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RESUME

Au Maroc, les cultures céréalieres, importantes cultures, se concentrent
principalement dans les zones arides et semi arides 1a ou les conditions climatiques limitent
sérieusement le potentiel de production. En raison du caractére imprévisible de la contrainte
hydrique, la tolérance s’avére la stratégie la plus efficace dans les situations de stress sévére
et prolongé. Lors de cette tolérance on assiste a des modifications de structures ou de
fonctions qui augmentent la probabilité de survie et de production des plantes lors de ces
conditions.

Dans ce travail, nous avons fixé comme objectif d’évaluer I’effet du stress hydrique
sur des paramétres moléculaires tels que, la synthese de la proline, des sucres totaux et
réducteurs et des protéines totales, et d’examiner les différences en ces paramétres entre deux
variétés de blé dur Karim et Tomouh.

L’analyse des résultats a montré que, lors de la restriction de I’alimentation en eau,
le comportement des plantes se manifeste difféeremment d’un jour de stress a un autre et d’une
variété a une autre.

En général, les conditions de contrainte hydrique, ont entrainé chez les deux
variétés étudiées une réduction du potentiel hydrique, une accumulation d’osmoticums dont la
proline et les sucres totaux et réducteurs ainsi qu’une augmentation dans la synthése des
protéines.

En conclusion, I’étude a montré que les deux variétés étudiées ont utilisé les mémes
stratégies de tolérance au stress hydrique a la différence des taux de synthése des marqueurs
moléculaires étudiés.

Mots clés : blé dur, stress hydrique, tolérance
ABSTRACT
In Morocco, cereal crops, important crops, concentrate mainly in arid and semi
arid areas where climatic conditions limit severely the production potential. Due to the

unpredictable nature of the water stress, tolerance is the most effective strategy in the
situation of severe and prolonged stress. During this tolerance we assist in modification of
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structures or functions that increase the probability of survival and production plants in these
conditions.

The purpose of this study is to evaluate the effect of water stress on molecular
parameters such as the synthesis of proline, total and reducing sugars and proteins total, and
to examine the differences in these parameters between two varieties of durum wheat Karim
et Tomouh.

The examination results showed that at the restriction of water supply, the behaviour of
plants manifests itself differently in stressful day to another and from one variety to another.

In general, water conditions have resulted in two varieties studied a reduction of water
potential, an accumulation of osmolytes whose proline and sugars total and reducing and an
increase in protein synthesis.

In conclusion, the study showed that the two varieties studied used the same strategies of
tolerance vis-a-vis the water stress but the only difference is at the rate of synthesis of
molecular markers studied.

Keywords: wheat, water stress, tolerance, molecular markers
INTRODUCTION

Les stress environnementaux, notamment le stress hydrique, limitent séricusement
la croissance des plantes ainsi que la productivité végétale (Wang et al., 2003).

Au Maroc, le déficit hydrique constitue un important facteur limitant pour la
production des cultures céréaliéres, puisque 60% de la superficie réservée aux céréales se
situe dans les zones arides et semi-arides (El Mourid et al., 1996) qui se caractérisent par une
forte irrégularité des précipitations et de fortes températures sur une grande partie de ’année
(Boutfirass et al., 1994).

Plusieurs études ont montré que, lors d’un déficit hydrique, les plantes adoptent des
stratégies d’adaptation qui différent d’une espéce a une autre et qui font intervenir une large
combinaison de facteurs morphologiques , physiologiques et biochimiques (Monneveux &
Belhassen, 1997).

En effet, pour maintenir la balance de la force osmotique, apres la chute du potentiel
hydrique causée par le stress hydrique (El Mourid, 1988 ; Casals, 1996), les plantes
accumulent un certain nombre d’osmoticums tel que la proline, les carbohydrates et la betaine
(Wang et al., 2003) qui, en association avec d’autres facteurs tels que la réduction de la
transpiration par la fermeture des stomates et la réduction de la surface foliaire (Karrou et al.,
2001), permettent de garder la turgescence et le volume cytosolique aussi élevé que possible
(Monneveux & Nemmar, 1986; Bouzoubaa et al., 2001; Wang et al., 2003).

Cette chute du potentiel hydrique stimule non seulement le phénoméne
d’osmorégulation mais également 1’inhibition (Bewley & Larsen, 1980) ou la synthése de
nouvelles protéines (Kermode & Bewley, 1989) dont les protéines LEA qui assurent une
protection de I’ensemble vitale des protéines cellulaires (David & Grongnet, 2001) et les
protéines de choc thermique qui permettent un maintien des structures protéiques et
membranaires de la cellule végétale (Baker et al., 1988).
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La présente étude vise a évaluer I’effet du stress hydrique sur des paramétres
moléculaires tels que, la synthése de la proline, des sucres totaux et réducteurs et des protéines
totales, et d’examiner les différences en ces paramétres entre deux variétés de blé dur : Karim
et Tomouh.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué¢ de deux variétés de blé dur Karim et Tomouh
fournies gracieusement par I’Institut National des Recherches Agronomiques de Settat.

Les graines ont été imbibées pendant 4 heures dans 1I’eau de robinet puis mises en
culture a température ambiante et a 1’obscurité pendant 7 jours avec un arrosage une fois par
jour.

Mise en stress hydrique

Apreés 7 jours de germination, les germes de blé des deux variétés ont subit un stress
hydrique de 3, 5, 7 et 9 jours par arrét d’arrosage. Une partie de chaque variété a été arrosée
normalement et a été considérée comme témoin. Les coléoptiles des germes de blé, ainsi
obtenus, ont été séparés des racines.

Détermination de la teneur en eau

La teneur en eau a été déterminée en plagant des échantillons de poids déterminé
dans une étuve portée a 75°C.

Les échantillons ont été pesés, a des intervalles de temps réguliers, jusqu’a
obtention d’un poids constant.

Extraction et dosage des protéines totales

L’extraction des protéines totales a été faite par broyage, au mortier, d’un poids
déterminé de chaque échantillon avec du tampon Tris-HC1 0.1M (pH 7.2), contenant du 3
mercaptoéthanol a 1% (v/v) et du glycérol a 5% (v/v). Les broyats ainsi obtenus ont été
centrifugés a 4500 g a 4°C pendant 15 min. les surnageants ont été récupérés puis conservés a
—20°C jusqu’a utilisation. Le dosage des protéines a été effectué par la méthode de Lowry et
al. (1952), en présence d’une gamme étalon de sérum albumine bovine.

Extraction et dosage de la proline

L’extraction de la proline a été effectuée par chauffage, au bain marie a 85°C, de 50
mg de substance végétale avec 2 ml de méthanol a 40 % (v/v) pendant 30 min. La proline
libre ainsi obtenue a été dosée par la méthode de Troll et Lindsley (1955).

Extraction et dosage des sucres totaux et réducteurs

L’extraction des sucres totaux et réducteurs a été effectuée par broyage dans le
mélange éthanol-eau : 80-20 (v/v). Les broyats ainsi obtenus ont été centrifugés a 4500 g a
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4°C pendant 15 min. les surnageants contenant les sucres ont été récupérés puis conserveés a —
20 °C jusqu’a utilisation. Le dosage des sucres totaux a été effectué par la méthode de Ashwel
(1957) et celui des sucres réducteurs par la méthode de Nelson (1944) modifiée par Samogy
(1952) en présence d’une gamme étalon de glucose.

Pour tous les parametres étudiés, les dosages ont été effectués en triple.
RESULTATS

Teneur en eau

La comparaison de I’évolution de la teneur en eau des deux variétés de blé dur
(Figure 1) a montré que le stress hydrique entraine une chute du pourcentage d’eau aussi bien
pour les racines que pour les coléoptiles. Cette chute devient de plus en plus nette au fur et a
mesure que le niveau de stress s’accentue. Ce résultat est conforme avec les résultats obtenus
par El Mourid (1988), Samir (1993) et Casals (1996), qui ont également signalé que 1’effet
dépressif de la carence en eau sur 1’état hydrique de la plante peut étre irréversible, si la
période de stress est prolongée. On note chez les deux variétés, une diminution plus nette de
la teneur en eau au niveau racinaire en comparaison avec les coléoptiles. Cette diminution
reste beaucoup plus accentuée pour la variété Karim que la variété Tomouh aussi bien pour
les racines que pour les coléoptiles.
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Figure 1. Evolution de la teneur en eau dans les racines et les coléoptiles des deux
variétés durant les 9 jours de stress.
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Protéines totales

L’évolution des teneurs en protéines totales, extraites a partir des coléoptiles et des
racines des deux variétés a montré (Figure 2) qu’il y a une corrélation positive entre la
sévérité du stress hydrique et le niveau de protéines totales produites aussi bien pour les
racines que pour les coléoptiles. Plusieurs auteurs ont décrit que le stress peut provoquer une
baisse ou une hausse des protéines totales (Rai et al., 1983 ; Kumar & Singh, 1991).

Pour les deux variétés étudiées, la synthése protéique racinaire en réponse au déficit
hydrique débute trés tot pour atteindre des taux qui dépassent nettement ceux des coléoptiles.
Cette synthése est plus marquée au niveau de la variété Karim aussi bien pour les racines que
pour les coléoptiles que la variété Toumouh.
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Figure 2. Evolution des teneurs en protéines totales des racines et des coléoptiles des
deux variétés durant les 9 jours de stress.

Dosage de la proline

Le dosage a montré, en comparant 1’évolution de la quantité de proline au niveau
des racines et des coléoptiles des deux variétés en fonction de la durée du stress hydrique
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(Figure 3), que ’augmentation de la quantité de proline est en corrélation positive avec le
degré du stress hydrique. Ce résultat est en conformité avec les recherches de plusieurs
auteurs dont Monneveux et Nemmar (1986), Bellinger et al. (1991) et Gorham (1993).

Au niveau des coléoptiles des deux variétés étudiées, la teneur en proline demeure
trés faible durant les sept premiers jours de stress et I’accumulation de cet acide aminé ne
commence & 8tre visible qu’a partir du 9°™ jour. Pour les racines, la synthése de proline
commence bien précocement surtout chez la variété Karim. En absence de contrainte
hydrique, le taux de proline chez les deux variétés reste tres faible et presque stable pour les
racines et les coléoptiles.
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Figure 3. Evolution de la quantité de proline des racines et des coléoptiles des deux
variétés durant les 9 jours de stress.

Dosage des sucres totaux

Le dosage des sucres totaux, extraits a partir des racines et des coléoptiles des deux
variétés étudiées, a montré (Figure 4) qu’il y a, généralement, une corrélation positive entre la
quantité de sucres accumulés et la durée du stress hydrique. Ce résultat est en accord avec
ceux de certains chercheurs dont Ben Abdellah et Ben Salem (1993). En comparant
I’évolution de la quantité de sucres totaux chez les deux variétés, on note que cette
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accumulation est plus nette au niveau des racines par rapport aux coléoptiles. Au niveau des
racines, la variété Karim commence a accumuler les sucres totaux trés tot (dés le 3°™ jour)
par rapport a la variété Tomouh chez laquelle cette hausse ne devient remarquable qu’a partir
du 7°™ jour du stress. Au niveau des coléoptiles, méme si I’accumulation reste faible pour les
deux variétés étudiées mais elle dépasse la quantité de sucres totaux des témoins qui reste
généralement trés faible.
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Figure 4. Evolution de la quantité de sucres totaux des racines et des coléoptiles des deux
variétés durant les 9 jours de stress.

Dosage des sucres réducteurs

La comparaison entre 1’évolution de la quantité de sucres réducteurs des deux
variétés étudiées en fonction de la durée du déficit hydrique (Figure 5) a montré qu’il y a une
hausse dans le niveau des sucres réducteurs au niveau des racines et des coléoptiles. Cette
augmentation devient de plus en plus nette au fur et a mesure que l’intensité du stress
s’accentue. Pour les deux variétés, le taux de sucres réducteurs racinaires dépasse celui des
coléoptiles durant les neuf jours de stress. Au niveau des racines, comme dans le cas des
sucres totaux, c’est la variété Karim qui accumule le plus de sucres réducteurs. Pour les
coléoptiles la quantité de sucres réducteurs accumulée par la variété Karim ne dépasse celle
de Tomouh qu’a partir du 5" jour du stress. En absence de déficit hydrique, les quantités de
sucres réducteurs des deux variétés restent faibles aussi bien pour les racines que pour les
coléoptiles.
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Figure 5. Evolution des sucres réducteurs des racines et des coléoptiles des deux variétés
durant les 9 jours de stress.

DISCUSSION

Les résultats obtenus, a partir de 1’étude de certains marqueurs moléculaires de
résistance au stress hydrique chez les deux variétés Karim et Tomouh soumises a des
conditions de déficit hydrique, par arrét d’arrosage, ont montré que la réponse a cet aléa
dépend de deux facteurs : variété et durée du stress. Pour se conformer aux conditions de
stress, les deux variétés ont édifi¢é de nouveaux mécanismes d’adaptation et de nouvelles
compositions cellulaires. Ainsi, pour garder le potentiel de turgescence aussi €élevé que
possible, aprés la chute trés remarquable de la teneur en eau surtout au niveau des racines, les
deux variétés ont accumulé certains osmoticums a ’intérieur de leurs cellules dont la proline
et les sucres. Le dosage de la proline libre a montré que le stress hydrique a entrainé
I’accumulation de cette molécule chez les deux variétés. Cette augmentation de la
concentration, qui était trés nette au niveau des racines par rapport aux coléoptiles, peut étre
due aussi bien a I’inhibition de 1’oxydation des protéines qu’a la dégradation des protéines en
leurs précurseurs (Barnetts & Naylor, 1966 ; Morris et al., 1969). L’explication de
I’accumulation de la proline est confuse; certains auteurs dont Hanson et al. (1977), affirment
que c’est une conséquence pathologique, d’autres comme Stewart & Lee (1974) suggérent
que la proline a de fortes concentrations agisse comme soluté pour I’ajustement osmotique, et
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sert aussi de réservoir de composés azotés et de carbone pour une utilisation ultérieure dans la
croissance. Les sucres solubles totaux ont aussi connu une augmentation de la concentration
en réponse au déficit hydrique pour les deux variétés. En effet les sucres, méme s’ils
représentent des osmoticums beaucoup moins puissants, participent également au maintien de
la balance de la force osmotique pour garder la turgescence et le volume cytosolique aussi
élevés que possible (Bouzoubaa et al., 2001). Ils permettent également une préservation de
I’intégrité membranaire dans les organes desséchés ainsi qu’une protection des protéines
(Darbyshire, 1974). Cette augmentation de la concentration des sucres solubles totaux, qui
¢était trés remarquable au niveau des racines que des coléoptiles, a été accompagnée par une
dégradation de certains disaccharides d’ou I’accumulation des sucres réducteurs qui ont
montré, eux également, une augmentation de la concentration durant la période de stress pour
les deux variétés de blé dur. En plus du phénoméne d’osmorégulation, les deux variétés de blé
dur Karim et Tomouh ont répondu aux conditions de stress hydrique par une hausse dans le
niveau de protéines totales aussi bien au niveau des racines qu’au niveau des coléoptiles.
Cette augmentation est due a une activation d’un ensemble de génes permettant la synthése
des protéines spécifiques associées aux stress telles que les protéines «KLEA» qui assurent une
protection de I’ensemble vital des protéines cellulaires (David & Grongnet, 2001), et les
protéines de choc thermique qui permettent un maintient des structures protéiques et
membranaires de la cellule végétale (Baker et al., 1988).

En conclusion, 1’étude a montré que les deux variétés étudiées ont utilisé les mémes
stratégies de tolérance vis a vis du stress hydrique mais la seule différence qui existe c’est au
niveau des taux de synthése des marqueurs moléculaires étudiés.
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