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caroténoides (Car) ont été déterminés. Des analyses électrophorétiques ont été
effectuées pour trois enzymes antioxydantes, soit la superoxyde dismutase
(SOD), la guaiacol peroxydase (GPOX) et la catalase (CAT), en utilisant
T'électrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE) en conditions natives. Les
résultats obtenus montrent une réduction du potentiel osmotique foliaire et
une diminution de Chl a+b et Car sous I'effet du stress hydrique. Toutefois, il
existe des différences significatives entre les génotypes étudiés en réponse au
traitement imposé. PAGE a permis de montrer une augmentation dans
Tintensité des enzymes étudiées et une apparition d’isoformes
supplémentaires, dont une de CAT et trois de SOD, en conditions de stress. Ces
différences dans les réponses au stress hydrique pourraient étre des indices
utiles et fiables pour la sélection de génotypes tolérants de blé dur.
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Pigments photosynthétiques, enzymes antioxydantes et potentiel
osmotique foliaire de dix génotypes de blé dur (Triticum durum) :
effet du stress hydrique

Karima Bouchemal™!, Ryma Bouldjadj, Mohamed Nadir Belbekri, Nadia Ykhlef et
Abdelhamid Djekoun
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PHYTOPROTECTION 98 (2018) : 13-24

L'ajustement osmotique, les pigments photosynthétiques et les changements d’activités des antioxy-
dants enzymatiques ont été évalués chez dix génotypes de blé dur (Triticum durum) soumis a des
conditions de stress hydrique. Les plantules de blé ont germé en hydroponie, en chambre de culture. Le
stress hydrique a été appliqué aux quatrieme et cinquiéme stades de la feuille par I'ajout d’une solution
de polyéthyléne glycol (PEG 6000) (-0,49 MPa). Le potentiel osmotique ainsi que la teneur en chloro-
phylle totale (Chl a+b) et en caroténoides (Car) ont été déterminés. Des analyses électrophorétiques
ont été effectuées pour trois enzymes antioxydantes, soit la superoxyde dismutase (SOD), la guaiacol
peroxydase (GPOX) et la catalase (CAT), en utilisant I'électrophoréese sur gel de polyacrylamide (PAGE)
en conditions natives. Les résultats obtenus montrent une réduction du potentiel osmotique foliaire
et une diminution de Chl a+b et Car sous I'effet du stress hydrique. Toutefois, il existe des différences
significatives entre les génotypes étudiés en réponse au traitement imposé. PAGE a permis de montrer
une augmentation dans l'intensité des enzymes étudiées et une apparition d’'isoformes supplémentaires,
dont une de CAT et trois de SOD, en conditions de stress. Ces différences dans les réponses au stress
hydrique pourraient étre des indices utiles et fiables pour la sélection de génotypes tolérants de blé dur.

Mots-clés : accumulation d’osmolytes, chlorophylles, déficit hydrique, isozymes, peroxydation lipidique,
stress oxydatif

[Photosynthetic pigments, antioxydant enzymes and leaf osmotic potential of ten durum wheat
(Triticum durum) genotypes: impact of water stress]

Osmotic adjustment, photosynthetic pigments and changes in antioxidant enzyme activities were evaluated
in ten durum wheat (Triticum durum) genotypes under water stress conditions. The wheat seedlings
germinated in hydroponic conditions in a growth chamber. Water deficit was performed at the fourth and
fifth leaf stages using a polyethylene glycol (PEG 6000) solution (-0.49 MPa). Osmotic potential as well
as total chlorophyll (Chl a+b) and carotenoid (Car) contents were investigated. Electrophoretic analyses
were performed for three antioxidant enzymes: superoxide dismutase (SOD), guaiacol peroxidase
(GPOX) and catalase (CAT) using native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). The results obtained
show a reduction in leaf osmotic potential and a decrease in Chl a+b and Car contents under water stress
conditions. However, there are significant differences between the genotypes studied in their response
to the treatment. PAGE showed an increased intensity in the enzymes studied and the appearance of
additional isoforms, including one CAT and three SOD, under stress conditions. These differences in
water stress response could be useful and reliable indices for the selection of tolerant durum wheat
genotypes.

Keywords: chlorophylls, isozymes, lipid peroxidation, osmolyte accumulation, oxidative stress, water
deficit
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Faculté des Sciences de la nature et de la vie, Université des Freres Mentouri, Constantine, Algérie; <1 karima.bouchemal@umc.
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INTRODUCTION

Parmi les contraintes abiotiques, la sécheresse est I'un
des principaux facteurs de stress qui prévaut sur les
hauts plateaux de I'Est algérien, caractérisés par un
climat de type méditerranéen, ou le blé dur (Triticum
durum) est généralement cultivé. Ces régions se
caractérisent par des précipitations variables allant de
250 a 500 mm, dont 70 % sont enregistrées pendant la
saison froide d’octobre a février (Chennafi et al. 2006).
Le manque de précipitations au cours du cycle de
la plante combiné a la succession des années de
sécheresse ont entrainé la raréfaction des ressources
hydriques dans ces régions. Cette sécheresse est res-
ponsable d'une grande partie des pertes de produc-
tivité dues a la diminution de la photosyntheése, a la
sénescence accélérée des feuilles et a la réduction de
la durée de remplissage des grains (Belkharchouche
et al. 2015; Bouchemal et al. 2017).

Par conséquent, il est extrémement important de
connaitre les indicateurs de base qui peuvent caracté-
riser la tolérance des plantes face au stress hydrique.
L'ajustement osmotique en matiere d’accumulation
de solutés compatibles est considéré comme une
réponse d’adaptation physiologique importante pour
les plantes résistantes a la sécheresse (Morgan 1984).
Ces solutés de faible poids moléculaire (proline, gly-
cine bétaine et sucres solubles) facilitent I'extraction
de l'eau des sols secs et le maintien de la turges-
cence cellulaire, ainsi que les échanges gazeux et
la croissance dans des environnements trés secs
(HongBo et al. 2006). L'ajustement osmotique permet
également une protection des membranes et des
systémes enzymatiques (Santarius 1973). Un autre
paramétre physiologique indicateur, relatif a I'état de
santé de la plante, est la teneur en pigments photo-
synthétiques (Shah et al. 2011). Le stress hydrique
entrave considérablement le processus de la photo-
synthése en altérant |'ultrastructure des organites et
la concentration des divers pigments et métabolites
impliqués dans ce processus (Batra et al. 2014); il
entraine également une forte baisse de la teneur en
chlorophylle a (Chl a), en chlorophylle b (Chl b) et
en chlorophylle totale (Chl a+b). Cette diminution est
due principalement aux dommages causés aux chlo-
roplastes par les espéces réactives d’oxygéene (ROS).
En effet, le stress hydrique conduit généralement a un
stress oxydatif d( a la fermeture des stomates (Ozkur
et al. 2009), ce qui entraine une réduction excessive
de la chaine d’électrons photosynthétiques et la
formation accrue des ROS dans les chloroplastes et
les mitochondries (Asada 1999). Les ROS générées
par le stress hydrique, telles que I'ion superoxyde, le
peroxyde d’hydrogene et le radical hydroxyle, sont
hautement réactives et peuvent perturber le métabo-
lisme de la plante par la peroxydation des lipides, des
protéines et des acides nucléiques (Ashraf 2009). Pour
contrer les dommages causés par le stress oxydatif,
les plantes ont développé des mécanismes de pro-
tection, comme la synthése de pigments protecteurs
tels que les caroténoides (Car) (Efeoglu et al. 2009),
et l'accumulation d’enzymes antioxydantes telles
que les superoxides dismutases (SOD), les guaiacols
peroxydases (GPOX) et les catalases (CAT) (Reddy
et al. 2004). Les Car, comme le B-carotene et les xan-
thophylles, sont des antioxydants non enzymatiques
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qui interagissent avec les ROS, notamment I'oxygéne
singulet ('02), et peuvent ainsi empécher |'oxydation
de plusieurs substrats biologiques, dont les acides
gras polyinsaturés des systétmes membranaires, et
stabiliser les complexes photosynthétiques (Adams
et al. 1999; Liu et al. 2011). Les SOD jouent un rodle
important dans la tolérance au stress oxydatif. Elles
constituent une premiere ligne de défense contre
les effets toxiques des niveaux élevés de ROS en
convertissant le radical O, en H20: (Gill et Tuteja
2010). Les CAT catalysent la dismutation du peroxyde
d’'oxygéne (H202) en eau et en oxygeéne, tandis que
les GPOX décomposent I'H202 par I'oxydation de co-
substrats tels que les composés phénoliques ou les
antioxydants (Blokhina et al. 2003). Ce travail consiste
a étudier les effets de la réduction des apports en eau
sur dix génotypes de blé dur par I'analyse du poten-
tiel osmotique, des pigments photosynthétiques et de
I'activité des enzymes antioxydantes.

MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal

Le blé dur (Triticum durum Desf.), appartenant a la
famille des poacées, a été choisi en raison de son
utilisation en laboratoire. En effet, il fait I'objet de
plusieurs recherches, notamment en ce qui concerne
I'impact des stress environnementaux ou encore
I"'amélioration variétale. Les variétés étudiées ont été
choisies de maniere a avoir un ensemble de cultivars
ayant des différences importantes concernant leurs
caractéristiques agronomiques de productivité et de
tolérance. Les graines des écotypes étudiés, d’ori-
gine locale et introduite, ont été obtenues aupres
de l'Institut technique des grandes cultures (ITGC)
de Constantine (Tableau 1). L'étude a été menée au
Laboratoire de génétique, biochimie et biotechno-
logies végétales, a I'Université des Freres Mentouri
Constantine, dans la ville de Constantine, en Algérie.

Meéthodes

Conditions de culture

Des graines de blé dur conservées a 4 °C et dans
I'obscurité ont été triées puis mises a hydrater pen-
dant une nuit a température ambiante. Elles ont
ensuite été stérilisées dans une solution d’hypochlo-
rite de calcium a 1 % pendant 10 min, puis rincées
plusieurs fois a I'eau déminéralisée et enfin déposées
sur du papier Whatman humide dans des boites de
Pétri. Ces derniéres ont été placées dans une chambre
de culture a l'obscurité et a une température de
25 °C. Quand les premieres racines ont atteint une
longueur de 2-3 cm, les plantules ont été repiquées
sur le milieu nutritif hydroponique de Broughton
et Dilworth (1971) (milieu BD) enrichi en macro- et
oligoéléments. La culture s’est déroulée en salle cli-
matisée sous conditions contrdlées : une luminosité
de 16 h de lumiere/8 h d'obscurité avec un rayonne-
ment efficace de 150 pmol m2 s, une température de
23 + 0,5 °C et une humidité relative de 65 =+ 5 %.



BOUCHEMAL ET AL. : EFFETS DU STRESS HYDRIQUE CHEZ LE BLE DUR

Tableau 1. Liste des dix génotypes étudiés définis par leur pédigrée, leur origine, leur comportement vis-a-vis de la secheresse et

leur acronyme.

Génotype Pédigrée Origine Tolérance a la secheresse Acronyme
. o . L. Bonne
Oued zenati368  Variété locale ancienne Algérie (Kacem et al. 2016) 0z
- o . - Bonne
Bidi 17 Variété locale ancienne Algérie (Bousba et al. 2013a) B17
Boussel Heider/Martes//H de O Cimmyt-carda  oonn® BOU
ousselam eider/Martes//Huevos de Oro immyt-learda g0 or 4l 2015)
.. ror ror . Faible
Benisuif Corm’S’/Rufo’S Egypte (Bouchemal et al. 2017) BEN
. TURCHIA77/3/JORI(SIB)/ Faible
Vitron (SIBJANHINGAV/(SIBJFLAMINGO Espagne (Bouchemal et al. 2017; Larbi 2004) V'
Col Creso/Mexa’S Mutant Itali Faible coL
olosseo reso/Mexa utan alie (Bousba et al. 2013b)
Wah Plc/Ruff//Gta/3/Rolette CM 17904 Cimmytlcarda a0l W
aha c/Ru a/3/Rolette immyt-learda oo et al. 2016)
. . o . L. Bonne
Djennahkhetifa Variété locale ancienne Algérie (Kacem et al. 2016) DK
. . e . . Bonne
Beliouni Variété locale ancienne Algérie (Bousba et al. 2013a) BEL
. . . . L. Bonne
Beliouni Variété locale ancienne Algérie (Bousba et al. 2013a) BEL
Beltagy-2 ICD97-0396-T-1AP-AP-5AP-0AP-16AP-AP  Icarda Assez bonne AGY

(Bouchemal et al. 2017)

Application du stress et échantillonnage

Aprés un mois de culture, les plantules de blé dur ont
été traitées avec une solution de polyéthyléne glycol
(PEG 6000) a 20 %, correspondant a un potentiel
osmotique de -0,49 MPa. Le traitement consistait en
I'ajout de 5 mL de PEG a la solution nutritive a toutes
les 72 h. Dans le cas du contréle, le milieu BD était
renouvelé sans ajout de PEG (0 MPa). La concentra-
tion de PEG et la durée du traitement ont été déter-
minées a la suite de plusieurs essais préliminaires.
Trois réplicats de deux plantules ont été réalisés pour
chaque traitement, chacune étant placée dans un pot
contenant 0,5 L du milieu. Aprés 10 j d’application de
PEG 6000, un échantillonnage a été effectué sur les
feuilles des plantes témoins et des plantes stressées,
puis elles ont été réparties en trois lots pour la suite
des expérimentations.

Le premier lot était destiné a I'étude du taux de chl a,
de chl b et des Car; les feuilles de blé dur ont été
pesées immédiatement apres la récolte (~0,5 g) a
raison d'une feuille par plantule, puis placées dans
des tubes a essai contenant de |'acétone (85 %). Les
feuilles du deuxiéeme lot étaient placées dans des
tubes Eppendorf de 1,5 mL a raison d'une feuille
par plantule, puis congelées a -20 °C pour I'étude du
potentiel osmotique. Enfin, le dernier lot était des-
tiné a l'analyse électrophorétique des isoenzymes
antioxydantes. Les feuilles récoltées (une feuille de
chacune des deux plantules) ont été pesées immé-
diatement, puis placées dans des tubes Eppendorf de
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2 mL et plongées directement dans I'azote liquide. Les
échantillons ont ensuite été congelés a -80 °C jusqu’a
leur utilisation.

Mesure du potentiel osmotique

Le potentiel osmotique a été déterminé selon le pro-
tocole décrit par Levy et al. (2006). Les échantillons de
feuilles des plantes témoins et des plantes stressées
ont été placés dans des tubes Eppendorf, puis conge-
lés a -20 °C pendant une nuit. Apres décongélation,
les feuilles ont été écrasées avec un piston Pellet
Eppendorf. L'osmolalité de I'extrait a ensuite été
mesurée a l'aide d’'un osmometre a tension de vapeur
(VAPRO® modele 5600). Le solvant de I'échantillon
étant I'eau, I'osmolalité mesurée était égale a 'osmo-
larité de I'échantillon. Le potentiel osmotique (méga
pascals) a été déterminé en se basant sur la formule
de Van't Hoff :

T =-R.T. (Osm)

ou :

T est le potentiel osmotique moyen des feuilles
(mPa); R = 8,314 (constante des gaz parfaits); T = tem-

pérature en °K (23 °C = 296,15 °K); et Osm = osmolarité
(mOsm.Kg-1).
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Mesure du taux des chlorophylles
et des caroténoides

L'extraction des pigments a été faite selon la méthode
d’Arnon (1949). Les échantillons de feuilles (0,5 g) ont
été broyés dans 10 mL d’acétone a 85 %. Les débris
cellulaires ont ensuite été éliminés aprés une centrifu-
gation de 3000 rpm pendant 10 min et le surnageant
a été récupéré. L'absorbance des échantillons a été
déterminée a 645, 663 et 470 nm au spectrophoto-
metre UV-visible, modele BioMate 3. Les teneurs en
pigments ont été calculées en ug.mL" selon les équa-
tions suivantes (Lichtenthaler et Wellburn 1983) :

chlorophylle a : Chl a =12,21 DOsss — 2,81 DQess;
chlorophylle b : Chl b = 20,13 DOsss — 5,03 DOsss3;
chlorophylles totales : Chl a+b = Chl a + Chl b; et

caroténoides totaux
(xanthophylles
+ B-caroténes) :

Car = (1000 DOus70 - 3,27 Chl a
— 104 Chl b) / 229.

Electrophorése monodimensionnelle
en conditions natives (PAGE)

L'extraction des CAT a été réalisée selon le protocole
décrit par Pérez et Lira (2005). Les feuilles de blé
dur (~500 mg) ont été broyées dans l'azote liquide
jusqu’a l'obtention d'une poudre fine, qui a été
récupérée dans des tubes Eppendorf de 2 mL. Un
tampon d’extraction (1 mL) [Tris-HCI 0,5 M (pH 7,5),
DTT 5 mM, MgCI2 1T mM, PMSF 10 uM PVP inso-
luble 2 % et glycérol 12,5 %] a été ajouté au matériel
végétal broyé. L'ensemble a ensuite été vortexé, puis
centrifugé (15 min, 13 000 g, 4 °C). Le culot obtenu
a été resuspendu dans le méme tampon + Triton-X
100 a 2 %. Apres une incubation de 15 min a 30 °C,
I'homogénat a été centrifugé une deuxiéeme fois
(15 min, 13 000 g, 4 °C). Le surnageant a ensuite été
récupéré et placé dans de nouveaux tubes conservés
a 4 °C. L'extraction des GPOX et des SOD a été réa-
lisée d'aprées une méthode adaptée de Valizadeh et
al. (2011) citée par Naderi et al. (2014). Un tampon
d’extraction (1 mL) [Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), saccha-
rose 5 %, acide ascorbique 50 mM, métabisulfite de
sodium 20 mM, PEG 6000 (2 %) et 2-mercaptoethanol
0,1 %] a été ajouté dans des tubes de 2 mL contenant
500 mg de matériel végétal frais broyé. L'ensemble a
ensuite été vortexé, puis centrifugé (10 min, 12 000 g,
4 °C). Le surnageant obtenu a été transféré dans de
nouveaux tubes conservés a 4 °C. Les extraits enzy-
matiques obtenus ont été utilisés directement pour
I"analyse en PAGE.

Les différents extraits enzymatiques ont été soumis a
PAGE selon le systeme de Laemmli (1970), sans ajout
de SDS. Les isoformes de CAT ont été séparées sur
un gel non dénaturant de 7 % suivant le protocole
de Pérez et Lira (2005) avec quelques modifications.
Les isoenzymes de SOD et de GPOX ont été sépa-
rées sur un gel non dénaturant de 10 % et de 7,5 %,
respectivement, selon la méthode décrite par Naderi
et al. (2014). Le gel a été préparé avec le tampon
de Poulik (1957) cité par Wendel et Weeden (1989).
Dans chaque échantillon a analyser, 3 yL du tampon
d’extraction approprié contenant des traces de bleu
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de bromophénol, utilisé comme marqueur de migra-
tion, ont été ajoutés. Les échantillons ont ensuite été
vortexés puis déposés dans les puits.

Le tampon d’électrophorése préparé pour la migra-
tion des CAT était composé de tris-glycine (pH 8,3)
sans urée et sans SDS. Celui des SOD et des GPOX
(pH 8,8) contenait du Tris 32 mM, Na:EDTA 0,1 mM
et de l'acide borique 0,6 mM. La migration a été
effectuée dans une cuve d’électrophorése verticale
H-Vertigel 2 de dimensions 20 x 20 cm (Apelex) a un
voltage constant (70 V) et une température de 4 °C.

La révélation de l'activité des CAT a été effectuée
selon la méthode de Woodbury et al. (1971), citée par
Fath et al. (2002). Le gel a d’abord été immergé dans
I'eau distillée pendant 15 min. Aprés ce lavage, il a
été incubé dans I'H202 a 0,03 % pendant 5 min sous
agitation douce, puis lavé délicatement dans de I'eau
distillée afin d’éliminer les résidus d'H20.. L'activité
des CAT a été révélée dans I'obscurité en trempant le
gel dans une solution contenant du chlorure ferrique
a 1 % (w/v) et du ferricyanure de potassium a 1 %
(w/v). Les bandes claires (achromatiques) dans un
gel bleu-vert traduisaient la présence de CAT dans
le gel. Lorsque le contraste maximal a été atteint, la
réaction a été arrétée en ringant le gel plusieurs fois
avec de I'eau distillée. L'activité des SOD a été révé-
lée en trempant le gel dans une solution de Tris-HCL
(50 mM, pH 8,0) contenant 2 mg Riboflavine, 1 mg
EDTA et 10 mg NBT, pour un volume final de 50 mL
(Wendel et Weeden 1989). Aprées une incubation de
30 min a I'obscurité et sous agitation, le gel a été exa-
miné a la lumiére blanche. Les zones de I'activité SOD
apparaissaient comme des bandes achromatiques sur
un gel bleu foncé. Le gel a ensuite été lavé abondam-
ment a 'eau distillée. La révélation de l'activité des
GPOX a été réalisée selon la méthode de Baaziz (1989)
avec quelques modifications. Le gel a été trempé
dans une solution de guaiacol 0,12 M préparée dans
un tampon acétate (0,1 M; pH 5,0) pendant 5 min sous
agitation douce. La réaction des peroxydases avec le
guaiacol a ensuite été déclenchée par 'addition de
1 mL de H202 (1 %). Le gel a ensuite été incubé a 40 °C
jusqu’a l'apparition de zones de couleur rouge brique
témoignant de la présence de l'activité peroxydase,
puis lavé a I'eau distillée et fixé dans une solution de
méthanol-H20-acide acétique (5:5:1) (v/v/v). Les gels
ont ensuite été observés a I'aide d'un scanner.

Analyse statistique

Les expériences ont été répétées trois fois dans les
mémes conditions. Les données du potentiel osmo-
tique et des pigments photosynthétiques étaient
représentées par les moyennes des réplicats biolo-
giques pour chaque traitement, puis elles ont été
soumises a une analyse de variance a un facteur a
I'aide du logiciel XLSTAT 2016-Windows. Le test de
Newman-Keuls a servi a évaluer les différences signi-
ficatives entre les plantes témoins et les plantes stres-
sées au seuil de signification de 5 %. Les moyennes
ont été exprimées en moyenne + SE.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Détermination du potentiel osmotique

Les potentiels osmotiques variaient entre -0,95 MPa
chez DK et -1,42 MPa chez AGY avant l'installation du
déficit hydrique (Fig. 1). Le traitement au PEG 6000
a entrainé une diminution significative (p < 0,05) du
potentiel osmotique chez toutes les plantes de blé
dur, avec des valeurs qui oscillaient entre -2,02 MPa
chez BEN et -2,69 MPa chez OZ. Les génotypes 0OZ,
DK, AGY et BEL avaient tendance a présenter les
valeurs les plus basses. Cette diminution peut s’expli-
quer par une accumulation des solutés dans le cyto-
sol qui permet la rétention de I'eau et le maintien du
potentiel hydrique a son niveau le plus bas.

L'adaptation des plantes au stress hydrique est com-
plexe et est affectée par des mécanismes de tolérance
inhérents et des facteurs environnementaux externes
ou par leurs interactions. L'ajustement osmotique est
une réponse physiologique précoce des plantes au
stress hydrique qui permet aux cellules de rester tur-
gescentes a des potentiels hydriques tres bas, grace a
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une accumulation active de solutés (Zwiazek et Blake
1990). Les plantes peuvent ainsi garder leurs sto-
mates ouverts afin de poursuivre les échanges gazeux
et les échanges de vapeur d’eau qui sont nécessaires
a la réalisation de la photosynthése et de la transpira-
tion (Clifford et al. 1998). Les résultats de la présente
étude indiquent une diminution du potentiel osmo-
tique foliaire du blé dur consécutive a I'application du
PEG 6000. Cette chute du potentiel osmotique a été
attribuée par certains auteurs (Bajji et al. 2001; Slama
et al. 2005) a I'augmentation de la concentration des
solutés dans la cellule. Chez les céréales, les plus
importants solutés sont les sucres solubles et la pro-
line. Ces derniers protégent la cellule en équilibrant
la résistance osmotique du cytosol avec celle de la
vacuole et de I’environnement extérieur (Gadallah
1999). De plus, ces solutés peuvent interagir avec des
macromolécules cellulaires telles que les enzymes
antioxydantes, stabilisant ainsi leur structure et leur
fonction (Sairam et al. 2002).
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Figure 1. Potentiel osmotique des feuilles de dix génotypes de blé sous conditions de stress hydrique. T = plante témoin;
S = plante stressée. Les données représentent la moyenne de trois répétitions + SE. Les différentes lettres indiquent des diffé-
rences significatives par rapport au témoin selon le test de Newman-Keuls a p < 0,05.

Détermination de la teneur en chlorophylles
et en caroténoides

En condition de stress, on observe une diminution
significative de la teneur en Chl a+b (Fig. 2; p < 0,05).
En comparant les variétés étudiées, les pertes de
chlorophylle les plus élevées sont observées chez les
génotypes BEN, VIT et W, estimées a 37 %, 34,3 %
et 30 %, respectivement. Parallélement a cette dimi-
nution dans les teneurs en pigments chlorophylliens
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totaux, une baisse significative de la teneur en Car a
également été enregistrée chez tous les génotypes
de blé dur (Fig. 3; p < 0,05). Cette diminution est plus
marquée chez les génotypes VIT, BEN et COL, ce qui
suggere que les dommages oxydatifs causés par
I"'accumulation des ROS y sont plus élevés comparati-
vement aux autres génotypes.
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Figure 2. Teneur en chlorophylles totales (Chl a+b) des feuilles de dix génotypes de blé sous conditions de stress hydrique.
T = plante témoin; S = plante stressée. Les données représentent la moyenne de trois répétitions = SE. Les différentes lettres
indiguent des différences significatives par rapport au témoin selon le test de Newman-Keuls a p < 0,05.
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Figure 3. Teneur en caroténoides (Car) des feuilles de dix génotypes de blé sous conditions de stress hydrique. T = plante témoin;
S = plante stressée. Les données représentent la moyenne de trois répétitions + SE. Les différentes lettres indiquent des diffé-
rences significatives par rapport au témoin selon le test de Newman-Keuls a p < 0,05.

La teneur en chlorophylle a été utilisée dans plusieurs
études pour détecter les différences génotypiques
en réponse au stress hydrique chez le blé (Bousba
et al. 2013b; Khayatnezhad et al. 2011; Paknejad
et al. 2007). La diminution du taux de Chl a+b en
conditions de stress hydrique est due en grande
partie aux dommages causés aux chloroplastes par
les ROS tels que I'O2- et I'H202, ce qui peut conduire
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a une peroxydation lipidique et, par conséquent, a la
destruction de la chlorophylle (Smirnoff 1993). Selon
Mascher et al. (2005), la diminution des pigments
chlorophylliens est due a la fermeture des stomates
et au manque de CO2 qui sont associés a une produc-
tion accentuée de ROS. Outre les dommages causés
a la chlorophylle, le stress hydrique réduit également
la concentration des Car (Kiani et al. 2008), essentiel-



BOUCHEMAL ET AL. : EFFETS DU STRESS HYDRIQUE CHEZ LE BLE DUR

lement par la production accentuée de ROS dans les
thylakoides (Reddy et al. 2004). Des résultats simi-
laires ont été obtenus chez de nombreuses espéces,
tels que le riz (Oryza sativa L.) (Cha-Um et al. 2010),
le blé tendre (Triticum aestivum) (Hammad et Ali
2014; Khalilzadeh et al. 2016) et le blé dur (Chahbar et
Belkhodja 2016), en réponse au stress hydrique. Les
Car jouent un role trés important dans la tolérance a la
secheresse, en dissipant I'exces d’énergie sous forme
de chaleur et en protégeant la plante des dommages
oxydatifs (Gill et Tuteja 2010). Cependant, elles sont
tres sensibles a la destruction oxydative des mem-
branes photosynthétiques causées par I'accumulation
de ROS générées pendant le stress hydrique. D'apres
Paleg et Aspinall (1981), les pigments photosynthé-
tiques et la proline sont tous deux synthétisés a partir
du méme substrat, soit le glutamate. Par conséquent,
une augmentation de la photosynthése de la proline
entraine une diminution de la synthése des pigments
photosynthétiques sous déficit hydrique.

BEL BEN COL VIT BOU AGYB17 DK 0Z W

A
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Analyse du profil électrophorétique des
enzymes SOD, CAT et GPOX

Le profil électrophorétique des SOD des dix géno-
types étudiés (Fig. 4) montre I'existence de trois zones
de migration chez les plantes témoins, chacune étant
représentée par deux bandes (isozymes) d’intensité
différente a I'exception des génotypes DK, OZ et W,
chez lesquels on note la présence d'une seule bande
dans la deuxiéme zone de migration.

Chez les plantes stressées, quatre zones de migration
ont été détectées, avec l'apparition d'une nouvelle
zone de migration et de deux nouvelles bandes
dans les zones 1 et 2 témoignant de I'effet du stress
hydrique sur la synthése des SOD. Au moins neuf iso-
zymes distincts ont été détectés sur le gel, ou l'inten-
sité des bandes différait d'une variété a l'autre. Des
résultats similaires ont été rapportés par Huseynova
et al. (2014) qui ont décelé jusqu’a quatre zones de
migration des SOD chez le blé tendre sous conditions
de stress hydrique.

Figure 4. Zymogramme de l'activité de la superoxyde dismutase (SOD) chez les feuilles de blé dur. A) plante témoin;

B) plante stressée.
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Les résultats obtenus par la séparation des isoen-
zymes de CAT sont présentés a la figure 5. Une
seule zone de migration a été détectée chez les
plantes témoins et stressées avec une faible mobilité
électrophorétique, ce qui correspond aux données
de la littérature (Huseynova et al. 2015; Nabizadeh
et al. 2015). Chez les plantes témoins, la zone d’acti-
vité enzymatique était représentée par deux bandes,
dont une majeure. On note I'absence de la deuxiéme
bande chez les génotypes W, B17, AGY, BEN et BEL,
mais cette seconde bande apparait dans les condi-
tions de stress hydrique. Un changement quantitatif
a pu étre mis en évidence chez les plantes stressées
par l'apparition d’une troisieme bande, ce qui signi-
fie que le stress hydrique a un effet sur la synthése

BEL BEN COL VIT BOU AGY B17 DK 0Z W

BEL BEN COL VIT BOU AGYB17 DK 0z W

de cette nouvelle isoenzyme. On note aussi une
augmentation de l'intensité des bandes qui varie
d’'une variété a l'autre, reflétant ainsi I'augmentation
de l'activité d’enzyme en conditions de stress. Ces
résultats sont similaires a ceux de Naderi et al. (2014)
qui ont rapporté une augmentation de l'activité des
CAT dans des bandes plus intenses en conditions de
stress hydrique modéré et sévere chez le blé tendre.
Des travaux de Huseynova et al. (2015) sur le blé dur
ont mis en évidence l'effet du stress hydrique sur
I'activité des CAT en décelant la synthése de deux
nouvelles isoformes, CAT2 et CAT3, en condition de
stress hydrique.

Figure 5. Zymogramme de I'activité de la catalase (CAT) chez les feuilles de blé dur. A) plante témoin; B) plante stressée.
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Le profil électrophorétique des GPOX des dix géno-
types du groupe témoin (Fig. 6) montre la présence
de deux zones de migration : une de migration lente,
représentée par une a deux bandes selon le géno-
type, et l'autre a migration rapide, représentée par
une seule bande. Une absence totale de l'activité
enzymatique a été observée chez la variété Beliouni.
Une dégradation des extraits protéiques en cours
de migration est cependant peu probable. Le méme
profil apparait aussi bien pour les plantes témoins
que pour les plantes stressées, structuré par deux
zones de migrations. Cependant, une augmentation
dans l'intensité des bandes est observée chez les
plantes traitées avec le PEG 6000, indiquant ainsi une
augmentation de l'activité des GPOX sous l'effet du
stress.

BEL BEN COL VIT BOU AGYB17DK 0Z W

L'étude de l'influence du stress hydrique sur le méta-
bolisme de trois systéemes enzymatiques, les SOD,
les GPOX et les CAT, a montré que la réponse a cet
aléa différait d'une variété a I'autre. Les modifications
d’activités observées sont complexes et impliquent
de nombreuses isozymes subissant des variations
qualitatives ou quantitatives individuelles. Plusieurs
études ont été réalisées sur les corrélations entre la
résistance au stress hydrique et 'activité accrue des
enzymes du systéme antioxydant. Weng et al. (2015)
ont conclu que les plantes qui ont une forte tolé-
rance a la sécheresse exprimaient une abondance
d’isozymes de SOD, CAT et GPOX en conditions de
stress hydrique. Ces enzymes existent sous plusieurs
isoformes et parfois sous différents types n’ayant
pas la méme localisation cellulaire. Ainsi, chez les

GPOX; I
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Figure 6. Zymogramme de I'activité de la guaiacol peroxydase (GPOX) des feuilles de blé dur. A) plante témoin; B) plante stressée.
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plantes supérieures, les peroxydases présentent de
trés nombreuses isoformes encodées par des familles
multigéniques (Yoshida et al. 2003). D’aprés les résul-
tats de Baaziz et al. (2006), trois formes de POX sont
présentes chez les céréales : des formes solubles
et des formes liées a la paroi de fagon covalente
ou ionique. Les aspects quantitatifs et qualitatifs de
ces POX peuvent étre utilisés comme marqueurs de
tolérance des plantes a plusieurs contraintes abio-
tiques. Les SOD sont classées par leurs cofacteurs
métalliques en trois types connus, le cuivre/zinc
(Cu/Zn-SOD), le manganése (Mn-SOD) et le fer
(Fe-SOD), localisés dans différents compartiments
cellulaires (Mittler 2002). Les travaux de Huseynova
et al. (2014) sur le blé dur ont montré que la contri-
bution la plus importante a 'augmentation de |'acti-
vité des SOD en conditions de stress hydrique était
assurée par la Mn-SOD qui est présente dans les
mitochondries. Naderi et al. (2014) ont également
rapporté que l'activité des isozymes de SOD était plus
intense a la suite d'un traitement au PEG 6000 chez
le blé tendre. Les CAT sont des enzymes impliquées
dans la réponse au stress hydrique par élimination de
I'H202 produit par la photorespiration dans les peroxy-
somes (Noctor et al. 2000). Dans notre étude, une
augmentation de l'intensité des bandes de CAT avec
I'apparition d’'une nouvelle bande dans les plantes
stressées indique une augmentation de l'activité de
cette enzyme. L'expression prolongée d’isoenzymes
de CAT en conditions de stress hydrique réduit effi-
cacement les dégats pouvant étre causés par H:0:
dans les cellules (Weng et al. 2015). Nos résultats sont
cohérents avec les travaux rapportant 'augmentation
de l'activité des CAT en réponse au stress osmotique
dans les plantules de blé.

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent
que tous les génotypes de blé dur présentent une
aptitude a tolérer le stress hydrique par une baisse du
potentiel osmotique, indiquant une accumulation de
solutés qui permettraient probablement le maintien
de la turgescence cellulaire. Les dommages oxydatifs
causés aux membranes cellulaires a la suite de la
contrainte hydrique font diminuer la teneur en chl a+b
et en Car. Les activités accrues des enzymes antioxy-
dantes (SOD, GPOX et CAT) agissent comme un
systéme de contréle des ROS et fournissent ainsi une
protection contre le stress oxydatif. Nos résultats sug-
gerent que la présence de plusieurs enzymes exercant
la méme fonction catalytique est une caractéristique
trés importante qui étend la capacité d’adaptation au
stress hydrique. L'existence d’une variation infraspé-
cifique chez le blé dur en ce qui concerne les traits
étudiés peut étre utilisée pour la sélection de géno-
types tolérants a la secheresse
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