentation
vacuolaire agit avec une méme efficacité chez éax djénotypes. Plus de transcrits du gene
TaS0S-1, s’accumulent dans les racines et la gindD comparativement & HD, suggérant
qu’en plus d'une meilleure efficacité de rétentiml'ion Na dans les gaines, la variété HD
évite I'accumulation de lion Nadans le limbe foliaire en activant son efflux viae
expression élevée du gene SOS1 dans ce compartilemtrésultats indiquent que la
tolérance a la salinité chez le blé tendre senidded la capacité d’éviter I'accumulation a des
niveaux toxiques de lion Na associée a une capacité élevée d’osmorégulation au
maintien d’un niveau acceptable d&, iKpécialement dans le limbe foliaire. Cette infation

est utile pour la sélection du matériel végétal sdées programmes d’amélioration des

céréales.

Mots clés:Triticum aestivuni., stress salin, stress thermique, germinatioriase foliaire,

embryons matures, régénération, séledtioritro, transporteurs d’ions, expression génique.
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General summary

In vitro selection for salt and thermal stress tolerance ibhread wheat
(Triticum aestivuni..)

Generalsummary

Study results of response for seedlings of twodelaeat varietiesTriticum aestivum
L.) , Mahon-Demias (MD) and Hidhab (HD) to saltess, indicate the highlight negative
impact of salinity on the rate of germination ahd\s the sensitivity of MD compared to HD.
Salt stress significantly reduced the length oftsoand epicotyls of both varieties. MD
showed a greater reduction in length of two characthan HD. Under salt stress of 200mM
NacCl, the leaf area is reduced by 50.2 % for MDiregja24.8 % for HD. Changes in water
potential values and relative water content indisdahat MD is more sensitive to salinity than
HD. Monitoring the ionic content indicates that taecumulation of Nais higher in the
sheath of HD and the blade of MD, with little diéace between varieties for the content of
the roots. HD uses an additional mechanism to ewsusdlinity, sequestering preferentially
over sodium in the sheath unlike in the blade of Mdiety. HD has a greater ability to
accumulate K ion in the limb and in the roots compared to MMeTK'/Na’ ratio of leaf
blade is higher in HD compared to MD. This indicatbat it is mainly their leaves HD
restores the balance of the osmotic potential Viamd thus minimizes the effect of osmotic
stress caused by NaCl. HD capacity to pumgrkthe nutrient solution, and then to transfer
to the limb, therefore a strategy for adaptatiosdth stress via osmotic regulation. Results of
study for the embryogenic capacity and power reggio® in vitro thermal and salt stress in
MD and HD using mature embryos as explants show Nt responds better than HD in
vitro selection. MD has a higher rate of inductioh callus with a better callus induced
proliferation, but with fewer embryos induced by.cEhe rate of regeneration of plantlets
from proliferating callus was null for HD and velgw for MD. The index sensitivity (1S)
confirmed the tolerance of MD compared to HD fdt aad thermal stregs vitro to a given
parameter is the length of the roots. The resuiggast the possibility of using the vitro
technique in selection for no biotic stréResults of study for the expression analysis of
five candidate genes for tolerance to salinity ¢atk that HKT1,5 and HKT2,2 are expressed
in the roots, but not in sheaths and limbs, wittidseHKT1,5 gene expression in the roots of
HD. This suggests a more active role HKT1, 5 ganedD. The expression of anti-porter
vacuolar N&H*, TNHX-1 roots, sheaths and limbs is higher in Hart in MD. Roots and
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sheath of the two genotypes accumulate more trgtsasf the vacuolar pyrophosphatase
TVP1 than blades. Type similarity of gene exprassid\HX1 and TVP1, observed in MD
and HD, suggesting that vacuolar compartmentatinas equal efficiency in both genotypes.
More gene transcripts TaSOS-1, accumulate in tbtsrand sheath of MD compared to HD,
suggesting that in addition to more effective réten of Na in sheaths, HD avoids
accumulation of Nain the blade by activating its sodium efflux vigln expression of SOS1
gene in this compartment. Results indicate thanisakolerance in the bread wheat seems to
be related to the ability to prevent the accumatatf toxic levels of N§ associated with a
high osmo-regulation and/or ability to maintain @ceptable level of K especially in the
leaf blade. This information is useful for selentiof plant material in cereal breeding
programs.

Key words: Triticum aestivumL., salt stress, heat stress, germination, leaé,amature

embryos, regeneratiom vitro selection, ion transport, gene expression.
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Introduction générale

Introduction générale

La sélection des génotypes plus performants quevdetés mises en culture, a
commencé dés la fin du XfX siécle mais la progression des rendements n’estnde
perceptible et réguliere que depuis le début dtelaxiéme moitié du XXM siecle (Berger,
1985). Le progrés génétique participe a hauteus@¥ a cette amélioration (Slaffet al.,
2005). La production céréaliére des zones pluvisdebes reste faible et tres irréguliere dans
I'espace et le temps (Annichiaricoat, 2005; Kadi etl., 2010).

La recherche d’'une meilleure adaptation a la anaenvironnementale est devenue
une nécessité pour stabiliser les rendements de2gems. La variation des rendements est
engendrée par la sensibilité des nouveaux cultiarsdivers stress biotiques et abiotiques
qui caractérisent le milieu de production (Benmaimaah etal., 2010). Le caractére, le plus
utilisé en sélection, est le rendement lui-mémdteCselection directe s’est révélée, le plus
souvent, inefficace dans l'identification de gémay adaptés et tolérants les stress (Rodrigues
etal., 2008).

Reynolds etal., (2007) expliquent que linefficacité de I'approcaealytique, réside
dans la variabilit¢ des liaisons entre les carastéciblés et la production dans les
environnements contraignants. Cette approche pa&stssez fiable ni assez simple pour étre
applicable a des centaines voire des milliers dmtps sous sélection. Les sélectionneurs
restent donc assez convaincus que les approche®lagygues n'arrivent pas a donner de
meilleurs résultats comparativement aux methodgsirgues qu'ils utilisent jusqu'ici. Ces
dernieres se montrent, en effet, plus efficacess da mesure ou des gains appréciables de
rendements sont obtenus dans les environnementwaldgs. Ills montrent donc peu

d'engouement ou d’enthousiasme a utiliser les appsophysiologiques en sélection.

La réponse des plantes aux divers stress abistiggtaune caractéristique sous contréle
génétique complexe. Elle est déterminée en paatiées propriétés cellulaires. Il est de ce fait
possible de sélectionner des souches cellulaitésatdes et d'en tirer d'intéressantes variétés
a intégrer au programme de sélection comme pooétggre (Bajji etal., 2001). Les
biotechnologies végétales, en permettant de centd# maniére précise les conditions du

milieu et de cribler rapidement un grand nombreceiules végétales dans un espace tres
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réduit, représentent dans ce sens une rapprocriEgiée pour la mise en ceuvre de tests de

criblage applicables au niveau cellulaire (Eleuichle2008).

L'emploi de ces techniques de biotechnologies teéeg s'est avéré efficace pour faire
des progrés dans la compréhension des mécanisteegeimants dans la tolérance aux stress
(Baum et Johnsqr2007). L'identification de genes induits en cordalitide stress, constitue
une approche trés prometteuse en amélioration ldesep. En effet, I'isolement de génes
candidats et leur caractérisation devrait permetiteurt terme leur transfert a d’autres fonds
géneétiques plus performants, et qui sont généraieples sensibles aux stress abiotiques
(Brini etal., 2005; 2007).

Le présent travail se propose comme objectifsatlieév la tolérance de deux variétés
de blé tendre Triticum aestivumL.), Mahon-Demias (MD) et Hidhab (HD), aux stress
abiotiques a travers (i) I'étude du comportementrpho-physiologique sous différentes
conditions de stress salin, (ii) la mise en placm ghrotocole expérimental d’'induction et de
maintenance des cals pour une éventuelle exptmitaties possibilités offertes par la culture
vitro dans le domaine de la sélection des lignées agthgl tolérantes aux stress abiotiques, et
(i) 1"étude du niveau d’expression des genes liés amspoateurs d’ions chez les deux

variétés soumises a différents stress abiotiques.
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Chapitre |

Revue bibliographique
1. Culture du blé tendre (Triticum aestivuni..)

La production mondiale de blé tendre a varié, s&o@onseil International du Grain
(IGC, 2009), de 565 a 682 millions de tonnes, aursale la période allant de 2002/03 a
2008/09. Cette production couvre largement lesiheste la population mondiale avec des

stocks en hausses (Figure 1).
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Figure 1. Variation de la production mondiale du blé tendrecours de la période 2002/03 a

2009/10 (www.igc.org.uk/downloads/gmrsummary/gmmsarmdy.

La Chine, l'union Européenne, I'Inde, la Russielet USA sont les plus gros
producteurs de blé tendre (Tableau 1). Les paysreatpurs sont les USA, le Canada et
'Union Européenne ainsi que la Russie. Les gropomtateurs sont la Chine et I'Egypte
(IGC, 2009). Le prix actuel est de 229 $US la tor8alon la FAO (2009), I'Afrique participe

pour 22% a la production mondiale du blé tendre.

Dans ce contexte, la production Algérienne reste tnarginale, quoiqu’elle ait connu
des augmentations significatives depuis les anté68, atteignant plus de 35 millions de
quintaux (FAO, 2009). Les importations connaissegites aussi, des augmentations
importantes, atteignant les 80 millions de quintagmite aux besoins, toutes céréales

confondues, qui dépassent largement les 100 nsllii@nquintaux (Tableau 2).
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Tableau 1 Production mondiale de blé tendre, en milliondaeegFAO 2009)

Pays 2007/08 2008/09 2009/10
Algeria 2.9 2.2 3.9
Afghanistan 3.4 15 4.1
Argentina 18 8.4 8
Australia 13.8 215 23
Bulgaria 2.4 4.6 3.6
Canada 20.1 28.6 22.5
China 109.3 1125 114.5
Denmark 4.5 5 5.6
Egypt 8.3 7.9 7.9
France 32.8 39 39.4
Germany 20.8 26 25.1
Hungary 4 5.6 4.1
India 75.8 78.6 80.6
Iran 15 10 12
ltaly 7.2 9.7 6.6
Kazakhstan 16.5 12.6 14.5
Morocco 1.6 3.7 6.5
Pakistan 23.3 21.5 24
Poland 8.3 9.3 9.2
Romania 3 7.6 5.5
Russia 49.4 63.7 56.5
Spain 6.4 6.7 5
Syria 4 2.1 3.2
Turkey 15.5 16.8 17.8
Ukraine 13.9 25.9 20
United Kingdom 13.2 17.2 14.6
United States 55.8 68 59.4
Uzbekistan 6.2 6 6.2
Others 58.6 62.2 64.3
Total 611 682.3 663.8
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Tableau 2 Production de blé tendre, en millions de tonne®s pays africains
(http://www.fao.org/docrep/011/ai482e/ai482e13 htm

Production Imports Exports Total utilisé Stocks
Annees| 2008/09 | 2009/10| 2008/09 2009/10 2008/09 200910 8AM0| 2009/10| 2009 2014
Afrique | 149 155.4 | 57.3 54.2 6.9 6.4 200.1]  204.1 2726.2
Algérie | 2.2 3.9 8.2 7.3 - - 11.1 11.3 46 4.5
Egypte | 20.6 20.9 11.8 12.2 0.7 0.8 32.1 325 398 3
Ethiopie | 16.1 16.1 0.7 0.6 0.2 0.1 17 17 of 0.4
Maroc | 5.2 8.1 5.5 4 0.2 0.2 10.9 11.6 1.y 2
Nigeria | 28.5 28.6 5.1 5.3 0.5 0.4 32.9 335 13 13
Afrique
du Sud. | 15.8 14.1 2.4 2.4 2.6 2.2 13.9 14.3 35 307
Soudan | 5.6 6 1.4 1.4 0.3 0.3 7.2 7.3 15 1.4

2. Origine, classification et cycle végétatif du Bltendre
2. 1. Origine

Le blé tendre est apparu entre 5000 et 6000 andais, le croissant fertile. Cette zone
constitue un vaste territoire comprenant la SydaeJordanie, la Palestine, I'lraq, I'lran et la
Turquie (Lev-Yadun efal.,, 2000, Figure 2). De son centre primaire, le telédre s’est
dispersé vers I'Europe via la Gréece et vers I'Agia I'inde (Lev-Yadun etal., 2000).
Aujourd'hui, le blé tendre constitue une importasteurce alimentaire et économique
mondiale (FAO, 2007).

o 2 i g R R I R -

Fertile
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Figure 2. Le croissant fertile (Abbo et al., 2010)
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2. 2. Classification

Le blé est une plante monocotylédone du gdmittecum de I'ordre des poales, de la
famille des poaceae. Les deux especes les pliuwvéad sont le blé tendrelriticum
aestivun et le blé dur Triticum durum),mais il existe de nombreuses autres espéces qui se
différencient par leur degré de ploidie, a savieirblé diploide avec le génome AA, le blé
tétraploide avec les génomes AA et BB et le bl@apkide avec les génomes AA, BB et DD.
La différenciation réside aussi dans leur nombrecld®mosome qui est de 14, 28 ou 42

respectivement.

Le blé tendre posséde les trois génomes AA, BBeténstitué chacun de sept paires
de chromosomes homologues, soit au total 42 chromes;, le blé dur ne contient que les
deux génomes AA et BB, soit 28 chromosomes. Latifilin génétique des blés est complexe
et incompletement élucidée. Il est acquit que tleogee A provient ddriticum monococcum
le génome B d’unAegilops (bicornis, speltoides, longissima ou segrst le génome D
d’Aegilops squarrosale croisement naturel entle monococcunet Aegilops(porteur du
génome B) a permis I'apparition d’'un blé dur sawvdg type AABB Triticum turgidum ssp.
dicoccoide} qui a ensuite progressivement évolué versgirgidum ssp. dicoccupuis versT.
durum (blé dur cultivé). Les blés tendres cultivés (AB BD) seraient issus également d’'un
croisement naturel entfg. turgidum ssp. dicoccuffA BB) et Aegilops squarrosdDD).
Ces deux espéces de blé ont une importance écomemeglle a I'heure actuelle (Bertrand,
1996).

2. 3. Cycle végetatif

Le blé tendre est une plante annuelle, monocotped@omposé d'un appareil
veégetatif herbacée, qui comporte un systeme raeifi@sciculé, une tige cylindrique plus au
moins creuse et des feuilles engainantes (Simmadl@&l). Les feuilles apparaissent les
premieres, elles sont suivies par les tiges podastépis terminaux, comportant de 15 a 25
épillets composées de 2 a 3 fleurs fertiles aut@gaice fruit ou le grain de blé (caryopse) est
issue de féecondation de la fleur qui a lieu a €mmaur des glumelles, avant que les étamines

n'apparaissent a I'extérieur (Simmonds, 1991).

Le cycle végétatif du blé tendre se subdivise séloevedo (1989) en trois périodes:
végétative, reproductrice et maturation. La périeéigétative correspond a l'installation de la
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culture, qui débute par la levée et se termingaaesépi-1cm et au cours de laquelle la plante
développe le systéeme racinaire et le talldgepériode de reproduction va du stade épi-1cm a
l'anthése et au cours de laquelle prédomine lassamice de ['épi.La période de

maturation débute de I'anthése jusqu'a la matpingsiologique du grain (Acevedo, 1989).

3. Influence des contraintes abiotiques sur la pauction du blé tendre

3. 1. Influence du stress hydrique

Le déficit hydrique est une contrainte permanemdadproduction agricole dans de
nombreux pays au climat de type méditerranéenstllael'origine d’'importantes pertes de
production agricole dans de nombreuses régions @<shita etal., 2008). Trente-cing
pourcent (35%) des terres arables, de par le mawie,classées dans la catégorie aride ou
semi-aride. Les risques de manque d’eau vont dederplus en plus fréquents et persistants,
a l'avenir, par suite des changements climatigaasés par I'effet de serre (Witcombeagt
2008).

Passioura (2004) définit le déficit hydrigue commant les circonstances dans
lesquelles les plantes accusent une réduction @lssance et de production a cause d’une
alimentation hydrique insuffisante. Tardieu (2008¢ntionne que le statut hydrique de la
plante passe progressivement par trois principatheses, selon le développement du stress
hydrique. Au cours de la phase initiale, la traregwn et I'assimilation se déroulent comme

si la plante dispose de I'eau a volonté.

Cette phase se poursuit jusqu’au moment ou le nidébsorption racinaire ne peut
plus satisfaire la demande climatique que subielglage. La réserve utile du sol est alors
épuisée a 50%. Aprés ce seuil, la plante entre ldassconde phase, au cours de laquelle la
transpiration et I'assimilation sont réduites relatent a leur potentiel. La plante réagit de
fagcon dynamique au cours de cette phase, poudird®@duilibre entre la demande climatique
et l'offre du sol, en faisant intervenir des mésar@s qui lui sont propres (développement du

systeme radiculaire, régulation stomatique, ajusterasmotique) (Passioura, 2004).

Quand le déficit hydrique devient plus intensersala plante entre dans la troisieme et
derniere phase au cours de laquelle les stomatésrreent complétement, annulant toutes
activités photosynthétiques. Toutes les pertesitpyes de la plante se font alors a travers les
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voies non stomatiques et plus précisément par tiaute. Il n'y a plus de gain de matiére
séche, la respiration consomme les hydrates demarktockés et la plante passe au stade de
survie. La période de survie dépend du rythme deatespiration résiduelle et de la tolérance

a la dessiccation des tissus vivant restants ((assi2004).

Selon Chaves ePereira (2003), la croissance s’arréte avant quiawabaissement
notable ne soit perceptible dans le contenu retatifau. Le premier effet du déficit hydrique
est de réduire la vitesse de croissance des cxlldée la tige, en partie, a cause de
'accumulation de I'acide abscissique. Le défigidhque provoque la réduction du nombre
de grains par épi, du nombre d’épis par plantggalds moyen du grain, de l'indice de récolte
et du rendement (Condon at, 2004). Kameli et Losel (1996) notent que la matiggche
augmente progressivement sous stress hydrique, efleisreste sous le seuil de 50%,
comparativement a I'évolution de la matiere du i@mGette réduction est assez consequente

pour affecter significativement le rendement final.

La conductance stomatique diminue avec le déclicahienu hydrique du sol et la
réduction de I'hygrométrie. Une résistance stomtiglevée limite le flux de I'eau a partir
des racines et de ce fait réduit la transpiratigile diminue la concentration du G@ans la
chambre sous stomatique et réduit de l'activitégdymthétique (Tardieu, 2003). Rebzetke et
al.,(2002) notent qu'en zone semi-aride, au cours ohiepnps, l'intensité lumineuse est plus
gu’'optimale pour une activité photosynthétique nalen Une forte luminosité, sous stress
hydrique, engendre une réduction de I'efficacité pleotosystemes, suite a la photo-inhibition
causée par I'élévation de la température du cowegédtal.

L’intensité du stress hydrique induit une baissdadneur relative en eau, ainsi que
la réduction des potentiels hydriques et osmotidoksires. Alors que la croissance foliaire
est fortement inhibée, dés l'avénement du streskidue, l'assimilation du carbone,
réagissant moins vite, produit des assimilas qot si@routés en priorité vers la croissance
radiculaire et utilisés pour I'ajustement osmotiq@®ndon etal., 2004). Parmi les solutés,
accumulés sous stress hydrique, on note une augtioentles sucres solubles, des acides

aminés comme la proline et & un degré moindreyiarg-bétaine (Rebetzke at, 2002).
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3. 2. Influence du stress thermique

Le seuil mis en cause dans le cas du stress algsshtempératures est variable en
fonction du stage végétatif de la plante et dddliaction avec le stress hydrique. Ibrahim et
Quick (2001) montrent que l'effet pénalisant déé@tion de la température est surtout dd au
fait que la plante n'arrive pas a absorber les élmnutritifs et I'eau, et a les utiliser, au
rythme imposé par le stress thermique. Araual.e(2003) observent une forte réduction du
nombre de plantes levées par unité de surface, aux effets des hautes températures lors de

la période du semis.

L'effet des hautes températures au semis se miaéripar une réduction de la
longueur de la coléoptile, la plante ne peut pascer en profondeur et devient tres sensible
aux effets du stress thermiqurebetzkeet al., (2002) notent une réduction de la longueur de
la coléoptile de 100mm a une température de 1583unée a 5¢cm de la profondeur du sol, a
moins de 30 mm lorsque la température maximaleotatteint le seuil de 35°C.

Wardlaw (2002), observe une réduction du renderdestsemis tardifs, liée a une
diminution du nombre d’épis et du poids moyen dairgrcausée par les effets des hautes
températures en fin de cycle. Il note aussi quéfefepénalisant du stress thermique se
matérialise par une accélération du développemenine réduction des dimensions des
organes constitutifs de la plante. La résultanteueseffet négatif sur la productivité globale

de la plante.

Wardlaw etMoncur (1995), montrent que la baisse du rendendel au stress
thermique terminal, est corrélée positivement &étluction du poids de 1000 grains et a la
variation du nombre de grains/m2. L'élévation dddmpérature, tard au cours du cycle de
développement de la plante et particulierement sapmathése, est une contrainte a
'augmentation des rendements en zone semi-aridéfet. se manifeste par une accélération

de la sénescence foliaire et I'arrét de la croissatu grain (Condoet al., 2004).

L’abaissement brutal de la température, en desse®C, provoque de nombreuses
perturbations au sein du végétal. Lorsque la teatper chute fortement, des cristaux de
glace se forment dans les espaces intercellulaiéstydratant les cellules dont I'eau est

appelée vers ces espaces. La membrane plasmigdespespécificité et il y a arrét du
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fonctionnement cellulaire. La réversibilité du pberene n'a lieu que si la structure cellulaire
n'est pas fortement endommagée. Lors du dégelcddlsiles intactes se réhydratent et
redeviennent fonctionnelles (Gate, 1995 ; Mekhktafl., 2006).

Les effets indirects des basses températures pesgemanifester par la disparition
progressive des plantes, plusieurs semaines apégkl. Un autre effet indirect du gel est
consécutif aux lésions des gaines foliaires (1 own®? au-dessus du sol), provoquant
'aplatissement des plantes sur le sol et favotitur attaque par les agents pathogénes. En
outre, la transformation de I'eau de surface ergyl@&t I'alternance des périodes de gel et
dégel, provoquent des ruptures au niveau du cdllgta aussi déchaussement de plantules

dues au soulévement du sol (Sutka, 2001).

Tant que I'ébauche d'épi n’est pas atteinte pantdlg est protégée par I'empilement
des feuilles, les dégats foliaires ont peu de aumeséces sur le devenir de la culture. Lorsque
la vague des basses températures fait son appadtomaniére progressive, la plante
s'accoutume et s'endurcit. Les effets sont relat@érg moins importants. L'endurcissement est
plus intense lors de la période hivernale. Il esiva par des jours courts et des températures

faibles.

Les variétés de type hiver s’endurcissent mieuxlgsevariétés de printemps dont les
besoins vernaux sont nuls et de ce fait se monpiestsensibles au froid. Plus que la valeur
absolue de la température minimale enregistréest sertout I'écart des températures qui
régle I'intensité des dégats observés sur lesgdaes derniers seront plus importants si une
baisse brutale de la température est précedée rpaenups relativement cléement (Sutka,
2001).

3. 3. Influence du stress salin

Selon Munns eal., (2006), la salinité représente I'accumulation siels dissous dans
la solution du sol a un niveau qui inhibe la craigse et le développement des plantes. On

compte généralement deux formes de salinité: Préngdisecondaire.
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La salinité primaire résulte de I'accumulation defs dans le sol a travers un long
processus naturel de dégradation des roches salimes apports éoliens des sels des mers et

océans.

La salinité secondaire est d'origine anthropiquEsultant des activités humaines,
notamment l'irrigation avec des eaux chargées te(bunns etal., 2006). La salinité est
une contrainte en agriculture parce que la plusges cultures sont peu tolérantes aux exces
de sels. De plus la salinité est associée a I'eaasj un important facteur d’augmentation des
productions végétales. En effet, les 15% des temgsiées dans le monde participent pour
1/3 dans la production totale mondiale. De ce lGaitéduction de la productivité, suite a la
salinité, pose une sérieuse contrainte a l'augrtientale la production pour couvrir une

demande alimentaire de plus en plus importaDteyes eal., 2003).

3. 3. 1. Effets de la salinité sur la plante

La salinité affecte la croissance des plantes setis processus majeurs qui sont (1)
I'effet de déficit hydrique qui résulte de la rétlan du potentiel hydrique de la solution du
sol, (2) la toxicité des ions spécifiques, absodrésxces, tels que le sodium et le chlore et (3)
le déséquilibre ionique qui résulte de I'excés s toxiques ( Naet CI) qui engendrent
une réduction de l'absorption d'autres ions*(KC&*, NO3) nécessaire a lactivité

enzymatique de la plante (Figure Gheong et Yun, 2007; Greenway et Munns, 1980).

La réponse des plantes soumises au stress satiarséeste sous forme de réduction
de I'élongation foliaire, qui est associée a urduoéion de la turgescence cellulaire plus qu’a
I'effet ionique (Zhao etal., 2007) En effet la concentration cellulaire en ions & CI est,

dans ce cas, toujours inférieure au seuil de ti#Xici

Water deficit
{Plasmuolysis) iv) Regulation

of cytosolic Na*
> homeostasis

MNa* compartmentalization
MNa*
Vacuole

Figure 3. Effet du stress salin et mécanismes de réguladera tolérance a la salinité
(Cheong et Yun, 2007).
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D’autres hypothéses explicatives de la réductiorf’@engation foliaire sous stress
salin suggérent le changement de la balance hotm@mire les racines et la tige (Hu et
Schmidhalter, 1998 Zhao etal., 2007. Chez les génotypes sensibles, les sels absogés
sont pas éliminés du flux de la transpiration etcdefait, ils s’Taccumulent a des niveaux
toxiques dans le feuillage. Les feuilles agées ess@thent et les plus jeunes deviennent
succulentes (Munns et James, 2003 ; Munas. £2006).

Sous la pression du stress, la plante accéléreogsance pour fleurir et produire le
peu de graines permis par le feuillage vert regfislisiss et Poss, 1989). Quoique la salinité
induit une rapide réduction de la croissance dtesys racinaire, la croissance de la tige est
proportionnellement plus réduite, reflétant unaatcine/tige plus élevé, comparativement a
celui du témoin (Neumann, 1995Zhao etal., 2007. La salinité réduit du tallage herbacé et
de la matiere séche accumulée dans les tiges (Bkissh Huber, 1991 Zhao etal., 2007.

Selon Aloy (1992), le poids de 1000 grains degéoest plus affecté sous stress salin
comparativement aux nombres de grains par épirabres d’épis par plante. Par contre chez
le riz, la fertilité des épillets et le nombre dges montantes sont plus affectés que le poids de
1000 grains (Zeng etl., 2002). Selon Neumann (1995b), le degré de sensihil stress salin
dépend aussi du stage végétatif au cours duquplalste subit le stress. Chez certaines
especes, c'est le stage juvénile qui est le plosikke, alors que chez d’autres espéces, c'est le
stade adulte qui est le plus sensible. Ainsi pangxe I'orge, le blé, le sorgho, la betterave et
le tournesol se montrent plus sensibles au stadmile qu'au stade plante adulte (Greenway
et Munns, 1980 ; Munns ei., 2006). La réduction de la croissance est une coesiee de
plusieurs réponses d’ordre physiologiques, dostdéut hydrique, le déséquilibre ionique, la
répartition et l'utilisation des hydrates de carbdiermatt et Munns, 1986; Munns, 1993 ;
Zhao etal., 2007).

La réponse de la respiration a la salinité estcdsa I'effet direct des sels sur les
fonctions enzymatiques, vu que le stress salin reéadigmente la transpiration. Cette
augmentation est plus importante chez les génotgeesibles que chez ceux qui sont
tolérants Zhao etal., 2007). L’accumulation des sels dans les tissus cetkda@affecte
I'activité stomatique, la photosynthése et les agka gazeux (Seemann et Critchley, 1985 ;
Zhao etal., 2007). En effet une relation négative existe entretikéi® photosynthétique et le

30



contient en Naet en Cl du feuillage (Yeo, 1998 Zhao etal., 2007. Ainsi James e#l.,
(2002) mentionnent que la photosynthése diminuB08é pour une concentration de N
feuillage de 350mM.

La salinité réduit le contenu chlorophyllien, teetréduction est dépendante de
l'intensité du stress et du degré de toléranceagsdnte (Ashraf et McNeilly, 1988Zhao et
al., 2007. Selon Velegaleti eal., (1990), la réduction de la chlorophylle est careéhvec
'accumulation du Cldans les tissus. De plus la salinité impose adatplune réduction de
I'absorption des ions essentiels tels que & eKC&", conduisant & un déséquilibre ionique
(Zhu, 2001). C& est nécessaire pour le maintien de la sélectieitd’intégrité de la
membrane cellulaire, d’ou un déficit en“Caffecte la sélectivité de la cellule et I'intégrile
la membrane, accélérant le passage passif deNignst leur accumulation dans les tissus
(Cramer, 2002).

En générale, la présence du sel dans la soluti@oldaugmente le potentiel osmotique
du sol et crée un déficit hydrique pour la plandatdes racines sont inaptes a absorber I'eau
nécessaire a la croissance de cette solution. Craitcke potentiel hydrique foliaire baisse
aussi (Munns, 1993 ; Tattini at., 1995 ;Zhao etal., 2007). Comme la croissance cellulaire
est corrélée a la pression de turgescence des,tladoaisse de la turgescence est la principale
cause de l'inhibition de I'élongation cellulaireusosalinité (Greenway et Munns, 198thao
etal., 2007).

Le stress salin génere l'accumulation dans lesudisscellulaires des composés
toxiques tels que les espéces réactives d’oxyde@&S). Les ROS représentent les peroxydes,
superoxydes et les radicaux hydroxyles (Sheralet 1997; Tsugane e#l.,1999). Ces
molécules toxiques endommagent les membranes aiedlsl les enzymes et I'ADN
mitochondrial et chloroplastique, perturbant laigsance voire la survie de la plante (Allen,
1995 ; Munns eal., 2006). Le stress salin intense induit une rédaatie la production des
auxines, des gibbérellines et des cytokinines dssud cellulaires et augmente la
concentration de I'acide abscissique (ABA) (MoodbtBesford, 1983).

Ces changements hormonaux sont suspectés d'é€meigine de la réduction de la
croissance de la plante sous stress salin. Le mbidghasique de 'inhibition de la croissance

sous stress salin a été proposé par Munns (19@3jprémiere phase de la réduction de la
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croissance apparait rapidement. Elle est lieepadsence des sels dans la solution du sol plus
gu’a la présence des sels dans la plante. Au daucette phase, I'inhibition de la croissance
n'est pas due a l'effet du stress ionique. Elle @atdét due a I'effet du stress hydrique
occasionné par la baisse du potentiel osmotiqua selution du sol, et pour lequel, il y a peu

de variabilité génétique (Munnsalt, 2006).

La seconde phase de réduction de la croissanceé\sdogdpe plus tardivement et
engendre des dommages dus aux effets de I'accuaruldes sels dans les tissus cellulaires.
Le degré de réduction de la croissance au coursetle seconde phase est lié au degré de
dommages causés au feuillage. De ce fait, cenmogrammes de sélection utilisent le degré
de dommage foliaire comme critére pour évalueoliérance au stress salin (Munns et James,
2003 ;Zhao etal., 2007. Le modele bi-phasique prédit que les differergp@&sotypiques de
croissance, en réponse a la salinité, sont apgarantcours de la seconde phase (Fortmeier et
Schubert, 1995).

3. 3. 2. Mécanismes de la tolérance au stress salin

La tolérance a la salinité représente la capatéa plante a maintenir la croissance
sous conditions salines. Pour réaliser cela, latpldoit posséder le mécanisme pour tolérer la
salinité. La tolérance a la salinité n'est pas uecamisme qui est présent ou absent, c’est
plutét un phénomene qui prend différents degréspié&ssion, variables selon les génotypes
et les conditions de croissance. La conséquenagnestarge variabilité de réponses chez les
plantes soumises au stress salin (Figure 4. Malgtjaruteja, 2005 ; Greenway et Munns,
1980; Wyn Jones et Gorham, 1983; Munnalgt2006).
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Figure 4. Diversité de la tolérance a la salinité chez quels espéces végétales (Mahajan, S
et Tuteja, N, 2005).
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L’exclusion, linclusion, la discrimination entreal et K ainsi que I'ajustement
osmotique sont reconnus comme étant différents msroas utilisés par la plante pour tolérer
le stress salin (Figure 3). L'exclusion des sefg@sente la capacité de la plante a restreindre
'absorption des ions toxiques vers la tige (Mun2@02). Chez le blé, I'orge et le malis, la
tolérance a la salinité est associée a I'exclusien’ion Na (Gorham, 1993; Alberico et
Cramer, 1993). L'exclusion n’est, cependant, pagotos synonyme de tolérance au stress
salin. En effet certains génotypes, sensibles essstsalin, accumulent nettement moins
d'ions N& dans la tige comparativement aux génotypes tar@chachtman etl., 1989).
Ainsi Cramer efal., (1994) notent qu’un génotype de mais tolérantriess salin accumule

I'ilon Na* a un rythme qui est le double de celui noté chegéhotype sensible.

Les espéces « excluders » absorbent indifféremtesrgels dans la seve du xyleme,
puis transferent ces sels toxiques dans les tissnducteurs du phloéme et enfin les ré-
transférent des racines vers la solution du sahclision représente la capacité de la plante a
accumuler des quantités de sels, a des niveauyutes, dans la tige. Cette capacité
est associée a une faible accumulation des iongues dans le cytoplasme, qui est un
mécanisme clé dans la tolérance au stress salinrghs2002). La sélectivité ionique
représente la capacité de la plante a régulerdractation de Naau profit de K, phénoméne
de discrimination entre les ions Nat K (Gorham, 1993). En effet des niveaux élevés de
I'lon K* dans les jeunes plantules sont associés a lanckrdu stress salin, chez plusieurs
especes (Bhandal et Malik, 1988).

Le locus contrdlant la discrimination a été ideéti€hez le blé par Dvorak etl.,
(1994), qui montrent que lorsque ce gene est ird&@md le génome du génotype sensible, ce
dernier exprime la tolérance a la salinité. L'agmsént osmotique est considéré comme un
autre mécanisme de tolérance du stress salin.fBn kel plantes sont capables de tolérer le
stress salin en réduisant le potentiel osmotiqutulaige, par accumulation de solutés
compatibles (Hazegawa ei., 2000; Serraj et Sinclair, 2002). Au cours de Bagment
osmotique, la cellule compartimente les ions toeguaans la vacuole et en méme temps
synthétise et accumule les solutés compatibles ldacgoplasme pour maintenir I'équilibre

osmotique entre les deux compartiments (Serra@@aeiola, 1994; Hasegawaat, 2000).

Il apparait donc que les plantes supérieures tuldee salinité en développant des

stratégies pour maintenir la concentration destsgigues dans le cytoplasme a des niveaux
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raisonnables avec l'activité métabolique au lieuddgelopper un cytoplasme résistant a la
salinité comme c’est le cas chez certaines bastéftie effet les bactéries halophytes sont les
seules espéces connues qui possédent un cytoptarent la salinité, ce qui permet aux

différents enzymes et aux membranes de fonctioeneprésence de fortes concentrations

salines (Kramer, 1984).

Les mécanismes mis en place par les plantes pdéreitole stress salin sont
spécifiqgues a chaque espece. Certaines especesi@osk capacité de restreindre I'entrée du
sel dans leurs tissus. Cette exclusion du selgeit lieu au niveau plante ou bien au niveau
cellule. D’autres especes possedent la capacitdimieniser la concentration des sels dans le
cytoplasme, en le redirigeant vers la vacuole, ph@me de compartimentation. Cette
compartimentation évite a la plante I'effet toxiciie sel sur I'activité photosynthétique et les

processus métaboliques.

En I'absence ou l'insuffisance de ces mécanismes cdncentrations de I'ion toxique,
au-dela de 100mM, inhibent sévérement l'activithlsieurs enzymes (Munnsadt, 2006).
En effet les enzymes nécessitant le potassium coroof@cteur sont particulierement
sensibles aux concentrations élevées de I'iohdliedu ratio N§YK™. Les plantes acclimatées
au stress salin accumulent plus de solutés conggtgui jouent un réle important dans la
protection des protéines et de la membrane, dajustement osmotique, et dans le nettoyage
(scavaging) des especes réactives d’'oxygene (RO8es exces des ions d’ammonium

accumulés (Munns etl., 2006).

3. 4. Sélection pour la tolérance austress abiotiques

L'objectif de la sélection est lidentification deouvelles lignées qui portent un
ensemble de caractéristiques désirables leur pemmbetl’étre adoptées comme variétés
agricoles, sans de grands risques pour les pragsct&lles doivent produire plus pour
réduire les colts de production au niveau de Ketgilon et surtout doivent se distinguer par
une meilleure régularité des rendements et une @ettelioration de la qualité du produit
récolté (Lecomte, 2005). La diminution des coltspd®duction, en zones séches, passe par
'adoption de variétés relativement plus plastiquedsplus adaptées qui valorisent des
itinéraires techniques moins intensifs, et tolerentlimat de nature variable (Benmahammed
etal., 2010).
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3. 4. 1. Sélection pour le rendement

La productivité est définie comme la capacité dedpire plus. C'est une notion
relative. En sélection, elle désigne souvent |leleement grain. Une variété productive ne I'est,
en fait que par rapport a une autre variété qutelheplace et a laquelle elle est comparée.

Cette derniére est alors utilisée comme témoirétfgence.

L'amélioration du rendement grain est généralerabordée de maniere directe ou
indirecte. La sélection directe utilise le rendetienméme qui est mesuré aprés la mort de la
plante. La sélection indirecte utilise les comptssiiu rendement et les caractéres morpho-
physiologiques (Reynolds at., 2007 ; Adjabi etl., 2007).

La sélection du rendement grain n’est efficace gjues conditions de milieu qui ont
permis la réalisation d’'un rendement grain doneé&épétent de facon réguliere. En milieux
relativement plus stables, les progrés de la sétedirecte sont, donc plus évidents, qu'ils ne
le sont en milieux variables ou les interactionsaggpe x environnements amenuisent le gain

géneétique réalisé (Bouzerzour et Djekoun, 1996tte@alli etal., 2002).

L'inefficacité de la sélection directe est expbgupar des interactions génotype X
lieux qui réduisent la variance génotypique etdefficient de I'héritabilité (Annichiarico et
al., 2006; Kamoshita edl., 2008 ).

3. 4. 2. Sélection pour I'adaptation

L’adaptation fait suite a I'action modificatricesdacteurs extérieurs qui influencent le
comportement et la structure de la plante. L'adaptaest définie aussi comme la capacité
d’'une plante a croitre et a donner des rendematitfagsants dans des zones sujettes a des

stress de périodicités connues (Rebetzla. £2007).

La notion d’adaptation se confond parfois avecesetle résistance et de tolérance au
stress. En fait 'adaptation n’est que la résutiade: la tolérance des contraintes. Une plante
adaptée est donc celle qui tolére ou résiste drasssdonné et réussit a produire a un niveau
satisfaisant par rapport a une autre plante gaidi¢e non adaptée (Tardieu, 2003).

35



3. 4. 2. 1. Critéeres phénologiques

Les stades repéres qui découpent le cycle de fdaepen phases de développement,
plus ou moins distinctes, sont I'épi-1cm, I'épinist la maturité physiologique. Parmi les
changements qualitatifs que subit la plante pendanvie, le plus important de tous est
certainement I'épiaison. La durée semis-épiaisopedé presque exclusivement de la

température et de la luminosité (Fischer, 1985).

Les différences d’épiaison relative, d’année enég, sont plus courtes lorsque I'hiver
est rigoureux et deviennent plus importantes lasbfiver est doux (Bouzerzour ei.,
1998). Elles sont plus grandes chez les variétésnsibles a la photopériode et a la
vernalisation et plus faibles pour les variétésd®es a la photopériode qui tendent a épier a
plus ou moins une date fixe (Worlandagt, 1998) ; Bahlouli etal., 2005). En conditions
méditerranéennes, la sélection vers une plus gnamdecité au stade épiaison et a maturité a
été la stratégie la plus utilisée pour minimiser ¢édfets du stress sur le déroulement de la
phase de remplissage du grain. Cette stratégierg\esiée peu payante dans les zones ou le
gel tardif limite l'utilisation de génotypes préeasc(Devita etal, 2007 ; Mekhlouf efal.,
2006).

3. 4. 2. 2. Criteres morphologiques

Le développement de la plante comporte une seitthdngements de dimensions et de
formes. Ces changements ont pour origine la cnoigsaet le développement. Le
développement quantitatif ou croissance est un gdraent de dimensions, alors que le
développement qualitatif, ou développement proprémdit, est essentiellement un
changement de formes (Kirby et Appleyard, 19&4rby, 2002). La hauteur de paille est
souvent rapportée comme étant une caractéristiguéfigue en cas de stress (Annichiarico et
al., 2005).

Ehdaie etl., (2006) expliquent cette liaison entre la hauteupdille et 'adaptation par
le transfert des assimilas stockés dans la tige kegrain et la réalisation de ce fait d’'un
niveau de rendement acceptable sous stress. PbetzRe efal., (2002), I'importance de la
hauteur sous stress est liée a la capacité desamuie du systeme radiculaire en profondeur.

Un taux de croissance €levé, dés la levée, néeassitinsensibilité aux températures froides.
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Il améliore I'utilisation des pluies hivernalesparmet I'obtention d’une biomasse acceptable

a maturité.

Cependant ce type de croissance entraine souvenpnégocité excessive au stade
épiaison. Il fait donc courir les risques de dedton des organes floraux par le gel tardif en
zones d'altitudes. Il contribue, cependant, a tédwent de la sécheresse et des hautes
températures de fin de cycle. La sensibilité plusnmins élevée aux températures basses
induit une vitesse de croissance relativement lgle en début du cycle. Les génotypes qui
possedent cette caractéristique ont tendance aevége hiver. lls couvrent compléetement le
sol, limitent I'évaporation et leur croissance revidnt active et rapide, qu’une fois leurs

besoins en froid ou en photopériode sont satisfRigbetzke edl., 2002).

3. 4. 2. 3. Critéres physiologiques
La recherche sur la tolérance physiologique aursstra pour objectif d’améliorer les
capacités génétiqgues de production des plantes degisonditions qui sont, en générale,

moins favorables a I'expression du potentiel. Cetpproche se justifie par le fait que

certaines variétés sont plus tolérantes aux sfuessl’autres.

Le comportement caractéristique des variétés popntalocales, comparativement
aux varietés améliorées, illustre bien cette sSinatt il est souvent avancé comme exemple
(Tardieu, 2003). Cette approche reste cependantdire de I'identification des mécanismes
qui permettent a la plante de surmonter le stress produire de maniére satisfaisante et du
transfert de ces mécanismes a d’autres fonds géesétiplus intéressants pour d’autres
caractéristiques. L’identification de ces mécansmepose essentiellement sur les méthodes
de criblage qui doivent étre simples et reprodissibpour pouvoir les appliquer au tri d’'un
nombre important de lignées en ségrégations (Stafdr, 2005).

Fellah etal., (2002) observent des différences génotypiques largsnps mis par les
stomates pour fermer sous stress. lls notent dessdifférences assez conséquentes dans la
teneur relative en eau pour laquelle les stomaedgrsnent. L'élévation de la température,
tard dans le cycle et particulierement apres l'asg¢h est considérée comme une contrainte a

'augmentation des rendements en zones aridesretssiles (Slafer edl., 1990).
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La capacité de rétention de I'eau par le feuillagetres utilisée pour déterminer la
résistance des plantes vis a vis du stress hydri@jaeke et Mc Craig (1982) rapportent que la
mesure du contenu relatif en eau du feuillage asban indicateur de la résistance d'un
génotype au déficit hydrique. Ces auteurs recomerandette technique pour cribler tout
germoplasme destiné aux zones seches. La capacitétehtion de I'eau au niveau du
feuillage conduit au maintien de la turgescenceegtinécessaire a la poursuite des activités
métaboliques de la plante. Ce mécanisme est déicaumulation de divers osmolytes. Les
substances accumulées a cette fin sont des aawiegsa des acides organiques, des ions

inorganiques comme les ions Na" et CI et des sucres solubles (Morgan, 1984).

Farshadfar eal., (1995) notent que I'osmorégulation est une impueat effective
composante de la tolérance au déficit hydrique demtconséquences sont une tendance a
avoir une turgescence plus élevée et une vitesdépmlrdition d’eau assez faible. Utilisant les
lignées de substitutions, ils montrent que les géne contrélent la turgescence foliaire et la
vitesse de déperdition de l'eau par le feuillagetsessentiellement localisés sur les
chromosomes 1A, 5A, 7A, 1B, 4B, 5B 3D et 5D dutelédre Triticum aestivuni..).

La durée de la surface verte ou la stabilité dechéorophylle est une autre
caractéristique qui est utilisée en sélection patwlérance et I'adaptation au stress thermique
(Acevedo etal., 1999 ; Bahlouliet al., 2005). La concentration en chlorophylle de lalfeui
étendard, mesurée deux semaines apres I'anthedeennoie corrélation significative avec le

rendement en grains sous stress thermique (Reyatddls2007).

Dans de tels environnements, la réduction de Vaétphotosynthétique des génotypes
peu productifs est corrélée a la réduction de tecentration chlorophyllienne de la derniere
feuille. Reynolds etal., (2007) montrent I'existence d'une différence deC5éntre la
température de l'air et celle de la canopée daicertgénotypes de blé tendre conduits sous
stress thermique. Ils observent des écarts de tamope allant jusqu'a 10°C au dessous de la
température de lair pour certaines lignées. llggewent que la température du couvert
végetal peut étre un excellent outil de sélectionrpa résistance et a I'adaptation au stress

thermique.
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3. 4. 2. 4. Sélection via la culturen vitro

Dans les zones arides et semi arides, les fortesute en sel sont des facteurs
essentiels limitant la production végétale, notamnoelle du blé qui est largement utilisé
dans l'alimentation humaine de par le monde d’'@uderfaces actuellement utilisables pour
sa production sont insuffisantes. L’augmentatiorcelte production passe par le choix d’'une
technologie de création d’un matériel végétal totéraux sels et précisément au chlorure de
sodium (NaCl) pour permettre d’étendre les airescdikures et d’assurer une meilleure

suffisance alimentaire (Bajji el., 2001).

Dans ce contexte les techniques de biotechnaogigétales et plus particulierement
la culturein vitro des tissus peuvent jouer d’'importants réles darslection de nouveaux
cultivars en complément de la sélection classigue champs. Pour cela, différentes voies
biotechnologiques sont utilisées pour augmentetivarsité et les capacités des plantes a
tolérer les stress, sachant que dans une populzioinelle c’est la plante entiére qui fait face
aux pressions sélectives ou le criblage est eeatwin niveau global. Par contme,vitro,
c’est la cellule, libérée des contraintes rencastidans la plante entiére, qui constitue la cible
des pressions sélectives afin d’arriver a une gamaheneariants ainsi générés qui différent de

ceux issus de la sélection classique (Sibi, 198&egili etal., 2002).

La diversification des bases biologiques et génésq peut apparaitre, apres
régénératiorin vitro de cals provenant de tissus végétaux tant soneati¢ibi, 1976) que
gamétophytiques (Burk et Matzinger, 1976; San Ngel976). Il en résulte une variation
somaclonale ou différente expression génétiquecdkisles cultivéesn vitro. L'application
des stress permet soit un criblage des cellules @wmination naturelle des non tolérantes,
soit une adaptation avec évolution des potentsalite® base mais sans élimination, orientant

ainsi la variabilité des régénérant vers une r@sc& ou une tolérance aux pressions exercées.

La régénération de plantes entiéres, a partir ¢k glacés en conditions de stress,
pourrait dés lors fournir un matériel végétal préaet les caractéristigues de tolérance
exprimées par les cellules méres de ces plantak @Matzinger, 1976; San Noeum, 1976).
Parmi les outils biotechnologiques utilisés pour ce type ddedion, la culture de
gameétophytes et la production consécutive de @dmploides, ce qui attirent I'attention des

sélectionneurs.
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En effet, cette voie, aprés doublement des chromespdonne immédiatement des
structures génétiques parfaitement fixées. Cepénldaes de la culture de souches cellulaires
sous forme de cals, la variation somaclonale afipdeafacon fréquente, et la culture de
gameétophytes représente, en l'occurrence, une esalecovariabilité plus marquée que celle
des cellules somatiques (Sibi et Kandil, 1993; 8ilitakiri, 1994).

Il parait donc utile d'utiliser cette premiére vopour générer des variants. La
régénération par culture de gamétophytes donnsuw&es variables selon les especes. Pour
certaines especes comme le tabac, le blé tendieeriet 'androgenése est une voie efficace;
pour d’autres, elle n’aboutit pas ou, comme chdadedur {Triticum durun), elle est souvent
associée a un albinisme indésirable des plantesnééges (Zhu etVu 1979). Ce défaut
s’exprimant tres rarement apreés gynogenese, chasdagse réfléechir a élaborer une
technique de culturen vitro d’ovaires non fécondés ou gynogenese (Kobais$il;28ibi,
1996) qui se révele étre une voie efficace commecsade plantes vertes haploides et comme

source potentielle de vitro-variations en milietressants.

L’embryogenése somatique est une autre techniqueullere in vitro des tissus,
utilisée pour la création de nouvelles formes d’gmfjenése, c’est aux embryons zygotiques
observésin situ dans les graines, se son ajoutés les embryonstigoe® les embryons
androgéniques et les embryons gynogénig@ess.sont des néoformations expérimentales
obtenus généralement sous l'effet de difféerentedramtes abiotiquem vitro afin d’y avoir
des variations somaclonales pour améliorer la mibdté d’'une espece donnée (Kacem,
2005).

Kacem (2005) rapporte que I'embryogenése somatdpee dicotylédones est plus
simple comparativement aux monocotylédones. Cettenique a été mise en évidence depuis
les années 80 d’une maniére incontestable cheiepigscéréales, a savoir le blé, l'orge, le

mais et le riz.

4. Approches moléculaires pour la tolérance aux s#iss abiotiques

4. 1.Marqueurs moléculaires

L'utilisation des marqueurs moléculaires renforaesélection classique. Elle identifie

et étiquette les genes d’'intéréts. Elle améliorgdation et la manipulation de la variabilité
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géneétique pour construire des génotypes cumulangelees favorables. Grace aux marqueurs
nucléaires, il devient, en effet possible, d’'unet,pde mieux lire le génotype a travers le
phénotype, et d’autre part, de contréler les rednaikons entre locus en cause (Joned.et
1997; Bartels et Sunkar, 2005). Ceci est d’autdot pntéressant que les marqueurs
morphologiques car ils sont relativement peu infleés par la fluctuation environnementale.
lls sont aussi indépendants de I'organe mesuréalyse du stade de développement du sujet
concerné (Eagle etl., 2001; Najimi etal., 2003).

La sélection assistée par des marqueurs (SAM) diegleeplus en plus un complément
nécessaire aux schémas de sélection classique laieatién des céréales (Hospital, 2001).
Cette technique a été utilisée de maniere avansaggans I'amélioration de la résistance aux

maladies et aux insectes (Langridgalet2001).

Les marqueurs sont, en effet, considérés commecdexctéres liés au caractere
principal a sélectionner. Patersonatt(1991), montrent I'existence de QTL (Quantitative
Traits Loci) spécifiques pour I'adaptation a certamilieux. Pour obtenir donc, des variétés
stables, il faut accumuler dans un méme fond ggumeétile maximum de QTL d’adaptation.
La SAM devrait permettre de construire plus rapidetmet avec plus de sécurité de tels
génotypes.

4. 2. Génie génétique

L'introduction directe d'un petit nombre de genes génie génétique offre une
alternative attrayante et une approche rapide pamonélioration de la tolérance aux stress
abiotiques. La stratégie basée sur le génie gemtigpose sur le transfert d'un ou plusieurs
géenes qui codent soit pour un processus biochinggitecomme terminateurs de la voie des
sighaux de transcriptions (Yang &, 2001). Les produits résultants de I'action desgen
introduits apportent une certaine protection, deew indirecte, vis a vis des stress abiotiques
(Yang etal., 2003).

Dans ce contexte les génes codant poul e Embryogenesis Protein Abundant
(LEA), qui s'accumulent au cours de la dessiccatiorgrdin et dans les tissus végeétaux,
lorsque la plante expérience le déficit hydriquat, @mergé récemment comme des candidats

attractifs pour la génomique de la tolérance asst(Lee et Vierling2000).
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La plus part des stress induisent la productionoadgdants. Ainsi la surproduction des
enzymes détoxifiants tels que les superoxidasesutiéses a été une des premieres approches
d'évaluation de la tolérance globale des plantesstress (Alscher al., 2002). Il en est de
méme de la surproduction des osmoticums compaiiolesne le tréhalose (Jangatt, 2003)
et la glycine betaine (Chen et Murata, 2002) quiwneffet protecteur des membranes vis-a-

vis du stress.

4. 3. Génes de tolérance a la salinité

Des progrés considérables ont été effectués cesedes années. En effet, plusieurs
genes associés a la tolérance aux stress abiobgtuésé caractérisés et recemment, plusieurs
approches de transfert de génes ont été employgesl’amélioration de la tolérance des

plantes a ces stress abiotiques.

4. 3. 1. Influx du sodium: Les transporteurs HKT

Les fonctions cellulaires végétales sont tribugaickun rapport K/Na® élevé. En
présence d’une forte concentration en NaCl, les Na entrent en compétition avec les ions
K* & travers les co-transporteurs' & ou méme les transporteurs pécifiques des cellules
racinaires (Zhu, 2003). Ce déséquilibre ioniqueainé des niveaux toxiques de*Nat des
concentrations en Kinsuffisantes pour les réactions enzymatiquesjeistement osmotique.
Chez certaines plantes, telles queabidopsiset le blé, sous l'effet d’'un stress salin, des
transporteurs K spécifiques HKT (High Affinity Potassium Transpait de la membrane

cytoplasmique ont aussi une faible affinité posritens Na.

L’expression d’'un anti-sens d&KT1 du blé dans cette plante cause une diminution de
I'entrée du?®Na par les racines et stimule la croissance emwmdalin, par rapport aux plantes
sauvages (Laurie el., 2002). On peut ainsi dire que sous l'effet du ks, transporteurs de

type HKT participent a I'influx du sodium.

4. 3. 2. Efflux du sodium: Les transporteurs SOS1

L'efflux du sodium des cellules racinaires empédlacumulation de niveaux
toxiques de Nadans le cytoplasme. L'analyse génétique des mutsmss(salt overly
sensitive) dArabidopsissensibles a NaCl, a permis d’identifier le genes$@odant pour un

antiport Na/H* de la membrane cytoplasmique. Ce transporteur jouele primordial non
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seulement dans l'efflux du sodium des cellulesnmaices mais aussi dans son transport a
longue distance vers la tige (ShiZtu, 2002). La surexpression du géne SOS1 augneente
tolérance dArabidopsisau stress salin (Shi at., 2003).

L’activité de SOS1 est régulée dans des conditdmstress salin par le complexe
protéique SOS2/SOS3. Le signal calcique spécifiyustress salin est percu par SOS3 qui est
une protéine liant le calcium. Ensuite, cette pnatdransmis ce signal en activant la protéine
SOS2 qui est une sérine/thréonine-kinase. SOS2¢geds domaine catalytique de la kinase

dans la partie N-terminale et le site de liais@C63 (motif FISL) dans la partie C-terminale.

En effet, suite a un stress, SOS3 se lie au m&BL fet stimule 'activité kinase de
SOS2, qui une fois activee va phosphoryler SOSEnétainer son activation. De plus,
I'activation transcriptionnelle de SOS1 sous l'effBun stress salin est inhibée chez les

mutantsso® etsoss.

On peut ainsi conclure que la voie de signalisatpar SOS2/SOS3 stimule
'expression du gene SOS1 (et/ou favorise la stahkilu transcrit) ainsi que son activité de
transport N&H" a travers la membrane plasmique. Il est importintsignaler qu’outre
I'accumulation du C¥ suite & un stress salin, I'acide abscissique (ABAgcumule aussi et
joue un réle dans la régulation de la voie de digaion SOS, via une phosphatase 2C, la
protéine ABI2. Cette derniere régule négativemantolérance au stress salin en inhibant
SOS2 ou des transporteurs SOS2-dépendants (Céiltaz&03).

4. 3. 3. Compartimentation vacuolaire du sodium: Le antiporteurs NHX et

les pyrophosphatases

Une autre stratégie développée par les planteslptiar contre les exceés de sodium
dans le cytoplasme est de le séquestrer dans lmleacette séquestration vacuolaire permet
non seulement d’abaisser les concentrations cygoptpes en Namais aussi d’ajuster le
potentiel osmotique (Zhu, 2003). Elle est assurdedes antiports N#H" dont l'activité
dépend de pompes a protons vacuolaires du typATiPase et Fipyrophosphatase. Ces
phosphatases générent un gradient de protonqeH] servant de force motrice aux antiports
(Drozdowicz et Rea, 2001).
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La surexpression dune pyrophosphataseArabidopsis AVPL résulte dans
'augmentation de la séquestration de sodium dangatuole et le maintien du potentiel
hydrique dans les feuilles. En conséquence, cedgsanontrent une tolérance au stress salin
plus élevée que les plantesAdibidopsissauvages (Gaxiola etl., 2001). En outre, des
plantes transgéniques Atabidopsissurexprimant I'antiporfAtNHXL sont tolérantes a des
fortes concentrations de NaCl a l'ordre de 200 iffgse etal., 1999). Ce méme gene
surexprimé chez la tomate (tres sensible au seBiee une forte amélioration de sa tolérance
au stress salin. Ces plantes transgéniques soableapde se développer et de produire des
fruits en présence de 200mM NacCl (Zhang et Blumy20d1).

L’analyse du génome Arabidopsismontre la présence de 5 autres génes codant pour
des antiports du type NHXA{NHX2-6). L'analyse de I'expression de ces genes maniee
les ARN, de AtNHXL et de AtNHX2 sont les plus répandus. lls sont exprimés
constitutivement dans les feuilles et dans lesnezcet 'abondance des transcrits est induite
par des stress osmotiques et dépend de l'acidésaioge (ABA) (Shi and Zhu, 2002; Yokoi
et al., 2002). L'existence de ce type d’antiport a audéi @montrée chez des plantes
halophytes commétriplex gmelini (Matoh etal., 1989), des glycophytes comme l'orge
(Gabarino et Dupont, 1988) et le blé (Brinad&t 2005).
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Chapitre |l

Effet du stress salin sur les caractéres morphologues et physiologiques de

deux variétés de blé tendreT(riticum aestivuni.), Mahon-Demias et Hidhab

Résumé

Les résultats de cette étude qui porte sur I'aeatigsla réponse des plantules de deux
variétés de blé tendreTriticum aestivumL.), Mahon-Demias et Hidhab au stress salin,
mettent en relief I'effet négatif de la salinitérde taux de germination des graines et
indiquent la sensibilité de MD par rapport a HD. dteess salin réduit significativement la
longueur des racines et des épicotyles des deuétémr MD accuse une plus grande
réduction de la longueur de ces deux caractéresHfuesous stress de 200mM NacCl, la
surface foliaire de MD est réduite de 50.2% co@#e% pour HD. La variation du potentiel
hydrique et de la teneur relative en eau suggéneatMD est plus sensible a la salinité que
HD. Le contenu en ions indique que I'accumulatian & est plus importante dans les
gaines de HD et les limbes de MD avec peu de difiég entre les deux variétés pour le
contenu des racines en N&eci indique que HD met en jeu un mécanisme gupghtaire
pour contrer la salinité, en séquestrant préféstatent Nadans la gaine, que dans le limbe
a linverse de la variété MD. HD présente une gjsde capacité a accumuler I'iori #ans
les limbes et au niveau des racines par rapporDa Gkci engendre un rapporf/Ka" du
limbe foliaire plus élevé chez HD comparativemerde&ui de MD. Les résultats indiquent
gue c'est surtout au niveau des feuilles que Habhét'équilibre de son potentiel osmotique
via I'ion K* et minimise ainsi I'effet du stress osmotique emgérpar NaCl. La capacité de
HD a pomper de Kde la solution nutritive, puis de le véhiculers/é limbe, représente donc
une stratégie d'adaptation au stress salin vigédalation osmotique. Le stress salin affecte
significativement le contenu en chlorophylle. Laduétion est moindre chez HD
comparativement a MD. La fluorescence baisse seffstldu stress mais ne discrimine pas
entre les deux génotypes étudiés. Le contenu eesssgolubles augmente sous l'effet de la
salinité et de maniére plus importante chez HD chex MD. Ces résultats suggérent la plus

grande tolérance a la salinité de HD comparativednD.

Mots clés:Triticum aestivuni., Stress salin, Germination, Tolérance, Fluonesee
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Salt stress effects on morphological and physiolagal characters of two
bread wheat (Triticum aestivuni..) cultivars, Mahon-Demias and Hidhab

Abstract

The aim of this investigation is to study the resgm of two bread whealticum
aestivumL.) varieties Mahon-Demias and Hidhab to saltssirat the seedling stage. The
results showed a negative effect of salinity ondsgermination, with MD showing higher
sensitivity than HD. Salt stress significantly redd roots and epicotyls length of both
varieties. MD showed a greater reduction in thegtlerof both characters than HD when
subjected to 200 mM NaCl. The leaf area of MD wueed by 50.2% against 24.8% for HD.
Variation of water potential and relative water tm suggest that MD is more sensitive to
salinity than HD. Monitoring the ion content, indted that the accumulation of Nia higher
in HD sheaths and in MD blades, with a light difiece between both varieties for Na
content of the roots. This suggests that HD inwwlae additional mechanism to counter
salinity, sequestering preferentially sodium in gieeath than in the blade while the reverse
was observed for MD. HD has a greater capacitycdrumulate K in blades and roots
compared to MD, leading to high a ratid/Ka’ leaf blade of HD compared to MD. This
suggests that it is mainly inside the leaves thBt tdstores the balance of the osmotic
potential via K and thus minimizes the effect of osmotic stressed by NaCl. The ability
of HD to pump K from the nutrient solution, and then convey itblades represents an
adaptation strategy to salt stress via osmoticlatign. Salt stress significantly affects the
chlorophyll content, and reduction is lower in HBntpared to MD. Fluorescence decrease as
a result of stress but does not discriminate betwiee two genotypes. The content of soluble
sugars increased under the effect of salinity, mordD than in MD. These results suggest
greater tolerance to salinity of HD compared to MD.

Keywords: Triticum aestivuni., Salt stress, Germination, Tolerance, Fluonesee
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Introduction

La salinité est un obstacle majeur pour la productigricole des zones arides et semi-
arides caractérisées par de faibles précipitattonsluisant a I'accumulation du sel en surface
du sol. Chez les céréales, la salinité affectedangation des graines, la croissance des
plantules et le rendement en grain (Gilakt 2003).

L’effet nuisible du sel résulte de la combinaisandéficit hydrique et de la toxicité des
ions, et par conséquent, le stress salin réduibfmcité des plantes a absorber I'eau et les
soumettant ainsi a I'effet du déficit hydrique fagant ainsi les quantités excessives de sel
dans les tissus végétaux qui inhibent le dévelogperoellulaire et entrainant un retard de
croissance (Munns at., 2006). Méme si le déficit hydrique reste le éactle plus limitant de
la production céréaliére, la salinité est signal@®mme un probléme de plus en plus important,
qgui amplifie et exagere cet effet.

La demande plus élevée en produits céréaliers toadiai mise en culture des zones de
moins en moins favorables, caractérisées par desssabiotiques séveres (Daoud et Halitim.,
1994). Dans ce contexte, 'amélioration génétigaidadolérance du matériel végétal vis-a-vis
des stress et notamment le stress salin est unrmoye négligeable pour minimiser la
réduction du rendement et maintenir la productigricale dans les environnements
contraignants. La mesure de l'aptitude a tolérestiess est la premiere phase dans le
processus de la sélection végétale afin d’'identifies lignées tolérantes qui peuvent étre
utilisées directement en production ou bien udisséomme géniteurs dans des croisements

pour générer un matériel tolérant et performant.

Diverses approches sont utilisées pour cribler kénel végétal vis-a-vis de la
tolérance a la salinité (Colmer &it, 2005). La réponse de la germination, la croissalese
plantules ainsi que la vitesse de transfert des g dans la tige et la discrimination des ions
Na" au profit des ions K sont des indicateurs précieux de la tolérancecd#i/ars a la
salinité (Munns et James, 2003; El-Hendawglgt2005).

La mise en place de la céréale suit trois processsavoir, la germination, la levée et la

croissance des plantules. Ces stades veégeétatifdreésnsensibles au stress salin, ils servent
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comme criteres dans le criblage pour la tolérande salinité (El-Hendawy eal., 2005;
Munns etal., 2006).

Le blé tendre est une espece modérément tolénaanteapport au blé dur et a I'orge,
méme si chacune de ces especes peut présenteramde gariabilité génétique pour la
réponse au stress salin (Royo et Abio, 2003; Stappetal., 2005).

La présente étude a été entreprise pour étudréptanse de deux variétés de blé tendre
(Triticum aestivumL.), Mahon-Démias et Hidhala différents niveaux de salinité au stade

plantule.

Matériel et Méthodes

1. Matériel végétal
Les variétés de blé tendr@riticum aestivurmi.) utilisées dans le présent travail ont

été fournies gracieusement par I'Institut Technidas Grandes Cultures (ITGC) de Sétif.

La variété Mahon-Demias (MD), est une sélectionégéogique faite a lintérieur
d’'une population introduite des lles Baléares (Lantret Erroux, 1961). Les souches de cette
population ont été isolées puis utilisées commer®tde départ pour la multiplication par la
station expérimentale agricole de Sidi Bel Abbéaughont et Erroux, 1961). MD est une
variété rustique, a cycle de développement relatéreg long permettant d’esquiver les gels
tardifs qui caractérisent la zone de production.p8ifle fine, haute et demi-pleine, la fait
apprécier par les éleveurs qui l'utilisent commienaht du bétail. Elle se caractérise par une
large adaptation aux zones arides et semi-aridasxehauts plateaux. MD est une variété qui
est tolérante aux rouilles jaune et noire, posdéda@ qualité technologique moyenne et une

production faible mais réguliére (Amokraneaét 2002).

La variété Hidhab (HD), dont le pedigree estkHg3*Kal/Nac, est une sélection de
TGC de Sétif datant de 1985, faite a I'intériedm matériel végétal provenant de Centre
International d’Amélioration du Mais et du Blé (CMX¥T = Centro Internacional de
Mejoramiento de Maiz et Trigo). C’est une variétéyale court, précoce a I'épiaison, ce qui
lui permet de tolérer les stress hydrique et thgumide fin de cycle. C’est une variété a fort

tallage, aux épis blancs, demi-compact, aux badbe=rgentes et a paille courte et creuse
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(Amokrane etal., 2002). Elle présente une adaptation tres largbr&seant toutes les régions
du pays, elle est trés appréciée par les agriasltéille remplace la variété Mahon-Demias
dans plusieurs zones agro-climatiques. Elle présené sensibilité élevée a la rouille jaune,
et sans une couverture phytosanitaire adéquateesdement est faible sous forte attaque de
ce pathogene, elle possede de bonnes caractésstiguhnologiques pour la panification,
c’est un blé de force (Amokraneadt, 2002).

2. Mise en place de I'expérimentation

L’expérience a été conduite au Laboratoire de ptimtie et d’amélioration des plantes
(LPAP) du centre de biotechnologie de Sfax (CBQ)niSie, dans le cadre d’un projet
conjoint de recherche, Algéro-Tunisien (2009-20d9ns le domaine des biotechnologies
végétales et génétique moléculaire des plantes. [Ralétermination de I'effet de la salinité
sur la capacité de germination et croissance dagyles, les graines des deux génotypes ont
été stérilisées a I'hypochlorite de sodium (NaQeCl).5%, pendant 15 minutes puis rincées,

par trois fois, a I'eau distillée stérile.

30 graines par boite de pétri sont mises sur pdittier humecté a I'eau distillée pour
pré-germination pendant 48h a l'obscurité et a tmempre ambiante du laboratoire. Aprés
gonflement, les graines de chaque variété ontréégbées dans une chambre de culture a
25°C sous une photopériode de 16h de lumiere /'@bscurité et de 60+10% d’humidité
relative pour I'émission des premieres racines et feuillgmes la levée, les plantules sont
irriguées avec des concentrations salines, chaguegelon le protocole décrit ci-apres.

L’essai est mis en place dans un dispositif faeta@n blocs, avec trois répétitions, a
raison d’une boite de pétri par répétition (12 é&itle pétri ont été utilisé au total pour chaque
génotype). Le facteur variété a deux modalités: dMBID et le facteur salinité prenant trois
modalités: 50, 100 et 200mM NacCl, plus le témoies Lplantules provenant des graines
germées, atteignant le stade deux a trois feuslast transplantées dans des pots de
végétation. Ces derniers sont mis sous les mémeditioms décrites précédemment de
photopériode, d'humidité relative, un rayonnemen280 mmol.rhs?, et une température de
25 + 5°C. Les concentrations salines (0, 50, 108mM NacCl), ont été appliquées tous les

3 jours.
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Les mesures sont effectuées au début du traitesaéntpour une premiere récolte des
plantules et les récoltes successives ont étésfaithifférentes périodes (3, 7, 10 et 14 Jours),

apres imposition du stress salin.

3. Variables mesurées

3. 1. Taux de germination

La germination est notée par comptage effectué lkem24 heures, jusqu'au 'I%f
jour. Le pourcentage de graines germeées est déi@rpar le rapport entre le nhombre des
plantules normales développées sur le nombre detgraines incubées (ISTA, 2003)pu:

G(%) = 100(%) , Ou G (%) est le pourcentage de germination, NGG esbtiebre des

graines germées et NTG est le nombre total demagancubées. Toute plantule dont la
longueur de la radicule est égale ou supérieurenenZst considérée comme normale (ISTA,
2003).

3. 2. Longueur des racines et des épicotyles

La longueur maximale des racines séminales a étérnd@ée comme étant la
longueur de la racine la plus longue, en moyennd’'dantillon de dix plantules. La
longueur des épicotyles est mesurée, a partir dedeonne ou premier nceud jusqu'a la sortie

de la premiere vraie feuille (Simmonsagt1995).

3. 3. Surface foliaire

La surface moyenne de la feuille la plus dévelofjp@ant derniere feuille = la plus
jeune adulte feuille), est déterminée a partir ddahantillon de dix plantules par traitement,
par la formule suivant&F (cm?) = LxIx 0.709, ou : L est la longueur moyenne du limbe
des 10 feuilles, | est la largeur du limbe moyedadimbe des 10 feuilles et 0.709 représente
le coefficient de correction, étant donné que lallle a une forme triangulaire (Mefti .,
2008).

3. 4. Potentiel hydrique

Le potentiel hydrique est mesuré sur des disquizsréd de 5mm de diametre, excisés du limbe faliair

des plantules des différents traitements. Les disdaliaires sont chargés dans la chambre du psygre de

marque Wescor C-52, dont la lecture donne le petemgdrique de I'échantillon soumis (Figure 5).
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Figure 5. Type de psychrometre Wescor C-52 utilisé

3. 5. Teneur relative en eau (TR
La teneur relative en eau (TRE) est déterminéerd&ata méthode de Barrs (1968),
décrite par Bajji etl., (2001). L’avant derniére feuille de chaque plaamtest prélevée, puis

mise dans papier aluminium pour limiter les pedesau transpiration.

Les échantillons foliaires sont pesés directerpent avoir lepoids frais (P lls sont
ensuite mis dans des tubes a essai remplis a nabeta@l distillée, stockés au frais et sous
obscurité. Le poids turgide (PT) est déterminé @drés apres. Le poids sec (PS) est déduit
suite a la mise des échantillons foliaires danséinee ventilée dont la température est portée
a 85°C, pendant 48 h. La TRE est déduit par la fiterauivante:

(PF - PS)}

TRE (%) = 100{
(PT - PS)

3. 6. Teneur en chlorophylle

La mesure du taux de chlorophylle des feuilleséaedtectuée avec un chlorophylle-
metre minolta SPAD 502(Spectrum Technology Inc., IL. USA, Figure 6). GQ'as
radiometre manuel dont la mesure correspond apporaentre les réflectances de la feuille

dans le rouge (650nm) et le proche infrarouge (89QiKotchi, 2004).

Les mesures sont effectuées sur l'avant derniéwélefe Trois mesures, en unité

arbitraire, sont prises par plantule.

Figure 6. Chlorophylle-metre minolta SPAD 502
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3. 7. Fluorescence chlorophyllienne

La fluorescence chlorophyllienne est mesurée avefluorometre type monitoring
system Hansatech (Figure 7). Cet appareil consagim@matiquement la fluorescence initiale
(FO): c’est la valeur minimale de la fluorescenaesdue tous les accepteurs d’électrons du
photosystéme Il (PSIl) sont completement oxydésflu@escence initiale FO a pour origine
les chlorophylles qui forment les antennes colieesr du PSII. La fluorescence maximale
(Fm) correspond a la valeur maximale de la fluease obtenue pour la méme intensité

lumineuse.

Cette valeur est obtenue lorsque toutes les premginones accepteuses d’électrons
sont complétement réduites et le rendement quantigul est exprimé par le rapport (Fm-
FO)/Fm = Fv/Fm, dans lequel Fv est la fluoresceras@ble. Le rendement quantique traduit
l'efficacité du PSIl a utiliser la lumiere pour ¢@nversion photochimique (effet Kausky,
Figure 8). La valeur du rendement quantique ap@dahvaleur de 0.8 chez une plante non

stresseée, et diminue chez les plantes soumisesoatiainte (Eyletters &ourrie, 1996).

Figure 7. Fluorométre de type monitoring system Hansatech

Pour ce faire le limbe foliaire est placé a I'olgéudurant 30 minutes dans le clip du
fluorometre. Sur le plan physiologique, cette opénasupprime le flux des photons source
d’énergie pour la photosynthese, ceci vide la ahala transfert d'électrons. Les centres
réactionnels sont alors totalement disponibles.flash lumineux est envoyé sur la surface

testée. Les accepteurs d'électrons du PSII samésat

L'énergie lumineuse excédant les possibilités tleate du PSII est alors réémise sous
forme de fluorescence, selon une cinétique pardiul Ensuite, la chaine de transfert
d'électrons s'enclenche et atteint un régime stadioe. L'intensité de la fluorescence monte

rapidement d'une valeur initiale FO vers une valeaximale (Fm) en moins d'une seconde.
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Au cours de cette phase, le fluoromeétre digitalesemesures toutes les 10 microsecondes
(usec). Le tracé de la courbe montre des difféereasibles entre les plantes témoins et les
plantes stressées (Figure 8).

Courbe d’'induction de la

fluorescence

Ol (Effet Kautsky)
S0 & @ Phaserapide /1 Phase lente
] = o4
o 8 - i o Stresse

e i TT———— Témoin

- | . .
o0 0,5 1 10 20 sec Temps

Figure 8. Courbe d’'induction de la fluorescence (Oukaro@@(7)

3. 8. Teneur en sucres solubles

La mesure du taux des sucres solubles est applgjuéa matiere fraiche de I'avant
derniere feuille des plantes, les sucres sont dpaésa méthode de Dubois a&it, (1956).
Selon cette méthode, 100 mg de matiére fraicheestlans des tubes a essai contenant 3ml
éthanol 80% pendant 48h a température ambiante gpdraire les sucres. Au moment du

dosage, les tubes sont placés dans I'étuve a 8@3Cfaire évaporer I'alcool.

Dans chaque tube on ajoute 20ml d’eau distilléestcla solution a analyser. Dans
d’autres tubes a essai propres, on introduit 1ntadmlution a analyser auquel on ajoute 1ml
de phénol a 5% (diluée dans I'eau distillée), a@gitation on ajoute 5ml d’acide sulfurique
(H2SOy) a 96% (d=1.86) a I'aide d’'une burette, en évidmtverser I'acide contre les parois
des tubes. Apres agitation rapide, les tubes samtenus pendant 10 a 20 minutes dans un
bain marie a 30°C, et les mesures d'absorbance eftattuées a une longueur d’onde de
485nm. Les valeurs des densités optiques sont mamsosur courbe étalon des sucres

solubles exprimés en glucose (Figure 9).
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Figure 9. Courbe d’étalonnage des sucres solubles

3.9. Dosage des ions

Pour le dosage des iomsmatériel végétal a été extrait sec dans dedéacitrique (HNQ) & 0,5%
sous une température de 70°C pendant 4 jours.dresNa et K ont été estimés par photométrie de flamme

(Figure 10). Le principe de la mesure repose sfaitegu’une partie des ions soumis a la chaleur de la
flamme passent a un état excité. Le retour a I'@atlamental des électrons de la couche
externe s’effectue avec émission caracteristiquéatreanalysé. L'intensité de I'émission est
proportionnelle au nombre d’atomes retournés atl'@titial. La lumiere émise est donc

proportionnelle a la concentration de I'échantillon

La loi de Maxwell-Boltzmannpermet de déterminer le rapport des électrons dans
état fondamental et dans un état excité en fonctota température d'ol : W, = g.exp’
AEKT] “avec : g, le rapport statistique des états 1 etk),; constante des Boltzmann = 1.38 x
10%3J/K ; AE, écart énergétique en JouleT, la température en KKEglvin, d'ou T (k) =

298+25°Q)]

Figure 10. Photométre de flamme
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4. Analyse des données

Les données ont été traitées par l'analyse de rianca, en utilisant le logiciel
Cropstat 7.2.3 (2009). Les moyennes des traitenmaritété comparées par Duncan Multiple
Range Test (DMRT) au seuil de probabilité de 5%.

Résultats
1. Effet du stress salin sur les caractéres morphmjiques
1. 1. Germination
L’analyse des mesures effectuées montrent un déptessif du sel sur le taux de
germination des graines (Tableau 3 et 4). L'effetyen variété et salinité est significatif

ainsi que l'interaction (Variété x Salinité) (Table 3). Ceci suggére que le choix d'un

génotype est fonction du degré de salinité du mitiblé.

Tableau 3.Carrés moyens de I'analyse de la variance du (% (GIR), (LE) et (SF) des

plantules de MD et HD soumises au stress salin.

Source de variation ddl % G LR LE SF
Variétés (V) 1 706,77 1,7 14,96 29,88
Salinité (S) 3 2092,79 3,47 1,18 27,00
VXS 3 96,78 0,04 0,01™ 2,99
Résiduelle 16 0,22 0,04 0,06 0,09

ns, *, ** = effet non significatif et significatifu seuil de 5 et 1%, respectivement. % G = Taux de
germination, LR = longueur des racines, LE = longukes épi cotyles, SF = surface foliaire.

En moyenne des quatre concentrations salines ésjdi& taux de germination de la
variété MD est de 76.1% contre 86.9% pour la vaiéd. Ces résultats suggérent que la MD,
en moyenne, est relativement plus sensible que iHBtrass salin. En effet sous stress salin,

23.9% des graines de MD ne germent pas contre 18al#6HD.
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Tableau 4.Moyennes du (% G), (LR), (LE), et (¥€s plantules de MD et HD soumises au

stress salin.
MD HD
NaCl (mM) 0 50 100 | 200 MG 0 50| 100 200 MG
% G 100 [86,3 |7C° 48 76,1 | 106 [9768 [826 |673 | 86,9
LR 5,1° 5° 4,3 3.3 |44 |56 53" [ 49" |47 4,9
LE 48 |45 | 39 |43 |64 6,2 |57 |54 5,9
SF 12,1 | 17 8,4 6,4£ (9,7 | 132 [12,9 |11,9 |1CF 11,9

Les moyennes sur la ligne, suivies de la mémeelat sont pas significativement différentes aiil seu
de 5%. %G = pourcentage de germination, LR = longdes racines, LE = longueur de I'épicotyle,

SF = surface foliaire, MD = Mahon-Demias, HD = Hath MG = moyenne générale.

En moyenne des deux variétés, le taux de germmasd réduit par (-0.222%) pour
toute augmentation de la salinité de (ImM) (Figlijel'étude de Il'interaction (variété x
salinité) révéle que le taux de germination dimideae(-0.174%) pour chague augmentation
de la salinité de (1mM) chez MD, contre une dimoide (-0.261%) pour HD (Figure 12).

Ces résultats confirment l'effet de la salinité Butaux de germination des deux variétés de

blé tendre comme ils indiquent aussi la différedeesensibilité des deux génotypes vis- a-vis

du stress salin. MD se montre plus sensible a raegue lintensité de la salinité devient

importante par contre HD réagit relativement moins.

110 =

100 =

Germination(%)

50 -~

40

90 -+

80 -+

70 -

60 -

%G =-0,2223[Nacl]+ 101,25
R?=0.9804

0.00

50.00
[NacCl, mM/I]

100.00

200.00

Figure 11.Effet de différentes concentrations de NaCl syrdercentage de germination des

graines, (moyennes de deux variétés de blé tenfret\nHD).
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Figure 12.Variation du pourcentage de germination des graide variétés de blé tendre
MD et HD soumises a différentes concentrations a@&lN

1. 2. Longueur des racines et des épicotyles

L’analyse de la variance de la longueur des race®lle des épicotyles montre des
effets variété et stress salin significatifs, algue l'interaction ne I'est pas (Tableau 3). Ceci
suggere que les différences entre variétés soapertiantes de l'intensité du stress salin. En
effet la moyenne de la longueur des racines egt4lem pour MD contre 4.9 cm pour HD
(Tableau 4). Alors que la moyenne de la longuew @gcotyles est de 4.3 cm pour MD
contre 5.9 cm pour HD (Tableau 4). Ces résultatdimoent la plus grande sensibilité du
cultivar MD par rapport au cultivar HD. En effet MiZzcuse une plus grande réduction de la

longueur des racines et des épicotyles sous l'dffettress salin comparativement a HD.

Sous l'effet du stress salin, la longueur des exitiminue de (5.4 cm), moyenne du
témoin non stressé a (3.7 cm) valeur moyenne mesmés stress de 200mM NaCl (Figure
13). La longueur racinaire diminue de (-0.009 ciormp chaque augmentation de 1mM NacCl.

En effet le modéle linéaire prend la forme: Rac)(err0.009 [NaCl] + 5.5, R2=0.9296.

Longueur de la racine

(cm)

O HD
@ MD

o 50 100 200
NaCl (mM)

Figure 13.Longueur moyenne des racines des deux variétBedendre, MD et HD sous
différentes concentrations de NacCl.
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Sous l'effet du stress salin, la longueur B&si cotyles diminue de la valeur (5.6 cm),
moyenne du témoin non stressé a (4.9 cm), valeyenme mesurée sous stress de 200mM
NaCl, en moyenne des deux variétés (Tableau 4 ré-i@d). La longueur des épi cotyles
diminue de (-0.0045 cm) par unité d’augmentationlalealinité. Le modele linéaire a la
forme suivante: Epic (cm) = -0.0045 [NaCl] + 5.5R2 = 0.9226.

Longueur de |'épicotyle

(cm)

OFRP NWHMOOON

O HD
G MD

NaCl (mM)

Figure 14.Longueur moyenne des épicotyles des variéetés NHDetous différentes

concentrations de NacCl.

1. 3. Surface foliaire

La surface foliaire est également affectée patrss salin comme l'indique I'analyse
de la variance (Tableau 3). En effet les effetsogéres, stress salin et I'interaction sont
significatifs. Dans ce cas seule l'interaction rreéd’étre étudiée puisque la réponse au stress

salin des deux génotypes varie selon le degrértensité du stress (Tableau 3).

Globalement, MD présente une surface foliaire plaliite que celle de HD, avec des
moyennes de 9.7 et 12.0 cm? respectivement poutldas génotypes cités dans cet ordre

(Figure 15). Ces moyennes sont de 12.5 et 13.5cabgence du stress salin.

14
E=e_ _
13 —— SF_HD =-0,0166 3,46
—a
12 c\ -—— R2=0,9863
—~—y —_———
E11 —~ e —
5 \ e —
@10 A
= MD ~ o
2 A HD \
o 8
£ \\\
=
3 7 ~—
. SF_MD =-0,03125[NacCl]+ 12,46 o
R3=0,9510
5
4
o 50 100 200

[NacCl] mmM/1

Figure 15. Surface foliaire (cff) des deux variétés de blé tendre, MD et HD soffiérdntes
concentrations de NacCl.
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De plus MD présente une plus grande sensibilitéws de la salinité. En effet cette
variété réduit sa surface foliaire de (-0.0313 gopad)r toute augmentation de la salinité d’'une
unité (ImM), alors que HD répond avec une vitegseéduction relativement plus faible de (-
0.0167 cm?) (Figure 15). Sous le seuil de 200mM INMD réduite sa surface foliaire de
50.2% ; alors qu’a ce seuil la surface foliaireHI2 est réduite de 24.8% uniquement (Figure
16).

Une plus grande surface foliaire est un atout pgauvariété en termes d’activité
photosynthétique. Ces résultats concordent aveg deuGarcia-Legaz eal., (1993) qui
mentionnent que la réduction de la photosynthésguesessentiellement a la diminution de la
surface foliaire et a la fermeture des stomatespiée de I'accumulation excessive de sodium

dans les feuilles des génotypes stressées.

Dol Y=l

Figure 16. Effet du NaCl sur la croissance foliaire des ggpes MD et HD apres 7 jours de

traitement salin continu avec 100 et 200mM NacCl.

2. Effet du stress salin sur les caractéres physagjiques

2. 1. Potentiel hydrique et teneur relative en eau

D’une valeur de (-1.5MPa) chez les témoins, le patehydrique ¥w) baisse a une

valeur de (-3MPa) dans le limbe pour les deux ggrest. Il baisse a des valeurs de
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(-2.7MPa) et (-3.2MPa) dans la gaine, respectivermieez MD et HD soumises a un stress de
100mM NacCl (Figure 17).

Apres 7 jours sous stress salin de 100mM NaCknaur relative en eau du limbe et
de la gaine de HD se stabilise a une valeur de ®46%,baisse a des valeurs de 48%, et 65%
pour le limbe et la gaine, aprés 14 jours d’expasia la salinité (Figure 18).

La variation du potentiel hydrique et la teneuatiek en eau suggerent que MD est
relativement plus sensible a la salinité que HDs Lmesures de la gaine sont plus

discriminantes que celle du limbe foliaire.

Limbe Gaine
o Témoin NaCl (100mMm o Témoin  NaCl (10(mMm)
-0,5 -0,5
. n
-1.5 i
‘ -1,5
2] -2
-2,
-3 2.}
-3, -3
-3,5
Potentiel hydrique (MPa) Potentiel hydrique (MPa)

Figure 17.Potentiel hydrique du limbe et de la gaine de NBar§ blanc) et HD (Bars en gris
= HD) au terme de 7 jours de croissance sous stsais de 100 mM NacCl.

. 0, .
TRE (%) Limbe TRE (%) Gaine
100
100 8
80 60
60 4
20
0 ! ; ; ; . 0 T T T T 1
0 3 7 10 4 0 3 7 10 14
Jours dans 100mM NaCl Jours dans100mM NacCl

Figure 18. Variation de la teneur relative en eau du limbedetla gaine de MD (symboles
blancs) et HD (symboles noirs) aprés 14 jours deisslance sous stress salin de 100mM
NacCl.
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2. 2. Dosage des ions Nat K*

L’accumulation de I'ion N&est plus importante dans la gaine de HD, par edlitiverse est vrai pour

ce qui est du limbe ou MD accumule plus d’ion saditomparativement & HD. On note peu de différemtee

les deux variétés pour ce qui est de I'accumuladi®eet ion dans les racines (Figure 19). Cestetsuhdiquent

une différence de répartition de I'ion sodium, aurs des 14 premiers jours d’expérience, au nidesla feuille

des deux variétés. HD préfére le stockage au nideda gaine alors que MD stocke au niveau du limbe

Na" (mM)
400

300 |
200 |

100 |

(of 7

Gaine
400

300
200

100

Na" (mM)

Limbe

2°™ feuille
1" feuille

2°™ feuille
~ E1%feuille

Jours dans 100mM NaC

37 10 4

Jours dans 100mM NaC

Racine

Na" (mM)

160

120
80

40

3 7 10 14

Jours dans 100mM NacCl

Figure 19. Variation de la teneur en ion Nalans la gaine, le limbe et les racines de HD

(symboles noirs) et MD (symboles blancs) au termel4l jours de croissance sous stress
salin de 200mM NacCl.

Les deux génotypes se caractérisent par une camacitrastée pour stocker Ndans

la gaine et le limbe foliaires. Les gaines deslliesidivergent pour la capacité a extraire I'ion

sodium & partir du flux xylémique. En effet HD ségtre plus de 85% de Naotal des

feuilles dans la gaine contre 65% pour MD (Figud®Qes résultats suggerent que HD met en
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jeu un meécanisme supplémentaire pour contrer laitgglen séquestrant préférentiellement

plus de sodium dans la gaine, que dans le limbewveise du variété MD.

Le suivi de la variation de I'accumulation de l'iggotassium, sous stress salin de
100mM NaCl, montre peu de différence entre les dginotypes au niveau de la gaine et des

différences plus marquées au niveau des racirmgteut du limbe (Figure 21).

& i HD (2&me feuille

HD (1ére feuille) coo” ( )
> i
Z w0
v 300
=2
© 200
>3
3 100

0 éo 1‘00 iso éoo 0 | | | |

0 5 100 150 200
mileu NaCl (mM) miieu NaCl (mM)

MD (Lere feuille) MD (2eme feuille)
~ 500
400
300
200
100

O T T T 1
50 100 150 200
milieu NaCl (mM)

+

tissue Na (mM

O T T T 1
0 50 100 150 200 0
milieu NaCl (mM)

Figure 20. Teneur en Na du limbe (symboles blancs) et de la gaine (synsbatérs) de la
1" et **feuille de HD et MD au terme de 7 jours d'exposita la salinité
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Figure 21. Variation de la teneur enKde la gaine, du limbe et des racines de HD et MD

soumises a un stress salin de 100mM NaCl durajauré et ratio K/Na“ du limbe foliaire.

HD présente une plus grande capacité a accumidark” dans le limbe et au niveau
des racines comparativement & MD. Ceci engendreatim K'/Na” du limbe foliaire plus
élevé chez HD comparativement a celui de MD (Fidiie L’augmentation de la teneur en
K* au niveau du limbe foliaire suite a I'effet duests salin suggére un comportement de

réajustement osmotique, qui intervient aprés I$iva des ions Na ce qui assure la survie

des plantules.

Ces résultats corroborent ceux de Hamroumil.e(2011) qui rapportent que la plante
adsorbe et véhicule le maximum de potassium verBnibes foliaire pour les besoins
osmotiques. Nos résultats montrent que c'est suatowniveau des feuilles que HD rétablit
I'eéquilibre de son potentiel osmotique via l'iontgssium et atténue ainsi I'effet du stress
osmotique engendré par NaCl. La capacité de HDmppo une plus grande quantité de
potassium de la solution nutritive, puis de la catar vers le limbe, représente donc une

stratégie d'adaptation au stress salin via la aigul osmotique de I'ionK
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2. 3. Chlorophylle et fluorescence chlorophyllienne
L’effet variété de la chlorophylle, mesurée en &@8PAD n’est pas significatif, par
contre I'effet stress salin et I'interaction (vaéé& stress) salin sont significatifs (Tableau 5).

Les valeurs moyennes prises par la chlorophylleddes variétés sont de 38.3 et 40
(unité SPAD) respectivement pour MD et HD.

Le stress salin affecte significativement la chigrglle vu que les valeurs moyennes
de l'effet stress des deux variétés, passent d&s44d.36.65 (unité SPAD), du témoin non
stressé au traitement de 200mM NaCl (Tableau &ir€ig2).

Tableau 5.Carrés moyens de I'analyse de la variance du %)(GhSS) et (Flu) de MD et
HD soumises a un stress salin.

Source de variation ddl Chl Flu Suc
Variétés (V) 1 5,67 0,01* 0,55
Salinité (S) 3 26,02 0,07 0,79 |
VXS 3 10,76 0,0 0,33 |
Résiduelle 16 4,05 0,01 0,01

ns, * et ** = effet non significatif, significatidu seuil de 5% et 1 % respectivement.
% (Chl), taux de la chlorophylle ; (TSS), tenenrsecres solubles et (Flu), fluorescence

L’étude de I'interaction (Variété x Salinité) moatque HD tolere mieux la salinité par
rapport a MD pour intensité de 100mM NaCl compaeatient au témoin, au-dela de ce seuil,
elle présente le méme degré de sensibilité que Figue 22). Ces résultats corroborent ceux
de Mekhliche etl., (2003) qui rapportent que les différences deroploylle observées chez
les génotypes de blé durriticum durumbDesf.) sont en fonction de la tolérance au stress.

Acevedo et Ceccarelli (1989) mentionnent eux auwgs la diminution de la

chlorophylle chez I'orgeHordeum vulgard..) est liée au niveau de tolérance des génotypes
au stress hydrique.
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Tableau 6.Moyennes des valeurs SPAD de (Chl), (Fv/Fm) eSTd&&MD et HD sous

stress salin.

MD HD

NacCl 0 50 | 100| 200 Moy Ppds O 50 | 100| 200 Moy Ppds
(mM)
Chl 40,8| 39,1 36,9 36,638.3| 44 [41,9,41,5|39,9| 36,7| 40,0| 3.0
Fv/Fm| 0,72| 0,61 0,60 0,60 0,6830.1 |0,70|0,58|0,56|0,55| 0,60| 0.1
Suc 1,10} 1,23} 1,33 1,3% 1,260.1 |0,97]1,59|1,74|1,78| 1,52| 0.2
Chlorophylle (Chl), Fluorescence (Fv/Fm) et tenemisucres solubles (TSS)
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Figure 22.Variation de la teneur en chlorophylle sous Beffiu stress salin chez MD, HD et

effet moyen de la salinité.

L’analyse de la variance de la fluorescence indigneeffet moyen variété et une
interaction salinité x variétés non significatijivi d’'un effet moyen salinité significatif
(Tableau 5, Figure 23). Le rendement quantique cpregs valeurs de 0.63 et 0.60
respectivement pour MD et HD. Les valeurs moyermeek fluorescence de I'effet moyen du
stress salin varient de 0.71 en absence de sairité7 a 200mM NacCl (Tableau 6, Figure
23). L'interaction non significative indique que flaorescence est peu différente chez les

deux génotypes, en absence comme en présence de (Rgure 23).
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Figure 23. Valeurs de la fluorescence (Fv/IFm) de I'effet nmogalinité et de I'interaction

(salinité x variété).
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Lorsque la photosynthése fonctionne avec un rendemeximum, les photons
absorbés sont piégés rapidement par les centresraersion photochimique, ce qui limite
leur dissipation par fluorescence. Sous l'effesduqui affecte normalement le rendement de
la photosynthese, les photons absorbés par lesophigles s’accumulent en grande partie
dans I'antenne chlorophyllienne ou ils sont dissipéit par production de chaleur, soit par

fluorescence.

L’intensité de la fluorescence est par conséguéatdu fonctionnement de I'appareil
photosynthétique. Ainsi la fluorescence chloropbyihe est un paramétre efficace de
détection de la réaction des plantes a la saligité,contribue a dissiper I'énergie lumineuse
absorbée par les chlorophylles, ce qui réduit efifidacité du rendement quantique (Eyletters
et Bourrié, 1996 ; Hamrouni el., 2011). Dans le cas de la présenté étude la 8uernee ne
semble pas étre un caractere discriminant des yg@®tetudiés, suite au fait que les deux

variétés répondent de maniére similaire.

2. 4. Teneur en sucres solubles

L’analyse de la variance révele des effets sigaiifis pour les variétés et le stress salin
ainsi que leur interaction (Tableau 5). La teneuscres solubles prend les valeurs de 1.26 et
1.52 pg/100 mg de MF, respectivement chez MD et(&bleau 6). Les valeurs de l'effet
moyen du stress salin passe de 1.03, en absersteede salin a 1.56 ug/100 mg de MF sous
stress de 200mM NacCl (Tableau 6).

L’interaction (Stress Salin x Variété) indique qlee teneur en sucres solubles
augmente, sous l'effet de la contrainte salines phpidement chez HD que chez MD (Figure
24). Kameli et losel (1995), Rekika &it, (1998) ainsi que Bajji al., (2000) notent que les

stress induisent une accumulation des sucres ddinsde foliaire.
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Figure 24.Variation de la teneur en sucres solubles des tyges MD et HD en fonction de

I'intensité du stress salin.
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Discussion

La rareté des événements pluvieux des régions aedas et arides, associé a la forte
demande climatique accentuent le phénomene dessailom des sols, les rendant, ainsi, peu a
peu impropres aux cultures non tolérantes (Munnalet2012). La salinité affecte la
rhizosphére et constitue une contrainte aux prashEtvégétales. La recherche des especes et
variétés relativement plus tolérantes a la saliegieune alternative tres prometteuse dans de

telles situations.

Les caracteres morphologiques et physiologiquegatelrs de cette tolérance sont
tres divers (Khajeh-Hosseini at.,, 2003 ; Hamrouni eal., 2011 ; Munns eal., 2012). La
réaction des plantes a la salinité produit généraig des modifications morphologiques et
physiologiques. L'étude de la tolérance des vasi@éla salinité, nécessité d’analyser la
variation des caractéristiques discriminantes [twlérance.

La tolérance au sel, des génotypes MD et HD, &liée dans la présente étude en
utilisant un ensemble de parameétres morpho-phygicples. Les résultats mettent en relief la
sensibilité de MD par rapport a HD, et ceci quelque soit I'intensité du stress considéré et
le caractéere mesuré (Tableau 7). La réduction d@ddsuks prises par le pourcentage de
germination, la longueur des racines séminalesyittace foliaire, les taux de chlorophylle et
des sucres est progressive, et fonction de lim&ndu stress imposé et du génotype
considéré. Celle du rendement quantique ne morasede difféerence significative entre
variétés quoique la réduction soit significativesdeffet du stress salin.

Tableau7. Pourcentage de réduction des valeurs priseslgmwvariables mesurées sous les
différentes intensités du stress salin par rap@arttémoin non stressé des variétés MD et
HD.

NaCl (mM) 50 100 200
Génotype MD HD MD HD MD HD
%G -13.7 -2.4 -30.0 -17.4 -52.0 -32.7
LR -2.0 -5.4 -15.7 -12.5 -35.3 -28.6
LE -6.3 -4.7 -16.7 -10.9 -18.8 -15.6
SF -0.8 -2.3 -30.6 -9.8 -47.1 -24.2
Chl -4.1 -1.1 -9.6 -4.7 -10.4 -12.4
Fv/Fm -14.6 -16.5 -16.0 -20.6 -17.2 -21.3
Suc 11.6 62.9 20.7 78.6 22.6 82.7

%G = pourcentage de germination, LR = Longueurrdemes, LE = Longueur des épi cotyles, = SFHa8er
foliaire, Chl = Chlorophylle, Fv/Fm = Rapport fligscence variable et fluorescence maximale, SuacreS
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Certains caracteres discriminent nettement engredenportements des deux variétés
vis-a-vis de la salinité, sous stress sévere (habfg, d’autres le sont sous stress modéré, tel
est le cas du pourcentage de germination et du déaccumulation des sucres solubles
(Tableau 7). Ainsi sous stress modeéré de 100mM NaGbourcentage de germination des
graines de MD baisse de 30% alors que celui de elDaisse que de 17.4%. Le taux des
sucres n‘augmente que de 11.6% chez MD contré/62i8ez HD, et ceci sous faible stress
de 50mM NaCl (Tableau 7). Alors que les valeursladfluorescence ne montrent pas de
différence entre MD et HD.

Au niveau de la plante, les ionsNmtrant par les racines, sont véhiculés par la sév
xylémique jusqu'au feuillage, ou ils sont soit & comme c'est le cas des plantes
inclusives, soit mobilisés par la seve phloémiquegy’aux racines comme c’est le cas des
plantes exclusives (Hakim at 2010 ; Munns edl., 2012).

La salinité diminue le potentiel osmotique de lason du sol, ce qui a pour effet de
limiter I'absorption de l'eau par les racines. Largescence cellulaire baisse suite au
phénomene de plasmolyse. Les variétés tolérangederd la pression osmotique interne par
la synthése d’osmoprotecteurs, principalement deses solubles et des acides aminés
comme la proline et la glycinebétaine (Hakinrakt2010 ; Hamrouni edl., 2011). Soumises a
'action du stress salin, les plantes augmententsléeneurs en sucres solubles qui sont

fortement impliqués dans I'ajustement osmotiquer pdiénuer les effets négatifs de NacCl.

La teneur en sucres solubles est considérée comrmagtére efficace pour détecter la
tolérance aux stress abiotiques. L'accumulation sieses est suggérée comme indice de
résistance non seulement au stress salin maisnégialeau stress hydrique du fait que la
salinité est également une sécheresse de type offgigue (Munns etal., 2006).
L’augmentation de cette caractéristique chez lasx deriétés, a des taux trés différents,
corroborent les résultats d’El Jaafari (1993) cutenune accumulation variable de la proline
chez les variétés de blé tendre soumises au €adiss Les sucres s’accumulent aussi bien
chez les glycophytes que chez les halophytes, soamstress salin, pour restaurer I'équilibre
osmotique entre le cytoplasme et la vacuole. Lahege des sucres solubles est, dans ce cas,
une caractéristiqgue adaptative du génotype HD wis-de la salinité.
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Dans la présente étude, bien que la variation diesiks prises par la fluorescence soit
attribuée aux perturbations photosynthétiques, ate que le rendement quantique est plus
élevé sous stress modéré de 50mM , que sous s&esse de 200mM NacCl (Figure 24,
Tableau 6). Dans ce contexte et pour la méme caistaque, Denden eal., (2005)
n'observent aucun effet de la fluorescence da @idia du sel chez trois especes de plantes
ornementales ou le rendement quantique reste supéra 80%. Des résultats comparables
ont été obtenus sur les feuilles d’autres cérealéwvées sur NaCl, comme le triticale, le blé
tendre et I'orge (Bounagba, 1998 ; Vadel, 1999,d&8mina etl., 2000).

Il est clairement établi par une multitude de travgue la salinité se traduit par une
réduction de croissance des plantes. Cet effeessstntiellement lié a une réduction de la
capacité photosynthétique due a I'effet osmotiquéadsalinité (Hakim eal., 2010). D'aprés
Munns et James (2003), une perte de turgescenai sEsponsable d'une diminution de la
capacité photosynthétique et, par conséquent, @eolasance. Ainsi on peut conclure que
I'effet inhibiteur de NaCl sur leur croissance papar une perturbation de I'alimentation en

eau et la nutrition minérale.

Chez MD, la partie racinaire est plus affectée lpasalinité que la partie aérienne.
Ainsi, la plante semble s'adapter au stress salinéduisant en premier lieu son systeme
racinaire préservant la partie aérienne devant tewiml'activité photosynthétique. Cette
différence de sensibilité entre les organes d'alisor et les organes photosynthétiques est

caractéristique des glycophytes (Brugnoli et Bjoakinl992 ; Bernstein ef., 1993).

Chez HD et sous stress salin, la production ded@ene seche diminue plus au niveau
des tiges qu'au niveau des racines. Bouaouiah, ¢2000) ont montré que chez le blé dur, la
croissance veégetative de la variété ' Razzak foegment affectée par les concentrations en
NaCl égales ou supérieures a 50mM et que l'effpteddif du sel concerne plus les organes
aeériens gue les racines, particulierement leslésugeunes en pleine croissance. La résistance
du systeme racinaire au stress salin peut étréduee diminution de l'allocation du carbone

pour la croissance foliaire au profit de la cromsaracinaire.

Au niveau physiologique, l'arrét de croissance e considéré comme un moyen
de préserver les carbohydrates pour le métabolismie développement durable, et de

constituer des réserves énergétiqgues nécessaiseseprise de croissance apres la levée du
70



stress (Bartels eBSunkar, 2005). Ces différences pourraient corred@or des besoins
énergeétiques variables (Munnsait, 2012). Walker etl., (2002) ont montré que, chez la
vigne, la tolérance a la salinité est influencée lpadistribution des racines et implique la

contribution de I'exclusion de chlorure.

La réponse immédiate du stress salin est aussine@rpar une réduction de la
surface foliaire et une diminution des matiérescfra et seche au niveau des feuilles, mais
aussi au niveau des tiges et racines. Selon Murads €006), la diminution de la croissance
veégetative représente généralement la premierensépdes glycophytes exposées au stress.
Une forme d'adaptation a la salinité, ou la dimowide la surface foliaire tend a minimiser
les pertes d'eau par transpiration, ce qui a pfiat aussi d’engendrer une réduction de la
capacité photosynthétique.

Selon Munns etl., (2006) le sodium est toxique lorsqu'il est présande fortes
concentrations au niveau du cytoplasme des cellidigires, ou il inhibe les réactions
enzymatiques, sauf s'il est compartimenté au nidesuvacuoles. Le génotype tolérant, aura
tendance a afficher des concentrations élevées odauns dans les feuilles, tout en
compartimentant cet ion dans la vacuole pour pestigcytoplasme de sa toxicité. Par contre
le génotype sensible exclut le sodium dans lesileslides tissus de la tige et des racines ou il

y a peu de réactions enzymatiques vitales poualae

Chez certaines especes de plantes la tolérancdress salin est assurée par la
recirculation de l'ion sodium en exces des feuiNess les racines. Selon Munes al.,
(2012), la circulation du sodium de la partie a@mevers la partie racinaire est assurée par les
transporteurs SOS1 et HKT1 che&rabidopsisthaliana et le blé via le phloeme. Ainsi, il
s'avere que le degré de tolérance de HD est @ aiseau de vigueur. Par ailleurs, le taux de
germination, la surface foliaire, la longueur dépltotyle, celle des racines et les teneurs en
chlorophylle et en sucres solubles, sont des pdram#&rés sensibles a la salinité et peuvent,
par conséquent, servir comme marqueurs de tolémnde sensibilité a la salinité chez le blé

tendre.
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Conclusion

L’étude des parametres morphologiques et physiglees de deux variétés de blé
tendre Mahon-Demias et Hidhab, tel que le pourgentde germination, la longueur des
racines et des épicotyles, la surface foliairggdtentiel hydrique, la teneur relative en eau, le
dosage des ions (Nat K), le taux de la chlorophylle, la fluorescence ohpnyllienne et la
teneur en sucres solubles, ont été évalués poactéaser le niveau de tolérance vis-a-vis du

stress salin.

Différentes concentrations salines allant de zérd0O@mM NaCl avec des durées
d’exposition au stress allant de 3 a 14 jours oétudilisées. Les résultats montrent que le
stress salin induit une diminution de la croissaihe® racines et des parties aériennes chez les
deux variétés étudiées. La réduction de la crocssam présence de sel a été interprétée
comme étant le résultat d’'une réduction de l'alitagan de la plante en eau et en éléments

minéraux majeurs et plus particuliérement I'ioh K

La variété MD montre une accumulation des ion$ plas importante dans les parties
aériennes, comparativement a la variété HD. Cédiéeau degré de tolérance au sel, observé
chez la variété HD ou le xyléme limite le transphutNa dans les feuilles.

La tolérance a des concentrations salines élev@sle blé tendre semble étre liée a
la capacité d’éviter I'accumulation a des niveaxiques du Nadans le limbe de la feuille et
a une meilleure capacité d'ajustement osmotiquite @dormation est utile pour la sélection

du matériel dans les programmes d’amélioration.
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Chapitre Il

Effet du stress salin et thermique sur la proliféréion des cals et la
régénération des plantules a partir des embryons ntares de deux variétés

de blé tendre {riticum aestivuni..), Mahon-Demias et Hidhab

Résumé

La capacité embryogénique et le pouvoir de régéinéraous stress thermique et salin
ont été étudiésin vitro, chez Mahon-Demias et Hidhab utilisant des emisyoratures
comme explants. L’expérimentation a été réalisééabaratoire de génétique, biochimie et
biotechnologies végétales (LGBBV) de l'universiténStantinel. L'induction des cals est
obtenue a partir des embryons matures placés seurMS. Les cals induits sont soumis aux
stress salin et thermique. Les résultats montreatMD répond mieux que HD a la sélection
in vitro. MD présente un taux d’'induction des cals plusé&leine meilleure prolifération des
cals induits, avec cependant moins d’embryons pte®dpar cal induit. Le taux de
régénération de plantules, a partir des cals gralift était nul pour HD et tres faible pour
MD. L’indice de sensibilité (IS) confirme la toléree de la variété MD comparativement a la
variété HD vis-a-vis du stress salin et thermigne@turein vitro a un paramétre donné qui
est la longueur des racines. Quoiquepletocole de la présente étude, étudie peu de
variantes de la composition du milieu, comparatigetmaux variantes des stress, les
résultats obtenus suggeérent la possibilité d'etili® techniquen vitro pour la sélection

vis-a-vis des stress, pour peu qu’un protocole aaléspit maitrisé.

Mots clés :Triticum aestivuni., In vitro, Embryons matures, Stress salin, Régénération.
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Saline and thermal stress effect on callus prolifation and plantlets
regeneration from mature embryos of two bread wheat

(Triticum aestivuni.) Varieties, Mahon-Demias and Hidhab

Abstract

Embryogenesis capacity and higher regeneration ruhdat and salt stress were
studiedin vitro using mature embryos of two bread wheat cultivdtahon-Démias and.
Experiment was performed at the genetic, biocheyehd plant biotechnology laboratory
(LGBBV) of Constantine Universityl. Callus induatias obtained from mature embryos
placed on MS medium, then induced callus were stilige heat and salt stresses. Results
showed that MD had better response than HDnteitro selection. Higher rate of callus
induction and proliferation were observed for MDithwfewer embryos produced. The
plantlet regeneration rate from proliferating callwas nil and very low for HD and MD
respectively. The sensitivity index (SI) confirm#égk tolerance of MD compared to HD for
salt and thermal stress anvitro culture at roots length. Although the protocotlut study
examine few medium composition variants, composgedtitess variants. Results suggested

the possibility to usen vitro technique to select for heat and salt stresses.

Key words: Triticum aestivuni., In vitro, mature embryos, Salt stress, Regeneration
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Introduction

La culture des tissus joue un réle important danzrdduction des plantes cultivées et
ornementales et dans la manipulation des plantes pa améliorer les performances
agronomiques. La culturen vitro gagne de plus en plus de popularité car elle dése
possibilités d’étudier les processus physiologigaegénétiqgues des plantes, comme elle
présente I'avantage d’aider a 'amélioration etijmnentation de la variabilité génétique. Les
plantes régénérées présentent le méme génotypdeguglants donneurs, quoique, dans

certaines situations, on se trouve en présencariions soma-clonales (Karpait, 1987).

Les facteurs génétiques sont les principaux regdes de la réponse a la cultime
vitro des tissus. Ainsi de grandes différences ont étées en matiere de formation de cals
embryonnaires et de régénération des plantulesn $elgénotype et la source de I'explant
(Ganeshan «tl., 2003). Des embryons immatures et matures somtlissutilisés en culture
in vitro pour induire la calaugenese et régénérer desutdsnde céréales (Changatt 2003).
Suite a l'avantage de stockage plus simple et @didponibilité tout le long de I'année, les

embryons matures sont les plus utilisés comme saliexplants.

La composition du milieu, notamment la balance hmrale, est un autre aspect
important qui affecte I'induction des cals et lgégaération des explanis, vitro (Jiang efal.
1998). L’auxine, 2.4-dichlorophenoxy acide acétigseule ou en combinaison avec les
cytokinines est largement utilisée pour promouvaiduction caulinaire et la maintenance
(Castilloetal., 1998).

La réponse des plantes aux stresses est un phéaarogplexe. Dans ce cadre la
culturein vitro est utilisée pour améliorer I'efficience de sélmtivis-a-vis de ces stress. Les
lignées tolérantes dérivées des programmes coownerlis de sélection ou bien issues des
manipulations transgéniques peuvent étre cribléggro. Ceci est plus efficient pour certains
stress abiotiques dont les méthodes appropriéescréening manquent ou présentent une

faible efficacité.

La salinité est le principal stress qui a été é&uwtlavantage en cultuiia vitro. Des
applications pour d’autres stress tels que le sthgdrique et le stress thermique sont aussi

mentionnées (Luttst al., 1996). En fait ces techniques sont actuellemensidérées comme
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d’'importants compléments aux meéthodes classiquesétiection (Zalc etal., 2004). La
sélectionin vitro pour la tolérance des stress abiotiques est dapendiu développement
d’un protocole efficace d’'induction des cals eréigénération d’explants en plantes entiéres.

L’objectif de ce travail est d’étudier I'aptitudéirdiuction des cals et la capacité de
régénération de plantules a partir des explanthlofgons matures de deux variétés de blé
tendre Triticum aestivumL.), Mahon Demias et Hidhab, soumises a difféngmeaux de

salinité et de température.

Matériel et Méthodes

1. Conditions expérimentales

L'expérience a été conduite dans le laboratoire gimétique, biochimie et
biotechnologies végétales (LGBBV) de l'universiténStantinel. Les deux variétés MD et
HD décrites dans le chapitre précédent sont utlisdmme mateériel végétal, dans la présente
étude. Aprés désinfection des graines des deugtéarpar immersion dans l'alcool a 70%
pendant une minute et dans une solution d’hypottblale sodium (NaOCI) 12%, pendant
cing minutes, les graines sont lavées trois foccassives avec de I'eau distillée stérile pour

une durée de cing minutes chaque fois.

Les embryons matures des variétés MD et HD sontgpauite extraits des graines,
sous héte a flux laminaire, a I'aide de pince etiga sous binoculaire. Aprés excision, les
embryons sont placés, scutelum vers le bas, dambales de pétri contenant le milieu de
culture de Murashigue et Skoog (MS), additionn&®@ey. I' saccharose, 8g'lagar et 10
mg. I'* 2,4.D, pour l'induction des cals (Tableaux 8 et 9)

Le pH des milieux est ajusté a 5.8 avec 0.2N KOWutoclavage du milieu (MS) est
assuré a l'aide d'un autoclave de paillasse a 124é@dant 30 minutes, alors que les
phytohormones sont stérilisées par la méthode deorfiltrage sous pression a l'aide d’'une
pompe a vide et ajouté par la suite aux miliewoeavés, aprés refroidissement de ceux-cCi

au dessous de 50°C.

Les boites de pétri, scellées avec des feuillegsidbés de parafilm, sont placées dans
une chambre de culture sous une photopériode daldé8bmiére et 8h d’obscurité, a une
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température de 22°C. 8 embryons sont ensemencésoftarde pétri, pour un total de 96
embryons testés par génotype. Aprés quatre semdimasibation, les cals induits sont
réensemencés, sous les mémes conditions dans le miéieu de culture MS, additionné de
différentes concentrations de NaCl (0, 5, 10 etglB). La période d'incubation de cals

réensemencées est de quatre semaines.

Le méme protocole est répété pour tester I'effetadempérature sur la capacité de
régénération et de croissance des cals des deoxypésn. La seule différence est qu’apres 4
semaines d’incubation, les cals induits sont réeeseées, sous les mémes conditions dans le
méme milieu de culture MS, et sont placés sougmdifftes températures ambiantes de 25, 30,
35 et 40°C. La période d’incubation des cals rémeseées est de quatre semaines.

Tableau 8. Milieux de culture utilisés pour callogenese (MStaulogenese (MS2) et

rhizogenése (MS3).

Milieu de culture MS1 MS2 MS3
Macroéléments MS MS MS/2
Micro-éléments MS MS MS
Vitamines, Fe-EDTA MS MS MS
Saccharose (g7) 30 30 30
Agar (g. I) 8 8 8
2.4D. (mg. 1 10 / /
BAP (mg. I") / 2 /
ANA (mg. I / 0.5 0.8
KIN (mg. I'") / / 0.36
pH 5.8 5.8 5.8
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Tableau 9.Composition du milieu de base de Murashigue et $kb@62)

Macro- _ Eléments Eléments
. mg/l | Micro-éléments | mg/l| _ mg/I _ mg/I
éléments inorganiques organiques
Myo-
NHsNO3 1650 Ki 0.83| FeS®O7H,O 27.8 _ 100
Inositol
Acide
KNO3 1900 | HBO; 6.2 | N@aEDTA.2H,O | 37.3| 0.5
Nicotinique
Pyridoxine-
CaCb.2H,0O 150 | MnSQ.4H,O 22.3 Hel 0.5
Thiamine-
MgSO,.7H,O | 250 | ZnSQ.7H,O 8.6 Hel 0.1
KH2PO, 170 | NaM004.2H,O | 0.25 Glycine 2
CuSQ.5H,0 0.025
CoCh.6H,O 0.025

Les cals produits sont découpées et transférégsanrde 8 cals par flacon compote,
dans un milieu MS (Tableau 8), additionné de 30 gdccharose, 8 ¢.IAgar, 2 mg BAP
et 0.5 mg.f ANA pour la formation des tiges (caulogenése),daen trois semaines. Cette
période est complétée par une autre période dendises, au cours de laquelle les explants
sont ensemencés dans un milieu contenant la noéésels de base (MS/2, Tableau 8),
solidifié avec 8 gt d’agar, additionné de 30 g.kde saccharose, 0.8 mg. #’ANA et de

0.36 mg.t* de kinétine pour la formation des racines (rhingge).

Les flacons compotes contenant les explants saeggpldans la chambre de culture
sous lumiere fluorescente et une température de.22f milieu de culture est changé tous les
15 jours. A la fin de la période d’essai, les cdsrement différenciées, montrant des talles et
des racines, sont notés comme cals régénérantu€liaqu régénérant est considéré comme
cal régénéré, quel que soit le nombre de tigesatadines émis. Les cals régénérant sont
transférés dans un milieu (MS) dépourvu d’hormoeteplacés dans une chambre éclairée

pour favoriser la croissance des plantules.
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2. Variables mesurées

Les variables ont été prises sur :
Efficacité de calogenese (induction des cals) = bremde cals induits/nombre total

d’embryons ensemencgsl00.

Efficacité de caulogenese (prolifération des calsjombre des cals proliférant/nombre total

d’embryons incubés x 100.

Surface des cals: S C = 0.5 x Long_cal x larg_call4, (Dale et Deambrogio, 1976).

Nombre moyen des plantes régénérées (NMPR) = noddsreals régénéerées/nombre de cals

proliférés.

Indice de sensibilité (IS), calculé selon la méthdd (Slama, 1982).

3. Analyse des données

Une analyse de variance a été effectuée sur lesédsn en utilisant le logiciel SAS
Version 9.00 (2002). Les moyennes des variablesurédesont été groupées par le Test de
Duncan Multiple Range (DMRT), au seuil de probaditie 5%.

Résultats et discussion

1. Induction des cals sous stress salin et thermiqu

Sous stress salin, les taux dinduction des caterdt de 88.5% et 58.3%,
respectivement pour les variétés MD et HD. Ces ltasu indiquent des différences
génotypiques significatives pour la capacité d’ictchn des cals. HD présente une moindre
sensibilité de réponse a la cultumevitro comparativement a MD qui se montre plus réactive
(Tableau 10).
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Tableau 10.Valeurs moyennes des variables mesurées par genetytraitement salin.

Variété MD HD

Efficacité d’induction des cals

Total d’embryons incubés 96 96

Nombre d’embryons avec cals 85 56

Taux d’induction des calls (% 88.5 58.3

Effet du stress salin

NaCl (g/l) 0 5 10 15] O 5 10 15
Nombre d’embryons incubés 24.0 240 24240 240 24.0 24.0 24
Nombre de cals proliférant 24.0 240 21.05.0( 22.0f 20.00 8.0 6.0
Taux de prolifération (%) 100.0 1000 91.625| 91.6| 83.3 33.3 25D
Longueur des racines (mm) 25.p 200 0.0 0.0 20.00 (0.0.0 0.0

L’étude statistique portant sur les résultats dasrpétres de régénération, a savaoir,
nombre de cals proliférant (NCP), et longueur desnes en millimétres (LR, mm), sous
stress salin, ont permis de mettre en évidencedif#érences significatives entre les

différentes concentrations salines appliqués aux dénotypes MD et HD.

L’analyse de la variance, a révélé un effet st significatif pour le facteur
nombre de cals proliférant (NCP), ainsi le Test €amMultiple Range (DMRT) au seuil de
5%, a dégagé des groupes homogénes et mis en &iden différences significatives

existant entre différents traitements salines apgi.

Cependant, chez la variété MD, l'analyse de vagaaaévélé un effet stress salin
significatif pour (NCP) & partir de la concentoatide 10g. I NaCl, ainsi le DMRT au seuil
de 5%, a dégagé trois groupes (a, b et c), alogschaz la variété HD, on distingue quatre
groupes (a, b, c et d) pour le méme parametre (NCBpendant, l'effet stress salin est
significatif au dela de la concentration dg.I NaCl Cela suggére que la sensibilité a la

salinité est similaire chez les deux cultivars.

L’analyse de variance a montré un effet stress sajnificatif pour la longueur de la
racine (LR) au-deld de §d* NaCl chez la variété MD, ainsi le DMRT a dégagé trois

groupes pour ce paramétre.
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Chez la variété HD, un effet stress salin significa été mis en évidence pour la
longueur de la racine (LR). Les moyennes sont quatnent nulles ce qui montre la
sensibilité accrue de la variété HD vis-a-vis dest salin (Tableau 11).

Tableau 11 Effet du stress salin sur la régénération de leéta MD & HD

Variété MD HD

NaCl 0 5 10 15 0 5 10 15
(-

NCP | 24+1%|23,6+0,5 | 21+1° | 15+1° | 22+2° | 19,6+0,5 | 8,3+ 0,5 | 6+

LR 25+1% |  20+1° 0+CF | 0+CF | 20+1° 0+0° 0+0P 0+0°

(mm)

Les valeurs d'une ligne suivies de la méme leteesant pas significativement différentes au seaiil d

5% (N = 24 embryons). NCP = Nombre de cals pragét LR = longueur des racines (mm).

Sous stress thermique le taux d'induction des bt de 46.8% et 36.4%
respectivement pour les variétés MD et HD. Les deaxiétés sont significativement
affectées, quoique MD se montre relativement phklérant comparativement a HD qui
présente une efficacité d’'induction des cals pailslés de 58.3 contre 88.5 pour MD (Tableau
12).

Tableau 12 Valeurs moyennes des variables mesurées par génetygiress thermique.

Variété MD HD

Efficacité d’induction des cals

Total d’embryons incubés 96 96
Nombre d’embryons avec cals 45 35
Taux d’induction des calls (% 46.8 36.4

Effet du stress thermique (°C)

)
o
w
a1

Température (°C) 25 30 35 40 25 10

Nombre d’embryons incubés 240 240 240 240 2422.0| 24.0| 24.0

Nombre de cals proliférant 150 120 10.0 80 12mW.0| 80| 5.0
Taux de prolifération (%) 62.5 500 416 333 50.81.6| 33.0/ 20.8
Longueur des racines (mm) 250 20.0 00 0.0 20.00 |0.0.0 0.0
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Ces résultats corroborant ceux@eenet al., (2006) qui observent une variation de
la fréquence de l'induction des calls de 11.6 &%0.Rashid eal., (2002) notent aussi des
comportements différents selon le génotype pondiliction des calls et la régénération des

plantules chez le blé dur.

Gonzalezet al., (2001) trouvent une variation de I'induction dedivariant de 54
a 100% ; alors que He at, (1988) rapportent les valeurs de 44 a 89% pobldealur. Des

amplitudes plus élevées sont mentionnées par Boemnat Jauhar (1996).

Plusieurs facteurs tels que la composition du milla nature du génotype, et de
'explant utilisé affectent les processus relafif¢a capacité d’'induction des cals, et a la

régéenération des plantules.

Ozgen etl., (1996) font remarquer que les embryons matures acatipement aux
embryons immatures, présentent une faible capatit@uction des cals, qui est
compensée par une régénération de plantules pew@esl Dans la présente étude la

variation notée pour la capacité d’'induction dais celéve plus de I'effet génotype.

L’étude statistique des parameétres de régénératieayurées sous stress thermique ont
mis en évidence les différences significativeseyistent aussi entre les différents traitements

thermiques appliquées aux deux génotypes étudiéetvD.

L’analyse de variance, a révélé un effet stressntioggie non significatif pour la
longueur de la racine chez la variété HD. Le DMRdégagé un seul groupe représentatif du
témoin pour ce paramétre et I'analyse de la vaeiaria montré aucun effet significatif de

différents traitements thermiques sur la longueuladracine.

Chez la variété MD le traitement thermique au-dea35°C a un effet négatif sur la
régénération des plantules. Pour la longueur desas, un effet stress thermique modéré
(30°C) significatif, et un effet stress thermiqueoyen et sévere (35°C et 40°C) non
significatif (Tableau 13).
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Tableau 13 Effet du stress thermique sur la régénération de&t@MD & HD

Variété MD HD

T (°C) 25 30 35 40 25 30 35 40
NCP 14,6+0,8 | 11,6+0,8 | 9,6+0,5 | 7,6+0,5 | 11,62 0,5 | 9,640, | 7,620,5 | 4,6+0,5
(LR, 24,6+0,5 | 19,3+0,8 | 0+0° 0+0f 19,6+0,5 | 0x0° 00" 00"
mm)

Les valeurs de la méme ligne suivies de la méntie Iee sont pas significativement différentes entre
elles au seuil de 5% (N = 24 embryons). NCP = Nende cals proliférés et LR = longueur des
racines

2. Prolifération des cals sous stress salin et tharque

Le nombre de cals qui se subdivise, sous stresg shez MD est relativement plus
élevé que celui noté chez HD (Tableau 10).

La prolifération des cals chez MD varie de 100%absence de stress salin (témoin),
& 91.6% et 62.5% respectivement sous stress salifgll* et 15g.1 (Tableau 10).

Les cals produits par HD se subdivisent relativamarins que ceux produits par MD.
En Effet chez HD lefficacité de la prolifératiorane 91.6%, en absence de stress salin
(témoin), & 83.3%, 33.3% et 25.0%, respectiversens stress d'intensité 5, 10 et 13g.|
NaCl (Tableau 10)

Ces résultats indiquent que MD montre la toléramda salinité au seuil de 59.I

NacCl, par rapport a HD qui se montre sensible éeseail.
A des niveaux de salinité plus élevés, MD réagitiérément alors que HD montre
une sensibilité plus élevée qui se manifeste paraduction significative de la capacité de

prolifération des cals, atteignant le seuil de 26%g.I* NaCl (Tableau 10).

MD présente une réponse de type curvilinéaire salmité alors que HD montre

une réponse de type linéaire (Figure. 25).
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Figure 25. Variation de [lefficacité de la proliféeration degals sous différentes

concentrations de NaCl chez les variétés de bldréehID et HD.

Chaudhury et Qu (2000) mentionnent que le 2.4-Dgéstéralement la meilleure

auxine qui favorise I'induction des cals chez lesnginées.

Dans la présente étude, I'auxine 2,4D., a étés@élia une concentration de 18gle
milieu MS pour la prolifération des cals. La difféce de la prolifération des cals en réponse
a la salinité est d’origine génotypique ou MD sentn® plus tolérant a la salinité que la

variété HD, récemment adoptée.

Au niveau modéré de salinité (5Y.I'efficacité de prolifération devient plus faébl
chez HD, prenant une valeur de 83.3%, comparatineanda valeur prise par MD qui est de
100%. Les différences entre les deux génotypes qelte caractéristique sont significatives a

des niveaux plus élevés de salinité (Tableau 10).

Dans ce contexte Bradley ak, (2001) rapportent que I'ajout du cytokinine, &
concentration, en particulier la BAP, au milieu delture pour la production de cals
proliférant, favorise la formation des cals embryaires. Dans la présente étude le milieu MS
était supplémenté avec 24de BAP et 0.5g1 d’ANA pour l'initiation des tiges de 0.8g:f
d’ANA et de 0.36g:F de Kinétine pour la formation des racines (Tabl@g
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Sous stress thermique, le nombre des cals prdigstemoindre que sous stress salin,
et pour les deux cultivars (Tableau 12). Sous @e tge stress,monote une diminution
progressive de l'efficacité de la prolifération zHes deux cultivars. La diminution est trés
marquée chez la varieté HD ou les hautes tempémataont plus marquantes sur

I'efficacité embryonnaire (Tableau 12).

3. Longueurs des racines sous stress salin et theque
Lorsque les plantules sont placées dans le miksstirte a la régénération des racines
(MS3 = MS/2, Tableau 1), dit de rhizogenese, lassance des racines devient plus rapide en

absence de sel et a une température de 25°C.

MD réussit & produire des racines sous stress raodrsg:f. Par contre HD ne
réussit pas cet exploit (Tableau 3). La longuegimaire en absence de stress est de 25 mm
chez MD et 20 mm chez HD; elle est réduite & 20 soms stress modéré de SgNaCl chez
le génotype MD. Sous l'effet du stress thermiqueremarque une similarité de réponse pour

les deux cultivars concernant cette caractérist{dableau 12).

Gonzalez etl., (2001) mentionnent que NaCl inhibe la régénératies plantules.
Chez la tomate, une corrélation positive entreéfgonse a la salinité des cellules issues de
la prolifération des cals et la réponse des plaatestade adulte (Rus &t, 1999). Ruset
al., (2000) notent une réduction du taux de croissaelegive et du contenu relatif en eau
des cals proliférant dans un milieu salé compagaient aux cals proliférant dans un

milieu non salé.

Chen etal., (1998) notent que chdzucalyptus microcoryfa croissance de la tige
était inhibée sous salinité, alors qiieebe etal., (2003) rapportent une réduction de 37%

de la croissance des cals en présence du stressdseal 00mM NaCl d’intensité.

4. Surface des cals sous stress salin et thermique

La surface des cals est fortement affectée pardssssalin chez les deux génotypes
etudiés (Figure 26). L'effet est plus important zh¢D que chez MD. En pourcentage, la
réduction de la surface moyenne des cals est @€ 44,en passant du témoin a 13dJaCl,
pour HD et de 62,16 % pour MD. Sous stress ther@)i¢flD, dont la surface moyenne des
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cals diminue de 42,27 % en passant du témoin rress& de 25°C a traitement sous stress
sévere de 40°C, est plus affectée, comparativeanbtid avec 91,28 % en passant du témoin

en 25°C a traitement sous stress sévere de 408QréFR7). Des résultants similaires sont
rapportés par Dale et Deambrogio (1976).

Surface des cals (rﬁbn

80

Surface 20
(mn?)

OHD
= MD

0 HD

5

NacCl (g/l)

Figure 26: Effet du NaCl sur la surface des cals des deuiétes MD et HD.
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Figure 27.Effet de la température sur la surface des catsvdeiétés HD et MD.

5. Nombre de plantules régénérées sous stress salirtreermique
Le nombre moyen des plantules régénérées chexitté MD est plus important que
celui de la variété HD sous I'effet du stress satithermique. L’efficacité de régénération est

le double chez MD comparativement a HD. Des résultemilaires sont notés pour le stress
thermique (Tableau 14, Figures 28 et 29).
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Tableau 14 Plantules régénérées par cal sous I'effet du steadin et thermique

Type de stress Stress salin  Stress thermique
Nombre d’embryons incubés 96 96

Nombre de cals proliférés MD 84 45

Nombre de cals proliférés HD 56 35

Nombre moyen de plantules régénérées HD 1 1
Nombre moyen de plantules régénérées MD 2 2
Pourcentage de plantules régénérées HD (%) 1.78 2.85
Pourcentage de plantules régénérées MD (%) 3 2.0 4.44

Nombre moyen des pleules régénérées

(Nombre

2, 5-
2

L5 @ HD

L m MD

0, 5-
0

Plantes régénéré@dantes régénérées
Sous stress salin Sous stress thermig

Figure 28. Nombre moyen des plantules régénérées sous ltkffstress salin et thermique
des variétés MD et HD.

Gonzalez etl., (2001) ont signalé que la salinité inhibe la régéation des plantules
de tomate. Rus etl., (1999) ont trouvé une corrélation positive efdreéponse a la salinité
des cellules résultant de la prolifération des @tlselles des plantes adultes. Rusalet
(2000) ont noté une réduction du taux de croissasletive et la prolifération des cals dans
un milieu salé relativement a la prolifération deds dans les milieux moyennement salés.
Chen etal., (1998) ont noté que la croissance des pousd$ascalyptusmicrocorysa été
inhibée par la salinité. Abebeat, (2003) ont pu avoir une réduction de 37% dedissance

des cals dans des conditions de stress salin aM00ac|.
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Figure 29.Culture in vitro des embryons matures : a) Indoctdes Cals, b) Prolifération, c)
Formation des tiges et des feuilles, d) formatioegs dacines du cultivar MD (Stress
thermique : 1, 5, 9, and 13.), (stress salin : 216 and 14) ; HD (stress thermique : 3, 7, 11
and 15), (stress salin : 4, 8, 12 and16).

6. Indice de sensibilité

Afin de confirmer l'aptitude a tolérer le sel at/ta température chez les deux variétés
étudiées, nous avons proceédé au calcul de I'indiceensibilité (IS) pour un parametre donné
qui est la longueur des racines (LR). L'indice @msbilité correspond a I'écart entre les
plantules traitées et témoins. Il est calculé siddormule suivante : IS = [(Ps —Pt)/Pt] x
100, avec (Ps = Plantes stressées), la valeur du ptmamesuré chez les plantes soumises

au stress salin ou thermique et (Pt = plantes t&shoia valeur du méme paramétre chez les
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plantes témoins, (Slama, 1982). Plus I'indice desdrlité (IS) est négatif, plus la variété est

sensible.

Les résultats obtenus au cours de notre étudéemein évidence une différence de la
réponse au stress salin et thermique au sein des \d®gietées MD et HD. De méme, on
constate que, chez les deux variétés, la longuesiratines est fortement affectée a 5°g. |
NaCl, et a 30°C chez la variété HD, en chiffrep@)Ldans les deux cas par rapport au témoin,
comparativement a MD qui accuse des valeurs pkwgék de l'indice de sensibilité dans les
mémes conditions de stress salin et thermique@pglien chiffre, (-20) et (-21,54)
respectivement, Tableau 15. L’apport de NaCl damilieu de culture réduit la longueur
des racines des plantules quelque soit la condiemtratilisée. A 5, 10 et 15 g INaCl, la
croissance est complétement inhibée chez la vadBtéNéanmoins, a 5 g* NaCl,
L’élongation des racines est fortement réduite dhemriété MD, alors que dans 10g. kt

15g. I, la croissance est inhibée totalement.

L’examen des valeurs de l'indice de sensibilité) ({®ntre que la sensibilité au sel
dépend étroitement de l'effet de stress et destgpes (Tableau 15). Le parametre IS
discrimine mieux les génotypes étudiés pour |dsldai concentrations salines (59.kt les
températures moins élevées (30°C). Au-dela de drite et ce degré, la croissance est
fortement, voire complétement inhibée et la comiparades variétés sur la base de I'lS n’est
plus significative. De ce fait, il apparait quevkiété HD est plus sensible comparativement a

la variété MD.

Tableaul5.Variation de I'indice de sensibilité au sel et attanpérature estimé sur la base

de la longueur des racines

Valeur d’IS a
NaCl (&)l Températur@)
0g1 5gt% 10917 15g.1 25°C 30°C  35°C 40°C
Génotype
MD 0 -20 -100 -100 O -21,54 -100  -100
HD 0 -100 -100 -100 O -100 -100 -100
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Conclusion

Les résultats de la présente étude indiquenijigrésente un taux élevé d’'induction
des cals comparativement a HD. Une réponse diffiéilen est également notée pour la
capacité des cals a proliférer et a régénérer deges sous différentes conditions de stress
salin. L'efficacité embryogéne de MD est plus faiBbus stress salin comparativement a HD.
Le taux de régénération des plantes est nul soessssalin pour HD et faible pour MD sous
stress salin modéré. L'indice de sensibilité conérla tolérance de la variété MD
comparativement a la variété HD vis-a-vis le st et thermique. Quoique les résultats
obtenus soient basés sur le comportement de dewtypés, ils indiquent la faisabilité de la

sélectionin vitro vis-a-vis des stress abiotiques tels que le sta@gs et/ou thermique.

91



Chapitre 1V

Effet du stress salin sur I'expression des transpteurs d’ions chez deux

variétés de blé tendre Triticum aestivuni.), Mahon-Demias et Hidhab

Résumé

Cette étude a été conduite au laboratoire de proteet amélioration des plantes
(LPAP) du centre de biotechnologie de Sfax (CBS)nidie. L'objectif de l'étude est
d’analyser le niveau d’expression de cing geneglidats en réponse a la salinité. Les
résultats indiguent que les deux transporteuromigties HKT1;5 et HKT2;1 s’expriment
dans les racines, mais pas dans les gaines etslirakiec une meilleure expression du gene
HKT1;5 dans les racines de HD. Ceci suggére unpidle important du géne HKT1;5 chez la
variété tolérante HD. L’expression de I'antiportexacuolaire N¥H" (TNHX-1), dans les
racines, les gaines et limbes est plus élevée ldbegque chez MD. Les racines et gaines des
deux génotypes accumulent plus de transcrits @gri@phosphatase vacuolaire TVP1 que le
limbe foliaire. La similitude du type d’expressidas génes TNHX1 et TVP1, notée chez MD
et HD, suggére que la compartimentation vacuokagie avec une méme efficacité chez les
deux génotypes. L’anti-porteur NH" localisé au niveau de la membrane plasmique (TaSOS
1) s’accumule plus dans les racines et gaines deetiparativement a HD, suggérant qu’en
plus d’'une meilleure efficacité de rétention deriNa dans les gaines, la variété HD évite
I'accumulation de Iion Nadans le limbe foliaire en activant son efflux viae expression
élevée du gene TaSOS1 dans ce compartiment. Lelsatésde la présente étude indiquent
que la tolérance a la salinité chez le blé tendzenbie liée a la capacité d’éviter
laccumulation & des niveaux toxiques de lion *Nassociée a une capacité élevée
d’osmorégulation et/ou au maintien d’un niveau ptalgle de K, spécialement dans le limbe
foliaire. Cette information est utile pour la séles du matériel végétal plus résilient vis-a-vis

de la salinité.

Mots clés Triticum aestivuni, stress salin, transporteurs d’ions, expresgimique.
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Saline stress effects on candidate ion transportgenes expression in tow

bread wheat (TriticumaestivuniL.), Mahon-Demias and Hidhab

Abstract

This study was conducted at the protection andtphaprovement laboratory (PPIL),
centre of biotechnology of Sfax (CBS), Tunisia. Tdigective is to analyze the expression
level of five candidate genes for salinity respomgierance. Results indicated that both
cationic transporters HKT1; 5 and HKT2; 1, were regged in roots, but not in sheaths and
blades with improved gene expression HKT1; 5 irntsad HD cultivar. This suggests a more
active role of HKT1; 5 gene in HD as a toleranti@igr Expression of vacuolar anti-porter
Na'/H*, TNHX-1 in roots, sheaths and blades was higheHn than in MD. Roots and
sheaths of both genotypes accumulate more tratsa@fpvacuolar pyrophosphatase TVP1
than the leaf blade. The similarity type of gengression, TNHX1 and TVP1, observed in
MD and HD, suggesting that vacuolar compartmerddbn added with equal efficiency in
both genotypes. N#H™ antiporter localized in the plasma membrane (TaBO®&ore
accumulated in MD roots and sheaths compared toddBgesting that in addition to better
retention efficiency of Nain sheaths, HD prevents the accumulation of iahe blade by
activating its efflux via a high expression of thpene SOS1 in this compartment. Results of
this study indicate that salinity tolerance in wheppears to be related to the ability to
prevent the accumulation of Ntxic levels, associated with a high osmoregulatiapacity
and / or maintaining an acceptablél&vel, especially in blade. This information is fuéor

screening bread wheat segregating material foligese to salt stress.

Keywords: Triticum aestivuni, saline stress, ion transporters, geneticalfyression
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Introduction

Les céréales répondent a la salinité soit en ertlles ions du sodium soit en le
faisant ré-circuler a l'intérieur de la plante pdeircompartimenter (Munns et James, 2003).
En effet, il semble que plusieurs mécanismes sisemjeu dans le contexte de la tolérance a

la salinité, ce qui en fait un caractére compléxelifier etal., 2005).

Malgré les progrés fait en matiere de compréhendes meécanismes moléculaires
intervenant dans la réponse des plantes a latéalpgu de génotypes tolérants le stress salin
ont été identifiés (Colmer eal., 2005). Les glycophytes tel que le blé tendFeticum
aestivumL.) confrontent le stress salin grace a I'excloside I'ion Nd des tiges vers les
racines (Munns adl., 2003 ; Colmer eal., 2005), et en tolérant des niveaux élevés de I'ion
Na" dans les tissus (Yeo et Flowers, 1983; Colmed.e2005; Munns e&l., 2006; Tammam
etal., 2008).

Sous conditions de stress salin, le blé tendmtigum aestivumL.) se montre
généralement plus tolérant que le blé dutticum durumDesf). Ceci s’explique par le fait
que le blé tendre se montre plus efficace en tedieslusion des ions NgdColmer etal.,
2005). Par contre, selon Maas (1986), I'orgerfleum vulgard..) se montre plus tolérante
que le blé tendre et le blé dur, malgré qu’ellentianne une concentration de Iion Nadans
le feuillage similaire a celles du blé. Ceci suggeane plus grande tolérance des tissus de

I'orge vis-a-vis de Iion N& comparativement a la tolérance qui caractériséidsus du blé.

Des analyses génétiques du riz (Gregorio et SaaadtD93) et du blé (Singh et
Singh, 2000) ont montré que la tolérance a la isalest sous contrdle polygénique avec des
effets allant de I'additivité compléte a la prépérahce de la dominance et l'interaction
épistatique. Des études récentes, conduites pauxncomprendre et améliorer la tolérance a
la salinité se sont intéressées au mécanisme d&®ol de I'ion Na comme principale critére
de sélection (Shavrukov at., 2010).

Les différences génotypiques d’exclusion de liofi, éatimées par la concentration de

I'lon Na" du limbe foliaire ou de la tige, existent cheblé, mais la relation avec la tolérance

au stress salin n’est toujours mise en évidencac¢@tl., 2010).
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Selon Dvorak efal., (1994) ainsi que Tammam at., (2008), les cultivars de blé
tendre expriment un faible taux de transport dmlide sodium vers la tige et maintiennent un
rapport K/Na™ élevé dans les feuilles. Ce rapporf/Ma” discriminatoire, contribue

significativement a la tolérance au stress salin.

Un locus contrélant ce caractére, le lokngl, a été cartographié sur le chromosome
4DL (Dubcovsky etal., 1996) du blé tendre, alors que le blé dur ne plespas ce locus. Un
locus homologue du loclksal n'a pas encore éte identifié dans les génomesBAdes blés
tétraploides. Munns etl.,(2000) rapportent I'existence du phénomene d'estclude I'ion
Na" et d’un rapport K/Na’ élevé dans le limbe foliaire du blé dur similaiteseux existants
chez le blé tendre.

Des analyses génétiques indiquent la présence we ldei majeurs, leNax et le
Nax, qui contrélent I'exclusion du Nadu limbe foliaire (Munns edl., 2003). Un marqueur
moléculaire lié au locublaxla été récemment identifié et a facilité le trarisfapide de ce
locus a des variétés commercial de blé dur (Lincday., 2004). Des études physiologiques
montrent que chez un génotype tolérant, le contiéléa concentration de I'ion Naans le
limbe foliaire résulte de l'interaction entre leaoffement net du xyléme et la séquestration au
niveau de la gaine (Davenportatt, 2005).

En utilisant des lignées iso-géniques, il a été aénd que le réle majeur du locus
Naxl est de conférer la tolérance a la salinité dnargtplus de Nadu flux xylémique des
racines et de la gaine, réduisant ainsi la conatotr du N& au niveau du limbe foliaire
(James efl., 2006). Les systémes de transport HKT (High Afink" Transporters) sont
actifs au nive au de la membrane plasmique et&téadémontré qu’ils fonctionnent comme
Na'/K *symports et comme un Raélectif uni-port (Horie et Schroeder, 2004; Gadeblas et
al., 2003).

Des analyses phylogénétiques des séquences HKTanbta présence de deux sous
familles codées 1 et 2 (Plattenatt, 2006). Il a été suggéré que la sous famille 1 (HKX)
intégre les transporteurs HKT seulement perméabledNd; alors que la sous famille 2
(HKT2;y), représente les transporteurs qui sontgables aux ions Nat K'. Selon Laurie
etal., (2002), les HKT semblent jouer un réle importaansl le contréle du transport de l'ion

Na' chez le blé tendre et probablement aussi chel# leus.
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La compartimentation des ions Naans les vacuoles est un mécanisme efficace pour
éviter leurs effets toxiques au niveau du cytokeltransport de I'ion Navers les vacuoles
est assuré par des cations/anti-porteufsdbint l'activité est facilitée paun gradient
électrochimique de protons généré par des enzyraesolaires Frtranslocation, la H
ATPase et la HPPase. En effet ces phosphatases générent lenjraéis protons nécessaire
a l'activité des NdH" anti-porteurs (Chinnusamy at., 2005). Les transporteurs vacuolaires
NHX (échange NaH") jouent des rdles significatifs dans la régulattosomique du pH
(Yamaguchi etl., 2001), 'homéostasie du’ket I'expansion cellulaire (Apse at., 2003), le
trafic vésiculaire et le ciblage des protéines (Bmaetal., 2000; Sottosanto ei., 2004).

Une corrélation a été trouvée entre I'expression gknes codants les anti-porteurs
NHX et la tolérance a la salinité chez le coton (&¢al., 2004). Des résultats similaires ont
éte observes chez le blé (Sagipakét 2005). lls suggerent qu'une expression élevée des
antiporteurs NgH" endogénes vacuolaires dans les racines et lesdigge génotypes de blé
résistant a la salinité, facilite I'exclusion du Ndu cytosol et améliore la tolérance a la
salinité (Saqip eal., 2005).

Des études antérieures indiquent que la surexpresi@s genes NHX améliore la
tolérance a la salinité chez plusieurs especedai¢es, suggérant I'implication de ces génes
dans la séquestration vacuolaire dé (#pse etal., 1999 ; Zhang et Blumwald, 2001; Tester
et Davenport, 2003; Yamaguchi et Blumwald, 2005niBet al., 2007). Les résultats de ces
études montrent que les protéines NHX agissent eooes anti-porteurs N et possédent
une activité efficace d’échangé/K* (Venema etl., 2002).

La caractérisation fonctionnelle des 'W#" anti-porteurs (TNHX1), et de la pompe
vacuolaire H-PPase (TVP1), a été rapportée récemment che# lpablBrini etal., (2005).
Les plantes transgéniques de I'arabefalbidopsis thalianayur-exprimant les anti-porteurs
vacuolaires du blé N#*, TNHX1 et H+-PPase, TVP sont plus résistantesea d
concentrations élevées de NaCl et au manque dealeg génotypes sauvages (Brinakt
2007). L'efflux du sodium des cellules racinaireste® 'accumulation de cet ion a des
niveaux toxique dans le cytosol et son transpartsdles tiges. Des analyses génétiques
moléculaire du géne SOS (Salt Overly Sensitive} ales mutants de I'arabette ont conduit a

I'identification d’un anti-porteur N@H" de la membrane plasmique, SQ&ui joue un role
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crucial dans I'exclusion de I'ion Nales cellules épidermiques des racines sous I'défda
salinité (Shi et Zhu, 2002).

Mieux comprendre les bases moléculaires des méuanigie la tolérance et des
signaux du stress salin chez le blé est aujourdiBuaessaire pour pouvoir créer et cribler des

génotypes plus tolérants au stress sdlisbjectif de ce travail est une analyse molécalaie
I'expression des transporteurs de sodium pourlé&ance au stress salin chez deux génotypes ctigrds blé
tendre Triticum aestivuni_.), Mahon-Demias (MD) et Hidhab (HD).

Matériel et Méthodes

1. Conditions expérimentales

Une expérimentation portant sur I'étude du stredis,ssimilaire a celle décrite dans le
chapitre précédent, a été conduite, avec le méntérieaségétal au niveau du laboratoire de
protection et d’amélioration des plantes (LPAP)ceuatre de biotechnologie de Sfax (CBS),
Tunisie. Les graines des deux variétés ont étédiséés dans 0.5 % NaOCI durant 15 minutes
puis lavées abondamment avec de I'eau distillédestt placées dans des boites de pétri sur
une feuille de papier filtre pour la germinatioresLboites de pétri ont été incubées a 25°C
dans une chambre de culture sous une photopérgidee lumiere et 8h d’obscurité & +

10%d’humidité relative.

Des plantules agées de 4 jours sont transféres dies tubes Eppendorf et flottant
dans des conteneurs portant une solution Hoaglandite diluée (Epstein, 1972). Lorsque
les plantules atteignent le stade de 3 feuilles, @mcentrations de NaCl (0, 50, 100 et 200
mM) sont appliquées progressivement aux différeotsteneurs représentant les différentes

traitements et variétés (Benderradjaet 2011).

2. Extraction des ARN totaux des plantes par la mébde du Trizol

Cent milligramme de matériel végétal est broyé ddaesl'azote liquide jusqu’a
'obtention d’une poudre fine qui est transvaséersdan tube Eppendorf en ajoutant 1 ml de
Trizol. L’ensemble est bien mélangé et incubé pah8aninutes a température ambiante afin
de dissocier le complexe nucléoprotéiques. Ensaitegajoute 200 pl de chloroforme et on
agite vigoureusement pendant 15 secondes. Le n&lasgincubé pendant 2 minutes a
température ambiante puis centrifugé a 12000 rpndg® 15 minutes a 4°C. A la phase

agueuse récupéree, on ajoute 0,5 ml d’isopropahaneincube pendant 10 minutes a
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température ambiante. Apres centrifugation a 1290 pendant 10 minutes a 4°C, le culot

est lavé avec de I'éthanol 70%. Enfin, le culotreptis dans 50 ul #D traitée au DEPC.

3. Synthése des cDNAs par transcriptase reverse THPCR)

Une reverse transcriptase est réalisée a partieddopulation d’ARN dans laquelle se
trouve le messager que l'on veut visualiser. Le ADbdbrrespondant a ce messager est
ensuite amplifié par la réaction de PCR. L’ARN tesit d’abord traité par la DNase pendant
lha37°C:

Le mélange contient : - 10pg d’ARN
- 1pul DNase-RNase free (10 unités/ul)
- g.S.p 20 ul H20

L’enzyme est inactivé a 65°C pendant 15 minutesyié® les ARNs sont précipités et
le culot est repris dans 10 ui® DEPC.
La synthése du cDNA se fait comme suit :
9 ul d’ARN sont dénaturé a 80°C pendant 5 minutes placé immédiatement dans la glace.
A cet ARN dénaturé, on ajoute :

- Tampon 5X 4 ul
- dNTPs (10mM) 2 ul
OligodT 2 ul
- RNase inhibitor 1l

- Enzyme MMLYV (5U/ul); (Invitrogen) 2Au

On incube a 37°C pendant 1h, ensuite & 65°C pentfaminutes pour inactiver
'enzyme. Le produit de la réaction de reversedcaption est dilué pour I'utiliser comme

matrice pour des amplifications par PCR.

4. Amplification des cDNAs par PCR

La technique d’amplification par PCR consiste édtfier des cycles multiples de
réplication de 'ADN ou du cDNAIn vitro et cela en utilisant des oligonucléotides de
synthése qui s’hybrident avec des séquences coraptaires bordant la séquence a amplifier
(Tableau 15). Chaque cycle comprend une étape datutétion de la matrice, une étape
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d’hybridation des amorces et une étape de polyatéis Les conditions d’amplification

adoptées sont les suivantes:

ADN (50 ng/ul) 1pl
Tampon PCR 10X 2,5 ul
MgCl (25mM) 1,5 pl
dNTPs (10mM) 1 pl
Amorce 1 (50 ng/ul) pi
Amorce 2 (50 ng/ul) pi

Tag DNA polymérase 1l

H,O Q.s.p 25 ul

Le premier cycle de la réaction commence par un@tdéation de 'ADN pendant 30
secondes a 94°C, suivie d’'une hybridation (ADN-atepmpendant 30 secondes a Tm°C et
d’'une polymérisation pendant 2 minutes a 72°C.dmpérature d’hybridation Tm entre les
oligonucléotides et les matrices est donnée plartaule suivante :

Tm = 4(C+G) +2(A+T) ; Cette formule ne peut éttdisée que pour des amorces composeées
de 18 a 28 nucléotides. Une fois les 30 cycles aohéveés, le produit de I'amplification est
analysé par électrophorése sur gel d’agarose a 1 %.

Tableau 16 .Oligonucléotides synthétiques utilisés pour I'arfigdition du cDNA cible

Désignation Séquence

HKT8-F3 5-CTGTCGCTCTTCTGCGCCAT-3'
HKT8-R3 S5-TATACTATCCTCCATGCCT-3'
HKT2-F3 5-GATCCACTCAACTTCTCCAC-3'
HKT2-R3 5-TCATACTTTCCAGGATTTAC-3'
B3-F 5-TCGGAAAATTCCTCTACCTA-3"
B4-R 5-AGAACAACAATGATTGTGCT-3"
TVP-F 5-GTCAGCAGAGCTGGTGTGAAG-3'
TVP-R 5-TCAGCTTGATGAGGATGTTGA-3"
KM1-F 5-GCATCTTATTGGAAGGATTT-3'
KM2-R 5-CCTCTCAGGTGAGACTGCTA-3"
Actin- F 5-GTGCCCATTTACGAAGGATA-3'
Actin- R 5-GAAGACTCCATGCCGATCAT-3'
Oligo-(dThs 5'- ACGCGTATCGATGTCGAC (dT)g3’
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5. Electrophorese

Le produit d’amplification PCR est analysé sur &h @jagarose en présence de BET
(bromure d’ethidium 1pg/ml). Le tampon de dépodliséiest concentré 6X (0,25% bleu de
bromophénol ; 40% saccharose). Le tampon de nuigrast le TAE (1X). Les ADNs sont
par la suite visualisés sous UV.

Résultats et discussion
- Analyse de l'expression de génes candidats HKT1;5KT2;2, TNHX1,
TVP1 et TaSOS1 chez MD et HD

Il a été prouvé antérieurement que de nombreuxsgeoent d'importants réles dans
le maintien de I'homéostasie des ionsdG Na chez les plantes supérieures. Dans la présente
étude, le niveau d’expression de cinq génes carglidapliqués dans I'absorption, le
transport et la séquestration des ion$, Mat analysé.

Une analyse par RT-PCR de deux génes codantsdeomrsous familles de HKT , a
savoir, HKT1;5 antérieurement nommé HKT8 et HKTarérieurement nommé HKT2 chez
les cultivars MD et HD, soumis a 100mM NaCl, montre niveau élevé d’expression des
deux genes dans les racines, mais pas dans lesgairdans les limbes foliaires. Alors que
le gene HKT2;2 montre une expression identique desmsacines des deux génotypes, les
transcrits du gene HKT1;5 s’accumulent a des nixgaus élevés dans les racines de HD.
En ce qui concerne I'antiporteur vacuolaire’ ¥ (TNHX-1), les niveaux des transcrits dans
les racines, les gaines et les limbes foliaires ptus élevés chez HD que chez MD. Plus de
transcrits semblent s’accumuler dans les racindssegjaines que dans les limbes des deux

génotypes.

Le niveau d’expression de la pyrophosphatase vaireoH-PPase (TVP1) est
comparable a celui observeé pour les transcritseshe FNHX1. Les racines et les gaines des
deux génotypes accumulent plus de transcrits delTitk les limbes foliaires. Pour le géne
TaSOS-1, un antiporteur N&™ localisé au niveau de la membrane plasmique, pus
transcrits s’accumulent dans les racines et lesegaile MD comparativement a HD (Figure
30).
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Figure 30. Profil d’expression des génes HKT;5 ; HKT2;2 ; &l ; TVP1 et TNHX1 dans
les racines (R), la gaine (G) et le limbe (L) de 4HD.

La tolérance a la salinité reflete la capacitéalplante a exclure I'ion Naainsi que
les mécanismes associés a la tolérance des tisgeiguler I'ion N& Ces composantes de
la tolérance a la salinité fonctionnent indépendaminde sorte que la tolérance a la salinité
reste dépendante de leurs effets relatifs respettf rapport K/INa" est controlé par un QTL
lié au locusKnal situé sur le chromosome 4DL du blé tendre (Gorlenal., 1987,
Dubcovasky etal., 1996). Plusieurs études apportent la preuve qotaus de I'absorption
racinaire, la discrimination Ksur Nd devient un caractére important qui contribue a la
toléerance a la salinite. De ce fait ce rapport kesgement utilisé comme parameétre
discriminant de la tolérance a la salinité des ggres de céréales et chez d’autres especes de
plantes (Gorham etl., 1990; Santa-Maria et Epstein, 2001; Munns et Jag@if3).

La réduction de l'efflux du K induit par la salinité, permet la contributios cet ion
a 'osmorégulation, annulant le besoin d’un investiment élevé dans la production de solutés
organiques et autorisant le maintien & un niveiigee du rapport KINa" du cytosol (Cuin
etal., 2008). La tolérance a la salinité est dépendaesetidnsporteurs HKT qui assurent le
transport spécifique des ions Nat jouent un role clé dans la régulation de I'hostasie du
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Na’ (Rodriguez-Navarro et Rubio, 2006; Munns et Tes@08). Plusieurs génes appartenant
a la famille des HKT ont été étudiés chez le higlte. TaHKT1 a été le premier géne HKT a

étre cloné a partir des plantes supérieures, maniree expression dans les cellules corticales
(Schachtman et Schroeder, 1994).

La sous régulation du géne TaHKT2;1 chez le blgnmante le poids frais des tiges de
50 a 100% sous salinité d’intensité de 200 mM d€IN# en absence de’KLaurie etal.,
2002). Suite a la sous régulation du gene TaHKTz4,plantes transgéniques de blé se
caractérisent par une réduction de la dépolarisatas cellules corticales des racines et un
faible influx de lion Nd, indiquant que le géne TaHKT2;1 intervient dansdatrole de
I'influx de I'ion Na* (Laurie etal., 2002).

Chez le blé dur, le gene homologue du gene TmHKZ7-&kistant chezTfiticum
monococur)) qui est le meilleur représentant du locus Ngelut contrbler le déchargement
de 'ion N& du xyléeme des racines et de la gaine de la ligde tolérante a la salinité, mais
pas du cultivar sensible Tamaroi (Jameal e2006).

Sous salinité, I'expression des deux genes HKTisé@s dans la présente étude, sont détectées
uniguement au niveau des racines des deux cultiemtes. Alors que le géne HKT2;2
présente le méme degré d’expression chez les détixacs, une différence d’accumulation
des transcrits a été notée pour HKT1;5 qui montie surexpression dans les racines de HD.
Ces reésultats suggerent que les deux genes HKivienaent dans le transport des ions
Na'/K*, a travers la membrane plasmique des cellulescates des racines, avec cependant
un réle plus actif du géne HKT1;5 chez la variélérante HD.

Le niveau d’expression du gene anti-porteur, TNH¥dus conditions de stress salin, a été
aussi étudié. Les transcrits de ce gene s’accuinalen niveau élevé dans les racines et les
gaines des deux cultivars MD et HD, comparativendefaccumulation dans le limbe. Cette
expression élevée des transcrits, dans les raeinkes gaines, fait suite a une accumulation

accrue de ion Nadans les vacuoles.

Le niveau d’expression du géene TVP1, dans lesrdifts tissus des deux génotypes
évalués, est similaire a celui du géne TNHX1, sumtéque I'anti-porteur NaH" agit, en
concert, les HPPase et ATPase vacuolaires pour séquestreatiess dans la vacuole et les

compartiments pré-vacuolaires. La similitude duetygiexpression des genes TNHX1 et
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TVP1, notée chez MD et HD, suggere que la comparttation vacuolaire agit avec une

méme efficacité chez les deux génotypes.

L’induction de I'expression du gene V-PPase, salsige élevée, dans les racines a
été aussi observée pour les génes AVP1, HVP1, H¢PTIBVP (Fukuda «il., 2004; Gao et
al., 2006). La compartimentation vacuolaire des ion$, ea excés, fournit un moyen peu
couteux, en termes d’énergie, pour réaliser l'ogmolation sous salinité. Ce type
d’osmorégulation est similaire a celui réalisé fgarétention de I'ion K dans le cytosol. En
effet la surexpression, dans les plantes d’arabetiesgéeniques, de l'anti-porteur du
tonoplaste Na(K*)/H*, AtNHX1, dont la capacité est d’accroitre l'infldu N& vers la
vacuole, améliore la tolérance du Naans en accroitre le contenu dans les plantes

transgéniques (Xue at., 2004).

L’accumulation des transcrits de I'anti-porteur "M& de la membrane plasmique,
TaSO0S1, était plus faible dans les racines egd@ses de HD que de MD ; alors que dans le
limbe, I'expression du géne TaSOS1 était plus éesiéez HD que chez MD. Ce type
d’expression suggére qu’en plus d’une meilleuratité de rétention de I'ion Nalans les
gaines, la variété HD évite 'accumulation de I'iNa" dans le limbe foliaire en activant son
efflux via une expression élevée du gene SOS1 densompartiment. Des résultats
similaires ont été rapportés par Briniadt, (2009) qui notent I'existence d’'une corrélation
entre le type d’expression du gene TaSOS1 dansbéses et les gaines et le flux de I'ion
Na’" des racines vers les feuilles. Par contre Gerat.e(2007) n’ont pas observé une telle
corrélation entre le contenu en Ndu feuillage et la tolérance a la salinité cheblée Ceci
suggére que l'exclusion du Naseule, n'est pas toujours suffisante pour amglida
tolérance a la salinité ; et de ce fait d’autrecamémes physiologiques doivent étre pris en

considération.
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Conclusion

Parmi les cinqg génes candidats étudiés, les HK&1L13KT2; 2 s’expriment dans les
racines, mais pas dans la gaine et dans le lim@erés, avec une meilleure expression du
géene HKT1;5 qui s’accumule a des niveaux plus élelans les racines de HD. Ceci suggere
que ces deux génes interviennent dans le trandpertons N&K*, & travers la membrane
plasmique des cellules corticales des racines, aependant un réle plus actif du géne
HKT1;5 chez la variété tolérante HD. Les niveaus ttanscrits de I'anti-porteur vacuolaire
Na'/H® TNHX-1, dans les racines, la gaine et le limbetgius élevés chez HD que chez
MD. Cette différence d’expression s’explique paditiérence d’accumulation de I'ion Na

dans les vacuoles.

Le niveau dexpression de la pyrophosphatase vateolH-PPase, TVP1 est
comparable a celui observé pour les transcritséhe g’TNHX1. Les racines et la gaine des
deux génotypes accumulent plus de transcrits delTyf le limbe foliaire. La similitude du
type d’expression des genes TNHX1 et TVP1, notéez ddD et HD, suggere que la
compartimentation vacuolaire agit avec une ménieagité chez les deux génotypes. Plus de
transcrits du géne TaSOS-1, un antiporteu/Made la membrane plasmique, s’accumulent
dans les racines et la gaine de MD comparativeragD. Ce type d’expression suggere
qu’en plus d’'une meilleure efficacité de rétentamlion Na dans les gaines, la variété HD
évite I'accumulation de lion Nadans le limbe foliaire en activant son efflux viae

expression élevée du gene SOS1 dans ce compartiment

Les résultats de la présente étude indiquent queldeance a la salinité chez le blé
tendre semble liée a la capacité d’éviter I'acciatioh a des niveaux toxiques de I'ion"Na
associée a une capacité élevée d’osmorégulation at/ maintien d’un niveau acceptable de

K*, spécialement dans le limbe foliaire.
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Svynthése

Syntheése

La production Algérienne en matiére de céréalds mearginale, quoigu’elle ait connu
des augmentations significatives depuis les antéé8, atteignant plus de 35 millions de
quintaux (FAO, 2009). Les importations connaissegites aussi, des augmentations
importantes, atteignant les 80 millions de quintagmite aux besoins, toutes céréales
confondues, qui dépassent largement les 100 nslid@nquintaux (Hervieux etl., 2006). La
production des zones arides et semi-arides estfdible et irréguliere. L'élévation de la
température et la rareté des évenements pluviatkat cours du cycle de développement de
la plante et particulierement apres I'anthese a@sgmtent des contraintes a 'augmentation des

rendements en zone semi-aride.

L'effet se manifeste par une accélération de l&s®mnce foliaire et un arrét de la
croissance du grain (Condenal., 2004). La salinité qui est 'accumulation deks shssous
dans la solution du sol a un niveau qui inhibertdssance et le développement des plantes,
représente une autre contrainte a la productioncditsres des zones arides et semi-arides
(Munns etal., 2006). De plus la salinité est associée a I'eaiuegt un important facteur

d’augmentation des productions végétales.

La recherche d'une meilleure adaptation a la vianagnvironnementale est devenue
donc une nécessité pour améliorer les rendemerdssdeegions. La variation des rendements
est engendrée par la sensibilité des nouveauwardtaux divers stress biotiques et abiotiques
qui caractérisent le milieu de production. La sibm directe basée sur le rendement s’est
révélée, le plus souvent, inefficace dans l'idécdiion de génotypes adaptés et tolérants les
stress (Rodrigues etl., 2008). La réponse des plantes aux divers stresdiqa®s est une
caractéristique sous controle génétique completie. &t déterminée en partie par les

propriétés cellulaires (Bajji etl., 2001).

Les biotechnologies représentent une rapprochdégige pour la mise en ceuvre de
tests de criblage applicables au niveau cellul@&teuch etal., 2008). Leur emploi s'est avére
efficace dans la compréhension des mécanismewentants dans la tolérance aux stress
(Baum et Johnsqr2007). L'identification de genes induits en cordalitide stress, constitue

une approche prometteuse en amélioration des plaie effet, I'isolement de génes
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candidats et leur caractérisation devrait permetiteurt terme leur transfert a d’autres fonds
génétiques plus performants, et qui sont généraieples sensibles aux stress abiotiques
(Baum et Johnsqr2007).

Le présent travail se propose comme objectifsatliev la réponse de deux variétés de
blé tendre Triticum aestivumL.), Mahon-Demias (MD) et Hidhab (HD), a la sdénia
travers I'étude du comportement morpho-physiologigous stress salin, la réponse a la
culturein vitro et  étude du niveau d’expression de cing genes coganfsles transporteurs
de N4. Les résultats de I'étude de la réponse a laisaties variétés MD et HD indiquent la
réduction, sous l'effet de la salinité, du poutege de germination, la longueur des racines
et des épicotyles, la surface foliaire, le contenuchlorophylle, la teneur relative en eau, le
potentiel hydrique, la fluorescence et l'augmenptatides sucres solubles. Hormis la
fluorescence qui ne discrimine pas entre les déwnotypes étudiés, la réduction des autres

variables mesurées est en faveur de HD comparativeaMD.

Greenway et Munns (1980) mentionnent que la sélafifiecte la croissance par I'effet
du déficit hydrique, la toxicité des ions absorbésexces et par le déséquilibre ionique qui
résulte de l'antagonisme entre les ions en exceseex qui sont en déficit et qui sont
nécessaire a l'activité enzymatique. Termatt et MIi1986) ; Munns, (1993) ainsi gdkao
et al., (2007) expliquent quéa réduction de la croissance est la conséquenqaudesurs
causes, dont entre autres le statut hydrique, Eeqidlibre ionique, la répartition et

I'utilisation des hydrates de carbone.

Plusieurs études rapportent que I'effet de la galse manifeste par une réduction de
la croissance qui fait suite & une réduction dehlstosynthése causée par I'effet osmotique de
la salinité (perturbation de l'alimentation hydrégget minérale), et la perte de la turgescence
(Munns et James, 2003 ; Hakim @&t, 2010 ; Munns etal.,, 2012). Chez MD, la partie
racinaire est plus affectée par la salinité quealdie aérienne. Sous l'effet de la salinité, MD
réduit son systéme racinaire au profit de la padérienne pour maintenir I'activité
photosynthétique. Alors que HD investit plus daes tacines au détriment de la partie
aérienne.

Ces comportements représentent des stratégiesaatiques des glycophytes, selon
Brugnoli etBjorkman (1992) et Bernstein el., (1993). En effet Bouaouina at., (2000)

notent chez le blé dur que la croissance des osgaéeens est plus affectée que celles des
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racines. Ces auteurs expliguent que la plante, dansas précis, privilégie d'allouer plus
d’assimilats aux racines pour avoir acces a unmeldu sol plus important et rétablir la
turgescence foliaire. Dans ce contexte, BartelSwtkar (2005) expliguent que l'arrét de
croissance, aérienne ou racinaire, permet a lateglammessée de constituer des réserves

energétiques gu’elle utilise, une fois le stresdeas.

Munns efal., (2006) expliquent que la diminution de la surféa@ire, représente une
forme d'adaptation a la salinité, qui minimise pestes d'eau par transpiration. A cet effet
Zhao etal., (2007) mentionnent que la réduction de la surfti@aire est induite par la
réduction de la turgescence plus que par I'effieigioe, parce que cette réduction est observée
bien avant que la concentration interne de la plamt N& n’atteint le seuil toxiqueHu et
Schmidhalter, (1998) ainsi quéhao etal., (2007 expliquent la réduction de la surface
foliaire des génotypes sensibles par le fait quddeabsorbé n’est pas éliminé du flux de la

transpiration et s’accumule a un niveau toxiquesdarfeuillage.

Selon Hakim efal. (2010) ainsi que Hamrouni et., (2011), les variétés tolérantes
régulent la pression osmotique interne par la ®gghd’'osmoprotecteurs, principalement des
sucres solubles et des acides aminés. La synthlesseudres solubles est, dans le cas de la
présente étude, une caractéristigue de tolérancgédotype HD vis-a-vis de la salinité.
Hazegawa eél., (2000) ainsi que Serraj et Sinclair, (2002) notgune les plantes tolérent le
stress salin en réduisant le potentiel osmotiqlielaee, suite a 'accumulation de solutés
compatibles. Serrano et Gaxiola, (1994) ainsi qasddawa eal., (2000) mentionnent que
pour réaliser I'ajustement osmotique, la cellulenpartimente les ions toxiques dans la
vacuole et en méme temps synthétise et accumusmletes compatibles dans le cytoplasme
pour maintenir I'équilibre osmotique entre les deampartiments. Il apparait donc que les
plantes supérieures tolérent la salinité en dépalop des stratégies pour maintenir la
concentration des sels toxiques dans le cytoplasaes niveaux raisonnables avec l'activité

métabolique.

La salinité réduit le contenu chlorophyllien, dareite étude. Cette réduction est
dépendante de l'intensité du stress et du degtéléience de la plante, elle est moindre chez
HD comparativement a MD. Velegaleti at., (1990) rapportent que la réduction de la
chlorophylle est corrélée avec I'accumulation dudahs les tissus. Dans la présente étude,

on note que le rendement quantique est plus élmy® stiress modéré que sous stress sévere.
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La variation, de méme ordre de grandeur chez M[OHB{ des valeurs prises, par la
fluorescence est attribuée aux perturbations photbétiques induite par la salinité.
Bounagba, (1998) ; Vadel, (1999); Bouaouinaakt (2000) ; et Denden edl., (2005)
n'observent pas d'effet de la salinité sur la fesmence chez diverses especes de plantes

ornementales, triticale, blé tendre et orge.

Le suivi du contenu en ions indique que I'accumatade Na est plus importante
dans la gaine de HD, et le limbe de MD, avec pediffiérence entre variétés pour le contenu
en Nd des racines. Ceci suggére que HD met en jeu uramisége supplémentaire pour
contrer la salinité, en séquestrant préférentiadleinplus de sodium dans la gaine, que dans le
limbe a l'inverse de la variété MD. HD présente phes grande capacité a accumuler I'ion
K* dans le limbe et au niveau des racines compana¢ime & MD. Ceci engendre un ratio
K*/Na" du limbe foliaire plus élevé chez HD comparativairé celui de MD. Ceci suggeére
gue c'est surtout au niveau des feuilles que Habhét'équilibre de son potentiel osmotique
via le K" et minimise ainsi I'effet du stress osmotique emgérpar NaCl.

La capacité de HD a pomper plus dédeé la solution nutritive, puis de le véhiculer
vers le limbe, représente donc une stratégie dafiap au stress salin via la régulation
osmotique. En effet selon Zhu (2003), les fonctioektulaires végétales sont tributaires d’'un
rapport K/Na'" élevé, et sous salinité, les ions'Nmtrent en compétition avec les ions Ke
déséquilibre ionique engendre la toxicité de” Ma des concentrations en’ knsuffisantes
pour les réactions enzymatiques et I'ajustementotisjore. Munns eal., (2006) expliquent
gue le sodium est toxique lorsqu'il est présenteafaites concentrations au niveau du
cytoplasme des cellules foliaires. Dans ce caghibe les réactions enzymatiques, sauf s'il est
compartimenté au niveau des vacuoles. Le génotygeant, aura tendance a afficher des
concentrations élevées de sodium dans les feuitbes,en compartimentant cet ion dans la

vacuole pour protéger le cytoplasme de sa toxicité.

Chez certaines especes de plantes la tolérancdress salin est assurée par la
recirculation de I'ion sodium en exces des feuiless les racines. Munret al., (2012)
mentionnent que la circulation du sodium de laipastrienne vers la partie racinaire est

assureée par les transporteurs SOS1 et HKT1 ataddopsiset le blé via le phloéme.
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Ces résultats mettent en relief la tolérance aliaiee de HD comparativement a MD
qui se montre plutét sensible. lls suggérent gumlerance de la salinité chez le blé tendre
semble étre liée a la capacité d’éviter l'accutiariadu Nd a des niveaux toxiques, dans le
limbe foliaire et a la capacité d'ajustement osquai Ils indiquent aussi que le pourcentage
de germination, la surface foliaire, la longueur’dpicotyle, celle des racines et les teneurs
en chlorophylle et en sucres, ainsi que le contmegations Naet K', sont des paramétres
trés sensibles a la salinité et peuvent, par cargs#gservir comme marqueurs de tolérance a
la salinité chez le blé tendre. Cette informatishgile pour la sélection du matériel végétal

dans le programme d’amélioration genétique dudiidre.

Les résultats de I'étude portant sur I'analyse 'dptitude d’'induction des cals et la
capacité de régénération de plantules a partir lofgoms matures, soumis indépendamment
aux stress salin et thermique indiquent que MD mépmieux que HD. Cet avantage est
observé dans le taux de d’induction des cals qergbites valeurs 88.5% et 58.3%, sous stress
salin et de 46.8% et 36.4%, sous stress thermigspectivement pour MD et HD.oSs
stress salin,a réduction de lgrolifération des cals est relativement moindrezcMD,
passant de 100% a 62.5% et de 91.6% a 25.0%,Hbeza formation des embryons est
cependant plus faible, sous salinité, chez MD, gmenune valeur relative d&.3%,

comparativement a la valeur prise par HD qui est218%.

On note cependant I'effet inverse sous stress filgeerouHD présente une efficacité
embryonnaire plus faiblée taux de régénération de plantules, a particcdésproliférant de
la variété HD était nul et faible pour MD, prenal®s valeurs de 0.0 et 4.2% sous salinité.
Sous stress thermique des taux similaires sontnégsMD émet des racines au contraire de
HD qui n’en produit pas, aussi bien sous saliniié gous stress thermique. La longueur
racinaire, de 25 mm en absence de stress, esta&@Dmm sous stress modéré. La surface
des cals est fortement affectée par les stresslebeleux génotypes étudiés avec un effet plus
important sur HD. Quoiqu’en faible nombre, la v&&iéMD réussit a régénérer plus de

plantules que HD, sous l'effet des stress étudiés.

Ces résultats corroborent partiellement ceux dgsuétudes. Ainske etal., (1986)
et Jiang etal., (1998)stressentimportance de la composition du milieu de cultaians la
réussite d'un protocole de sélectionvitro. Balli et al., (1993) ; Bregitzer eal., (1998)

ainsi que Ganeshan etl., (2003) notent que la régénération des plantules vertes est
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dépendante du génotype et de la concentration 4HD 2itilisée. Une large variation du
taux d’induction des cals est observée par Giah, (2006). La nature de I'explant utilisé
est aussi une source de variation des résultatssi des embryons matures,
comparativement aux embryons immatures, présentenfaible capacité d’induction des
cals (Ozgen edl., 1996,Chang etl., 2003.

Sous milieu artificiel, la sensibilité du maténelgétal est plus accrue, ainsi Abebe
et al., (2003) rapportent une forte réduction de la cemsge des cals en présence d'un
stress salin d’'intensité modere. Ceci peut explides faibles résultats obtenus sous des
intensités élevées de stress, aussi bien salithgueique, utilisées dans la présente étude.
De plus, dans le protocole de la présente étude,dpevariantes de la composition du
milieu ont été étudiées. Cependant les résultaenab suggérent la possibilité d'utiliser la
techniquein vitro pour la sélection vis-a-vis des stress, pour pgungprotocole adéquat

soit identifié et maitrisé.

Les résultats de I'étude du profil d’expression deees candidats de la tolérance au
stress salin montrent un niveau élevé d’expresdasigenes HKT1;5 et HKT2;2 dans les
racines, mais pas dans les gaines et les limbesrésl des deux cultivars. Les transcrits du
géne HKT1;5 s’accumulent a des niveaux plus élelads les racines de HD. Il en est de
méme de I'accumulation des transcrits de I'antitguar vacuolaire N#gH™ TNHX-1, dont les
niveaux dans les racines, la gaine et le limbe sossi plus élevés chez HD. Le niveau
d’expression de la pyro-phosphatase vacuolaifePPase TVPlest comparable a celui
observé pour les transcrits du géne TNHX1. Cesltedsundiquent que les racines et les
gaines des deux génotypes accumulent plus de titande TVP1 que les limbes foliaires.
Pour le géne TaSOS-1, un anti-porteui/Nade la membrane plasmique, plus de transcrits
s’accumulent dans les racines et les gaines de bibparativement a HD. Laurie at.,
(2002) rapportent que I'expression du géne HKT1zdheblé réduit de I'assimilation du Na

par les racines, tout en favorisant la croissanaos salinité.

Les transporteurs HKT assurent le transport spgeifides ions Naet régulent
I'noméostasie du Na assurant ainsi la tolérance a la salinité (RagrzgNavarro et Rubio,
2006; Munns et Tester, 2008). Chez le blé dur,pkegsion d’'un homologue du géne
TmHKT7-A2 controle le déchargement du™N#u xyléme des racines et de la gaine chez les

lignées tolérantes a la salinité, mais pas cheligleges sensibles (Jamesaét 2006).
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Les résultats de la présente étude suggéerent queelex HKT génes interviennent
dans le transport des ions™M&’, a travers la membrane plasmique des cellulegatas des

racines, avec cependant un role plus actif du §86EL;5 chez la variété HD.

Les transcrits du gene TNHX1 s’accumulent & unanivélevé dans les racines et les
gaines des deux cultivars MD et HD, comparativendefaccumulation dans le limbe. Cette
expression élevée des transcrits, dans les raeinles gaines, fait suite a une accumulation
accrue du Nadans les vacuoles. Selon, Zhang et Blumwald, (208%kurexpression du géne
AtNHX1 chez la tomate entraine une améliorationrégipble de la tolérance a la salinité.
Selon Zhu, (2003), la séquestration vacuolaire @i pérmet d’abaisser les concentrations
cytoplasmiques en Nat contribue a I'ajustement du potentiel osmotidtlke est assurée par
des antiports N#2H" dont l'activité dépend de pompes a protons vadesiadu type F
ATPase et FPPase. La surexpression des pyrophosphatase deAW{pl augmentent la
séquestration vacuolaire du N&t maintient le potentiel hydrique des feuilles gei améliore

la tolérance au stress salin (Gaxiolalet2001).

Le niveau d’expression du géne TVP1, dans lesrdifts tissus des deux génotypes
évalués, est similaire a celui du géne TNHX1, sumtéque I'anti-porteur NaH" agit, en
concert, les HPPase et ATPase vacuolaires pour séquestreatiess dans la vacuole et les
compartiments pré-vacuolaires. La similitude duetygiexpression des genes TNHX1 et
TVP1, notée chez MD et HD, suggere que la comparttation vacuolaire agit avec une
méme efficacité chez les deux génotypes. La comnpantation vacuolaire des ions Nan
exces, fournit un moyen peu couteux, en termesedd®, pour réaliser 'osmorégulation sous
salinité. Ce type d’osmorégulation est similaireedui réalisé par la rétention du Kans le
cytosol. L'accumulation des transcrits du gene TagQle la membrane plasmique, était plus
faible dans les racines et les gaines de HD gudD@le alors que dans le limbe, I'expression

du gene TaSOS1 était plus élevée chez HD que clez M

Ce type d’expression suggere qu'en plus d’'unelewsd efficacité de rétention de
I'lon Na" dans les gaines, la variété HD évite 'accumufatite I'ion Nd dans le limbe
foliaire en activant son efflux via une expressibevée du gene SOS1 dans ce compartiment.
Des résultats similaires ont été rapportés paritial., (2009) qui notent I'existence d’'une

corrélation entre le type d’expression du gene TaB@ans les racines et les gaines et le flux
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de lion N& des racines vers les feuilles. Par contre Gerat. g2007) n’observent pas une
telle corrélation enter le contenu en*Ntu feuillage et la tolérance a la salinité cheblée
Ceci suggere que I'exclusion du Naeule, n’est pas toujours suffisante pour anmelita
tolérance a la salinité ; et de ce fait d’autrecamésmes physiologiques doivent étre pris en
considération. Le gene SOSL1 affecte I'efflux duigimddes cellules racinaires et son transport
vers la tige. La surexpression de ce géne augniemnddérance ddrabidopsisau stress salin
(Shi et Zhu, 2002 ; Shi etal., 2003). A la lumiere de ces résultats, un modele de
fonctionnement des geéenes transporteurs est proposé expliquer les meécanismes de

transport mis en jeu (Figure 31).
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Figure 31. Model d’explication des mécanismes de transporsaldium: déchargement et
séquestration vacuolaire chez la variété toléramiesel.
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Conclusion générale et perspectives

Conclusion générale

Dans la présente étude, nous avons étudié les epaemmmorphologiques et
physiologiques de deux variétés de blé tendre Mdbamias (MD) et Hidhab (HD) tel que le
pourcentage de germination, la longueur des ra@heies épicotyles, la surface foliaire, le
potentiel hydrique, la teneur relative en eau, dsage des ions (Nat K'), le taux de la
chlorophylle, la fluorescence chlorophyllienne @&téneur en sucres solubles. Ces paramétres
ont été évalués afin de caractériser le niveawadelérance de ces deux variétés vis-a-vis du
stress salin. Nous avons utilisé différentes cotmagans salines (0, 50, 100 et 200mM

NacCl), avec des durées d’exposition au stresstalad a 14 jours.

Les résultats ont montré que le stress salin ingugt diminution de la croissance des
racines et des parties aériennes chez les deugtésrie blé étudiées. La réduction de la
croissance en présence de sel a été interprétémeatant le résultat d'une réduction de
'alimentation de la plante en eau et en élément®raux majeurs et plus particulierement
I'lon K*. La variété MD montre une accumulation des ion$ plas importante dans les
parties aériennes, comparativement a la variétée CH#2i est en relation avec le niveau de
tolérance au sel, observé chez la variété HD otyliame pourrait limiter le transport de Na
dans les feuilles. La tolérance a des concentratatines élevées chez le blé tendre semble
étre liée a une capacité a éviter 'accumulatisrdeeaux toxiques de Nat une meilleure
capacité d'ajustement osmotique et/ou de maintEsmiveaux adéquats, en particulier dans

le limbe de la feuille.

La régénérationn vitro des plantules de deux variétés a été étudiéeiksant les
embryons matures comme source d’explants. Lestaéswnt indiqué que MD présente un
taux élevé d’induction des cals comparativement @. Kne réponse différentielle est
également été notée pour la capacité des calslidémp et a régénérer des plantes dans
différentes conditions de stress salin. L'efficGotmbryogene de MD est plus faible sous
stress salin comparativement a HD. Le taux de &rgéion des plantes est nul sous stress
salin pour HD et faible pour MD sous stress saliodaré. L’indice de sensibilité (IS)
confirme la tolérance de la variété MD comparatigata la variété HD vis-a-vis du stress

salin et thermique a un paramétre donné qui dshizueur des racines.
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Cet effet génotypique de la réponse a la culimngtro des embryons de blé suggere
refaire I'expérience en utilisant plusieurs cultsjapour déterminer un protocole approprié
pour I'étude de la capacité génotypique a induédadprolifération des cals et la régénération
des plantes a partir d’'embryons matures. Ce prgoest indispensable pour les études de

sélection vis-a-vis des stress.

L’expression moléculaire de quelques génes cargidadant pour la tolérance au
stress salin sous I'effet de différentes conceioinatsalines, allant de 0 a 200 mM Nacl, a fait
'objet d'une étude de cing genes candidats. LeSTHEK et HKT2; 2 s’expriment dans les
racines, mais pas dans la gaine et dans le limzerés, avec une meilleure expression du
géene HKT1;5 qui s’accumule a des niveaux plus élelans les racines de HD. Ceci suggere
que ces deux génes interviennent dans le trandpsrions N&K™, a travers la membrane
plasmique des cellules corticales des racines, aependant un réle plus actif du géne

HKT1:;5 chez la variété tolérante HD.

Les niveaux des transcrits de l'anti-porteur vaainel Na/H* TNHX-1, dans les
racines, la gaine et le limbe sont plus élevés diBz que chez MD. Cette différence
d’expression s'explique par la différence d’accuation de I'ion Na dans les vacuoles. Le
niveau d’expression de la pyrophosphatase vacedtéiiPPase, TVP1 est comparable a celui
observé pour les transcrits du géne TNHX1. Lesnexciet la gaine des deux génotypes
accumulent plus de transcrits de TVP1 que le linibkaire. La similitude du type
d’expression des genes TNHX1 et TVP1, notée chez MDHD, suggére que la

compartimentation vacuolaire agit avec une mémeagfté chez les deux génotypes.

Plus de transcrits du géne TaSOS-1, un anti-poriéayH" de la membrane
plasmique, s’accumulent dans les racines et laegd@gnMD comparativement a HD. Ce type
d’expression suggére qu’en plus d’'une meilleuradité de rétention de I'ion Nalans les
gaines, la variété HD évite 'accumulation de I'iNla" dans le limbe foliaire en activant son

efflux via une expression élevée du géne SOS1 caosmpartiment.

Les résultats de la présente étude indiquent goeldeance a la salinité chez le blé
tendre semble liée a la capacité d’éviter I'acciatioh a des niveaux toxiques de I'ionNa

associée a une capacité élevée d’osmorégulation at/ maintien d’un niveau acceptable de
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K*, spécialement dans le limbe foliaire. Ces infoiorat sont importantes dans la sélection

du matériel végétal pour les futurs programmes éleration des céréales.

Perspectives

Cette étude a permis de décrire les comportemearigésvvis-a-vis les contraintes
abiotiques qui régnent dans I'environnement declgaliculture Algérienne et en particulier
de distinguer celui des variétés améliorées (i@ahtD, améliorée a partir des années quatre
vint dix), de celui des variétés locales (variét® Nhtroduite pendant la période coloniale par

des colons frangais).

Les résultats obtenus laisse entrevoir de nombseuesespectives non seulement dans
un but de sélection et d’amélioration des variétés répandu, et plus cultivées, mais aussi
dans le but d’approfondir nos connaissances surcdeacteres morpho-physiologiques et
laptitude a la régénératioim vitro a travers le déterminisme d’un protocole expérialen
solide en précisant les meilleures balances hortesm®a s’intéressant surtout a I'aspect de la
génetique moléculaire de la tolérance aux strdssetathermique comme étant deux facteurs

limitant la production en matiere céréaliere enae@rides et semi arides.

Pour faire face a telle situation difficile, on é&age a encourager la recherche pour
sélectionner des variétés adaptées aux conditiargimales des zones défavorisées ou les
stress salin, hydriqgue et thermigue entravent haemgtation de la production céréaliere
nationale. Les progres durant cette derniére déeeen biologie moléculaire et génie
génetique des plantes ouvrent une nouvelle ére chetcheurs et aux agriculteurs.

L’ingénierie de plantes mieux adaptées a leur enviement est aujourd’hui possible.
Bien que l'adaptation a un stress biotique ou #piet soit un phénomene tres

complexe et a caractere multi-génique, le transfem seul géne grace a la transformation

géneétique des plantes notammentAgobacterium peut améliorer la tolérance de la plante.
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Annexes

Méthode de Trizol pour extraction d’ARN total

1. Tampon
RNase Free.

Azote liquide pour congeler rapidement I'échantillo

Eau DEPC : (DEPC = Diethylpyrocarbonate) a 0,1% v/v
Trizol : de chez Invitrogen.

Chloroforme, Isopropanol

Ethanol : & 75% en Eau DEPC

Tubes Eppendorf stériles

Micropipettes a cones stériles

Centrifugeuse de paillasse a 4°C.

Bain Marie : & 55°C ou 60°C.

Cuves de spectrophotometre nettoyées en HCl BdeDEPC.

2. Préparation des extraits a partir d’'organes végaux

Il est préférable de broyer les organes extemparané dans le Trizol ou de les
congeler dans un tube placé dans I'azote liquiddeeles conserver a -80°C. Mettre dans
TRIzol I'organe congelé, le laissez se décongalstej un peu puis broyer avec politron
(mortier) et bien homogénéiser. On utilise 1Tmkol / 50 & 100 mg d’organe végétal.
Centrifuger les cellules et enlever le surnageaat grudence. Le culot repris dans 1 ml de
Trizol / 5 & 10 x 106 cellules végétales. A celstaprés homogénéisation et avant I'ajout du

Trizol, les échantillons peuvent étre conserve30aC.

3. Phase d’extraction :Les conditions sont données pour 1 ml de Trizol.

On incube I'extrait végétal par Trizol pendant5 mifempérature ambiante, afin de
permettre la dissociation complete de nucléopre&i®n ajoute 0,2 ml de chloroforme et on
ferme bien le tube et on homogénéise vigoureuseakninain pendant 15 secondes, puis on
incube a température ambiante pendant 2 a 3 migehaifugation se fait en microfuge de
paillasse pendantl5 min a 4°C a 12000g.

Apres centrifugation, 2 phasesse séparent, a rsavene phase rouge

(phénol/chloroforme) au dessous et une autre pagseuse, translucide au dessus qui est
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'ARN a environ 0,6 ml. Il faut faire attention, j® que les phases peuvent étre inversées en

raison de la concentration en ARN.

4. Précipitation

On fait transférer la phase aqueuse, translucides da tube neuf sans prendre la
« galette ou débris au fond du tube», et on ajoliem! d’lsopropanol. Apres mélanger par
retournement, on incube a température ambianteaperdd min. La centrifugation se fait a
12000g pendant 10-30 min a 4°C. L’ARN peut étngsible a ce stade, ce qui nécessite de

faire attention en éliminant le surnageant.

5. Lavage
On enleve le surnageant et on lave le culot aved @’éthanol a 75%, puis on fait
vortexer et centrifuger a 12000g pendant 5 min@. 4ke culot d’ARN peut étre conservé

dans I'éthanol a 75% a 4°C pendant au moins unaisemou au moins un an a -20°C.

6. Dissolution du culot d’ARN

On enleve le surnageant et on fait sécher le ¢&f@rement a I'air libre puis on reprit
dans 20-40 ml d’eau DEPC. On incube pendantl0 mbb-a60°C et on fait vortexer
légerement et on conserve 'ARN a -80°C.

7. Dosage

On dilue 1 ml dARN dans 50 ml d’eau DEPC (le témoest 'eau DEPC). Et on
mesure la densité optique (DO a 260 et 280 nm¥afdpar la suite le rapport 260/280 : 1,6 <
rapport < 1,8. On calcul : 1 U DO = 40 mg/ml, enant compte de la dilution, soit DO x 40

x dilutions—> concentration de 'ARN en g/ml.

8. Tampon de dépot d’ARN
50 mg Xyléne cyanol FF

50 mg Bleu de bromophénol
10 ml HO.
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Résumé généraleles résultats de I'étude qui porte sur la répateseplantules de deux variétés de blé tendre

(Triticum aestivuni.) Mahon-Demias (MD) et Hidhab (HD) au stressrsahettent en relief I'effet négatif de

la salinité sur le taux de la germination et in@igula sensibilité de MD comparativement & HD. tress
salin réduit significativement la longueur des masi et des épicotyles des deux variétés. MD aaousglus
grande réduction de la longueur des deux caractgresdiD. A 200 mM NacCl, la surface foliaire de MBt

réduite de 50.2% contre 24.8% pour HR.variation des valeurs du potentiel hydriqueeetadteneur relative en eau

suggerent que MD est plus sensible a la salinig2HfD. Le suivi du contenu ionique indique que lamalation de I'ion
Na' est plus importante dans la gaine de HD et ledimie MD, avec peu de différence entre variétés l@ocontenu de

racines. HD met en jeu un mécanisme supplémerpaie contrer la salinité en séquestrant préfériderient plus de

sodium dans la gaine que dans le limbe a l'inveiséa variété MD. HD présente une plus grande d¢pacaccumule
l'ion K™ dans le limbe et au niveau des racines compana¢imea MD. Le ratio KNa" du limbe foliaire est plus éle
chez HD comparativement a MBG.eci suggére que c'est surtout au niveau desdeuyjlie HD rétablit I'eéquilibr
de son potentiel osmotique via I'accumulation denl’K* et minimise ainsi I'effet du stress osmotic
engendré par NaCl. La capacité de HD a pomperiate K™ de la solution nutritive, puis de le véhiculersy
le limbe, représente donc une stratégie d'adaptatio stress salin a travers la régulation osmatitjes
résultats de I'étude qui porte sur les capacitdsrgogeniquegt le pouvoir de régénération sous stress sa|

thermiquein vitro chez MD et HD en utilisant des embryons maturearge explants, montrent que MD

répond mieux a la sélection vitro que HD. MD présente un taux d’'induction des c#ls gleveé, avec ur
meilleure prolifération des cals induits avec cef@ertt moins d’embryons produits par cal induit. aext de
régénération de plantules a partir des cals pralitéétait nul pour HD et trés faible pour MDes résultat
obtenus suggérent la possibilité d'utiliser la téghe in vitro pour la sélection vis-a-vis des str
abiotiques. Les résultats de I'étudeldealyse de I'expression des cing genes candidiata tolérance a
salinité indiquent queIKT1;5 et HKT2;2 s’expriment dans les racines, ngas dans les gaines et les limbes, aved
meilleure expression du géne HKT1;5 dans les raaileeHD.Ceci montre le réle plus actif du géne HKT1;5 ¢
la variété tolérante HDL'expression de I'antiporteur vacuolaire Md"™ TNHX-1, dans les racines, les gaines ef]
limbes est plus élevée chez HD que chez NIBs racines et gaines des deux génotypes accunlle de
transcritsde la pyrophosphatase vacuolalt#P1 que les limbes foliaires. La similitude dpéyd’expression de
génes TNHX1 et TVP1, notée chez MD et HD, suggér lg compartimentation vacuolaire agit avec
méme efficacité chez les deux génotypes. Plusatsdrits du gene TaSOS-1 s’accumulent dans lesesaet
gaines de MD comparativement a HD, suggérant gples d’'une meilleure efficacité de rétention der’
Na" dans les gaines, la variété HD évite 'accumufatie I'ion Nd dans le limbe foliaire en activant s
efflux via une expression élevée du géne SOS1 caesmpartiment. Les résultats indiquent que keraoice
a la salinité chez le blé tendre semble liée afmcité d’éviter I'accumulation a des niveaux tows de I'ion
Na', associée a une capacité élevée d’osmorégulation au maintien d’'un niveau acceptable de I'ioh

spécialement dans le limbe foliair€ette information est utile pour la sélection daténiel végétal dans le

programmes d’amélioration des céréales.
(Triticum aestivumL.), stress salin, stress thermique, germinatiamfase foliaire, embryons maturs
régénération, sélectian vitro, transporteurs d'ions, expression.
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