REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L'ENSEIGNEMENT SUPERIEURE ET DE LA
RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Université Mentouri, Constantine
Faculté de Biologie
Département de Biologie Végétale et Ecologie

N°d'ordre : ......

Ne° de série : .....

MEMOIRE

En vue de I’obtention du diplome de magistére en Biotechnologies Végétales
(Ecole Doctorale)

Theme

Analyse de la variabilité de la réponse au stress hydrique chez des
lignées recombinantes de Tournesol

(Helianthus annus L.)
Présenté par: TEMAGOULT Mahmoud

Soutenue le : / /2009 devant le jury:

Président: Mr DJEKOUN Abdelhamid Prof. Université Mentouri, Constantine
Rapporteur: Mlle YKHLEF Nadia Prof. Université Mentouri, Constantine
Examinateur: Mr BOUDJENIBA Messaoud M.C. ENS Kouba Alger

Examinateur: Mme BOUDOUR Leila M.C. Université Mentouri Constantine



Remerciements :

Au terme de ce travail, je voudrai d’abord exprimer ma reconnaissance et ma gratitude
a Mlle YEKHLEF Nadia, Professeur a I'université Mentouri Constantine qui m’a fait profiter
de sa riche expérience et a bien voulu diriger ce travail.

Je tiens a exprimer mes vifs remerciements a toute 1’équipe du laboratoire biochimie
génétique et biotechnologies végétales et en particulier a Mr BELBEKRI Nadir pour son
assistance permanente.

Mes vifs remerciements s’adressent aussi au président et aux membres du jury qui me
feront I’honneur d’évaluer mon travail.

Toute ma gratitude a mes collégues de promotion ainsi qu’a d’autres étudiants.

De peur d’oublier des noms, je remercie tous ceux qui m’ont aidé de loin ou de pres
pour la réalisation de ce travail.



Je dédie ce travail a mes chers parents, a mes freres et sceurs et a toute ma famille.



Analyse de la variabilité de la réponse au déficit hydrique chez des

lignées recombinantes de tournesol

Résumé :

Le but de ce travail est d’étudier la variabilité¢ de la réponse au déficit hydrique chez des
lignées recombinantes de tournesol par études de parametres physiologiques, morphologiques

et biochimiques.

Dans un premier temps, on a cherché a distinguer dans une population de 100 génotypes de
tournesol ceux qui sont résistants de ceux qui sont sensibles par étude de quelques paramétres
physiologiques. Les résultats obtenus montrent qu’il y a une grande variabilit¢ dans le
comportement des différentes lignées de cette population sous condition de manque d’eau.
Ainsi on a put distinguer trois groupes : un groupe de génotypes tolérants au stress hydrique,

un groupe de sensibles et un autre de trés sensibles.

La deuxiéme partie part des résultats de la premiére et consiste en une étude comparative de
quelques paramétres morphologiques et biochimiques relatifs a la croissance sous contrainte
hydrique artificielle stimulée in vitro par le PEG chez des génotypes qui ont été choisis en
fonction de leur tolérance ou sensibilité vis-a-vis le déficit hydrique. Les résultats obtenus montrent
que la tolérance au stress est en grande partie due au degré de développement du systéme
racinaire. La comparaison des profiles SDS-PAGE montrent que le manque d’eau réprime la
majorité de protéines, d’autres sont partiellement inhibées alors que d’autre sont induites

mais pas de bandes exprimées spécialement chez les génotypes tolérants.

Mots clés : Tournesol, lignées recombinantes, sécheresse, physiologie, morphologie,

SDS-PAGE.
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Study of drought response variability in sunflower recombined inbred

lines

Abstract:

The aim of this study is the characterization of the drought response in a population of
sunflower recombined inbred lines by a physiological, morphological and biochemical

approach.

In a first time, we have tried to distinguish in 100 sunflower genotypes those which are
resistant and those which are sensible by studying various physiological traits. Considerable
variation between genotypes was observed. Three groups were distinct: the resistant, the

sensible and the extremely sensible.

In the second section of this work, the effect of water stress induced in vitro by PEG 600
on morphology was studied in eight genotypes selected according to results obtained in the
first experiment. The results showed that the tolerance of water stress was, in a great part,
determined by the degree of the development of the root system. The comparison of the SDS-
PAGE profiles of the protein leaves showed that drought affects the protein expression:
several proteins were inhibited, others are partially inhibited and we observe the apparition of

new proteins but not expressed especially in the tolerant lines.

Key words: Sunflower, Recombined inbred lines, drought, physiology, morphology,
SDS-PAGE.
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INTRODUCTION

Le tournesol est d'abord cultivé pour ses graines, son colt de production modéré, la
richesse et la qualité de son huile, sa teneur en protéines font de lui une des principales
cultures oléagineuse dans le monde. Plusieurs facteurs expliquent que I'huile de tournesol soit
considérée comme une huile de premiére qualité : couleur pale, forte teneur en acides gras

non saturés, saveur neutre, forte résistance a 'oxydation et point de fumée éleveé.

En plus d'étre utilisée en cuisine, 1'huile de tournesol entre dans la fabrication de
margarine, de sauces pour salades, de préparations pour nourrissons, de lubrifiants, de bio-
carburants, de fluides hydrauliques, de savons, de produits d'éclairage et de certains types de
peintures, vernis et plastiques. Le tourteau résiduel contient 50 a 60 % de protéines et de ce

fait est considéré comme un aliment de bétail de premier choix.

Selon la FAO(2006), la production mondiale de graines de tournesol est de 26,1
millions de tonnes. Les principaux producteurs sont la Russie (4,801 millions de tonnes/an) et

I’Ukraine (3,05 millions de tonnes/an), I’ Argentine et ['union européenne.

En 2004, 1’ Algérie a importée des graines d’oléagineux pour 69 787 000 USD (FAO,
2004) .Depuis, le prix des oléagineux n’a cessé¢ d’augmenter. En effet, la hausse des prix
enregistrée au niveau des produits €nergétiques se transmet aux produits agricoles via le
développement des biocarburants. Alors qu’il est difficile de prévoir 1’évolution future des
cours, il est communément admis que les nouveaux prix d’équilibre qui s’installent sur ces
marchés seront largement en dessus de ceux observés avant la crise. Les enjeux sont multiples
et touchent a I'indépendance énergétique des pays développés, la souveraineté alimentaire des

pays tiers et a la préservation de 1'environnement.

Hormis la production de I’huile d’olive, 1’Algérie ne produit aucun type d’huile

végétale. (FAQ, 2006).

Les premiers essais sur les possibilités de mise en culture de graines oléagineuses en
Algérie ont été réalisés en 1954 a la station d’essai de semences et d’amélioration des plantes
a El-Harrach ou les cultures suivantes ont été testées avec succes : tournesol, soja, colza,

carthame, arachide, coton, ricin et le lin.
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La culture des especes oléagineuses (Tournesol, Colza et Carthame) n’a débutée en
Algérie qu’en 1965 pour étre abandonnée en 1983.Durant cette période (1965-1983), la
contribution de la production locale dans la couverture des besoins de consommation et dans
I’approvisionnement des unités industrielles en matiére premicre a été trés insignifiante ,600
tonnes d’huile en moyenne contre des besoins estimés durant cette période a 176 000 tonnes
environ, représentant ainsi moins de 1 % des besoins nationaux. Les superficies réservées a
ces cultures, avant leur abandon en 1983, n’ont pas dépassé, (toutes confondues) 15 000 ha
pour un rendement oscillant entre 01 et 06 q /ha. Selon AMEROUN (2002), Ceci a été da

principalement a:

e [L’absence d’une approche de développement intégrée entre les secteurs agricole et

industriel, qui a conduit a une mise en ceuvre accélérée et anarchique des programmes.

e La mise en place tardive du programme d’expérimentation appliquée qui n’a pas servi
le programme de production, notamment en matiére de transfert des acquis.

e L’insuffisance des supports logistiques des opérations d’appui.

e Le manque, voir I’absence d’application des techniques rationnelles de production due

a I’insuffisance de vulgarisation et a certaines difficultés d’équipement.

Plante a débouchés nationaux garantis, le tournesol doit impérativement bénéficier
d'une grande attention. Il s'agit d'installer les moyens nécessaires a la relance de cette culture

en Algérie.

Le Tournesol est une culture de printemps pratiquée en conditions pluviales, la
contrainte majeure en Afrique du Nord est le déficit hydrique en fin de cycle qui pénalise

énormément le rendement.

Il ressort des diverses prospectives sur les changements climatiques une forte
probabilité d'une augmentation de la température et une aggravation du déficit pluviométrique
en particulier dans le bassin méditerranéen et il est peu probable que le tournesol bénéficie
massivement de l'irrigation a l'avenir (KIANI, 2007), il convient donc de réfléchir aux voies
d'amélioration de la productivité du tournesol dans le cadre de contraintes hydriques plus ou

moins marquées.

Le tournesol est une culture trés prometteuse dont on attend de grandes performances
et elle sera parmi les plantes qui bénéficieront le plus des biotechnologies.
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L'amélioration de la productivit¢ du tournesol repose sur deux approches
complémentaires: 1'optimisation de la conduite culturale d'une part et d'autre part la sélection

de génotypes présentant des caractéristiques intéressantes.

La sélection du tournesol a portée essentiellement sur la résistance aux principaux
pathogenes, le tournesol n'a pas beaucoup bénéficié de la sélection pour la résistance a la

sécheresse (KIANI, 2007).

L'amélioration variétale et le développement de plantes résistantes a la sécheresse
s'est heurté jusqu'a présent a la grande complexité des mécanismes physiologiques mis en jeu
dans la réponse a la sécheresse. Comprendre les réponses aux stress est essentiel dans les
essais entrepris pour sélectionner des cultivars capables de résister a la sécheresse et aux
autres conditions susceptibles de réduire le rendement.

Le réchauffement climatique prévisible pour les années a venir aura des répercussions
importantes en termes d'agriculture et donc de recherche appliquée.

Le présent travail portera sur 1’étude de la variabilité de la réponse au déficit hydrique
chez des lignées recombinantes de tournesol.

Notre travail se divise en deux parties :

e [a premiére partie a pour but de distinguer dans une population de 100 génotypes de tournesol

les résistants des sensibles par une étude de quelque paramétres physiologiques.

e [a deuxieme partie part des résultats de la premiére et consiste en une étude comparative de
quelques paramétres morphologiques et biochimiques in vitro chez des génotypes qui ont en

fonction de leur tolérance ou sensibilité vis-a-vis le déficit hydrique.

Le mémoire sera présenté sous forme de trois chapitres :
Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique relative au tournesol, a I’effet de
la sécheresse sur les végétaux et les approches utilisées 1’étude et I’amélioration des plantes

sous contraintes hydrique.

Le deuxieme chapitre présente le matériel et les méthodes utilisés.
Le troisieme chapitre sera consacré a la présentation et la discussion des résultats obtenus.

Enfin le mémoire se conclura en dégageant quelques perspectives de ce travail.
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CHAPITRE I :
REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
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I-1-Le Tournesol

I-1-1-Présentation de ’espéce :

Le genre Helianthus L., caractérisé au sein des Astéracées par une absence d’aigrette
sur la graine, prend son origine en Amérique du Nord. La forme cultivée, Helianthus annuus
L., se distingue des formes sauvages par un petit nombre de caracteres affectant, par exemple,

la tige (disparition de la ramification qui conduit a générer un gros capitule unique) et la

graine (augmentation du calibre) (DORE et VAROQUAUX, 2006).

Le genre Helianthus peut étre scindé en trois sections : Annui, Cilires et Divaricati

(DEMOL , 2002) :

1- La section Annui comprend une douzaine d’especes, dont H. annus, le Tournesol
cultivé. Ces especes diploides (2n=34) et interfécondes sont presque toujours annuelles. Leur
habitat naturel est le centre et I'ouest de L’Amérique du Nord. Leurs feuilles sont
généralement alternes, pétiolées et de forme ovoide. Les différentes especes sont : H. agristis
Polard, H. annuus L., H. anomalus Blake, H. agrophylus Torr. Et Gray, H. bolanderi A.
Gray, H. debilis Nutt., H. exilis A. Gray, H. neglectus A. Gray, H. niveus T.S Brandeg., H.
paradoxus C.G Heiser, H. petoliarus Nutt., H. praecox Englem. Et Gray. La forme cultivée

actuelle du tournesol serait la sous-espece Helianthus annus L. var. macrocarpus.
2- La section Ciliares se divise en deux sous-sections :

*La sous section Ciliares qui se compose de trois especes pérennes (H. arizomnsis R.C
Jackson, H. ciliaris D.C., H. laciniatus A. Gray) sans rhizome proprement dit, mais avec un
systéme racinaire latéral trés développé a partir duquel la plante peut se développer. Les
feuilles sont le plus souvent opposées et sessiles. Ces especes se rencontrent dans 1’Ouest de
I’ Amérique du Nord. Deux d’entre elles sont diploides (2n = 34) et une (H. ciliaris se trouve

sous deux formes : tétraploides (68 chromosomes) et héxaploides (102 chromosomes).

*La sous section Pumili se compose de trois especes pérennes diploides (2n=34) (H. cusickii
A. Gray, H. gracilentus A. Gray, H. pumilus Pers.). Les plantes de cette série sont naines, a
feuilles velues et généralement opposées. Elles se multiplient & partir de bourgeons qui

émergent a la base des vieilles racines. On les rencontre dans 1’Ouest de I’Amérique du Nord.
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3- La section Divaricati se compose d’especes pérennes. A partir des racines, se
développent souvent des bourgeons, des rhizomes, des tubercules. H. tuberosus, le

Topinambour, appartient a cette section. On y distingue cing sous-sections :

*La sous-section Augustifolii qui se compose de trois especes diploides (H. augustifolius L.,
H. floridanus A. Gray, H. simulans Watson) (2n=34) dispersées a I’Est de I’Amérique du
Nord. Les tiges des plantes sont poilues et portent des feuilles généralement alternes a limbe

étroit dont les bords sont enroulés vers la face inferieure, avec ou sans rhizome.

*La sous-section Atrorubentes se compose d’especes diploides (2n=34) (H. atroburentes L.,
H. heterophyllus Nutt., H. radula Torr. Et Gray, H. silphioides Nutt.) Réparties au sud-est des
Etats-Unis. Elles ne possédent pas de rhizomes, mais des racines fibreuses. Au cours de son

développement, la plante passe par un stade « rosette » caractéristique..

*La sous-section Divaricati comprend neuf espéces réparties dans le centre et 1I’Est de
I’ Amérique du Nord. Trois d’entre elle sont diploides (H. divaricatus Michx, H. mollis Lam.,
H. occidentalis Riddell), une est tétraploide (H. wrsutus Rofin) et trois héxaploides (H.
eggeretii Small, H. rigidus Derf., H. tuberosus L.). Enfin, deux d’entre elles peuvent se
trouver sous deux formes: diploide ou tétraploide (H. decapitalus L., tétraploide ou

héxaploide (H. strumosus L.). Les plantes possedent des rhizomes et sont a feuilles opposées.

*La sous-section Gigantii se compose de huit especes dont cinq sont diploides (H. giganteus
L., H. grisseseratus Martins, H. maximiliani Shrad., H. nuttallii Torr. Et Gray, H. salicifolius
A. Dieter.) et trois héxaploides (H. californicus DC., H. resinosus Small, H. schweinitzii Torr.
et Gray). Ce sont de grands Tournesol a feuilles alternes et a rhizomes. On les trouve dans le
centre et ’Est de I’Amérique du Nord, excepté H. nuttallii catonné a I’Ouest et H.

maximiliani présent partout.

*La sous-section Microcephali comprend cinq espeéces dont trois sont diploides (H.
Microcephalus Torr. et Gray, H. glocophyllus D.M. Smith, H. ligifolius Purshi) et deux
tétraploides (H. laevigatus Torr. et Gray et H. smithii C.B. Heisser). Ces especes se trouvent
dans I’Est de I’Amérique du Nord. Les capitules sont de petite taille. Les feuilles supérieures

sont alternes.

Les tournesols sauvages qui ont été mentionnés constituent une grande réserve de

caracteres dont I’exploitation a tout juste débuté.
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I-1-2-Botanique:

e Inflorescence et fleurs :

Chaque plante porte un capitule d’un diameétre variant de 15 a 30 cm. Le capitule
comporte un réceptacle charnu sur lequel s’insérent des fleurs tubulées au centre et des fleurs

ligulées a la périphérie.

Les fleurs ligulées sont réparties sur un ou deux rangs a la périphérie du capitule. Leur
nombre ne dépasse jamais la centaine. Elles sont asexuées ou trés rarement unisexuces de

type femelle.

Les fleurs tubulées ou fleurons forment I’essentiel du capitule. On en dénombre environ
2 000 en moyenne. Chaque fleuron logé dans une bractée acuminée est constitué d’un ovaire
infére ne contenant qu'un seul ovule sur lequel s’inserent, de I'intérieur vers 1’extérieur,

différentes pieces florales : le style, cinq étamines, la corolle, le calice. (DEMOL, 2002).
e Floraison

Elle est centripéte. Sa progression s’effectue par cycles quotidiens de trois cercles de

fleurons. Elle dure de cinq a dix jours selon les conditions climatiques.

La maturation d’un fleuron débute par son éclosion, les anthéres étant alors projetées au-
dessus de la corolle suite a I’élongation des filets. Les anthéres sont déhiscentes et le pollen se
déverse dans le tube floral : c’est le stade male. Le lendemain, le style s’allonge, traverse le

tube staminal et émerge au-dessus des anthéres. Les deux lobes stigmatiques se

séparent et s’enroulent en crosse vers le style, c’est le stade femelle. La réceptivité des
stigmates peut durer de 15 a 20 jours (DEMOL, 2002 ).

e Fécondation

La morphologie florale et la dynamique de floraison font du tournesol une plante a
tendance allogame. Il existe cependant une grande variabilité quant a 1’auto-incompatibilité de

la plante et les améliorations ont intérét a créer des variétés capables de s’auto-polliniser.

La pollinisation est entomophile. Les abeilles et les bourdons sont les principaux agents

pollinisateurs du tournesol. La fleur est tres attractive et le taux de fréquentation est treés
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important. Pour améliorer le rendement en graines, il est recommandé de disposer d’une a

deux ruches par hectare. (DEMOL ,2002 ).
¢ Fructification

Les fruits sont des akénes de forme allongée et légerement aplatie. L’akéne est constitué
d’un embryon droit flanqué de deux grands cotylédons blanchatres, riche en lipides et

protéines.

Le tout est enveloppé d’un péricarpe appelé coque dont la zone interne est sclérifiée et la
zone externe colorée (brun a noir avec ou sans stries). La coque représente 18 a 25% du poids

du fruit. (DEMOL, 2002 ).
I-1-3-Agronomie:
Le tournesol peut se développer sur différents types de sols, mais préfere les sols qui se

réchauffent rapidement.

Son systéme radiculaire pivotant occupe un volume de terre plus important que celui

du Mais, d’ou sa meilleure résistance a la sécheresse.

Le tournesol est une bonne téte de rotation : il libére tot le sol et restitue environ 7 T
de MS soit 12 a 1.500 kg d’humus, et une partie de I’azote, du phosphore et du potassium
qu’il a extrait (SOLTNER, 2005).

Le tournesol est réputé relativement tolérant a la sécheresse et s'adapte a divers types
de sols, aussi bien sablonneux qu'argileux, et a une vaste gamme de pH du sol (5,7 a plus de

8). Toutefois, sa tolérance au sel est faible et il exige un sol bien drainé.

Grace a ses racines profondes, il peut utiliser des éléments nutritifs qui ont été entrainés

par lessivage dans les couches plus profondes du sol (SOLTNER, 2005).
¢ Le semis du tournesol :

Le tournesol est semé en avril. On séme a 2-3 cm de profondeur en terre battante, 4-5 cm

en terre desséchée en surface.
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La densité recherchée est de 50 000 a 60 000 plantes levées/ha que I’on obtient par
exemple en semant 67.000 graines pour une faculté germinative de 90%. En cas d’accident de

levée, ne conserver que s’il reste plus de 35.000 pieds/ha (SOLTNER, 2005).

Des études ont montré que le systéme racinaire du tournesol a besoin pour se développer
d'une forte porosité et de sols plutot 1égers, vu sa sensibilité aux accidents structuraux (tassement,
semelle de labour). En sols argileux, I’inondation de jeunes plantes du tournesol provoque une
augmentation de la biosynthése d'éthyléne dans les racines et les tiges et endommage le systéme
chlorophyllien des feuilles. Le tournesol ne survit pas au dela de 3 jours d'ennoyage

(ANONYME a, 2008).

Le tournesol est faiblement tolérant a la salinité du sol. Des études ont montré que la teneur
en huile diminue d'environ 20 % lorsque la salinité varie de 0,25 a 1,2 s.m'l, mais la composition
en acides gras reste invariable. La germination n'est affectée que si la concentration en sel du sol

dépasse 0,7 % (SOLTNER, 2005).

¢ La fumure du tournesol :
Sur le plan fertilité du sol, il est moins exigent que le mais et le blé.

La croissance tres rapide du tournesol entraine des besoins élevés notamment en azote et
potassium. Mais les exportations par la graine elle-méme sont relativement faibles étant

donner les fortes restitutions.

Pour les éléments P-K le tournesol est moyennement exigeant et peu exigeant en

phosphore. Ce qui veut dire que la puissance d’extraction minérale de ses racines est ¢levée.

La fertilisation phospho-potassique peut donc étre limitée a 40-60 unités/ha en fertilisation

normale, 50 a 70 unités en fertilisation renforcées.

Pour I’azote on recommande des doses modérées, pas plus de 80 unités. Le tournesol
valorise mal les doses supérieures. Il est en effet du fait de la puissance de ses racines et la
période a laquelle il pousse, treés capable d’utiliser la minéralisation de 1’azote organique du
sol. Apporté en exces, il favorise I’exubérance de la végétation et le développement des

maladies (Sclerontinia, Phomopsis, Botrytis) (SOLTNER, 2005).
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e L’irrigation du tournesol :

La consommation en eau du tournesol est trés variable et peut aller de 400 a 600 mm et
plus. La consommation de pointe peut atteindre 11 mm/jour pendant la floraison. Pour une
production de 35 gx/ha, il faut viser une consommation totale de 400 a 450 mm (EL ASRI et
al., 2001).

Selon les réserves du sol en eau et le type de sol, il faut apporter 3 a 6 irrigations de 30
a 60 mm pendant la phase post-florale. En cas d’eau limitante, l'apport d'une seule irrigation
au stade début floraison est aussi productif que le régime a trois irrigations pendant la phase

reproductive (EL ASRI et al., 2001).

Plus le déficit hydrique est précoce plus les pertes des rendements sont élevées. (EL

ASRI et al., 2002).

La répartition de l'irrigation entre les phases végétatives et reproductive joue un grand
role dans la détermination du rendement grain. E1 ASRI ef al., (2002) ont prouvé que pour une
méme dose d’eau (510 ml), une répartition de 170 mm pendant la phase végétative et 340 mm
pendant la phase reproductive engendre la meilleure efficience de point de vue matic¢re séche
grain. Les apports d'eau pendant la phase reproductive peuvent permettre d'une part un gain
sensible a partir d'un meilleur remplissage des graines et d'autre part d'une amélioration de la
teneur en huile. Des déficits hydriques supérieurs a 100 mm, entre le stade "bouton floral 3 cm"

et la fin floraison, n'autorisent aucun niveau de rendement grain supérieur a 2 tonnes a I'hectare.
e Traitement de la culture :

Contre les maladies du tournesol, mildiou, botritis, sclérotiniose, phoma et phomopsis, des
traitements sont soit peu, soit non efficaces. Seule la résistance variétale est a rechercher,
d'ou les grands efforts des sélectionneurs (SOLTNER, 2005). De méme une bonne
agronomie : rotation, fertilisation modérée et équilibrée, bonne aération du sol, semi a densité

pas trop élevée, irrigation, lute éventuelle contre les pucerons, récolte précoce.

Dans certains cas les traitements fongicides s’imposent soit par traitement des semences,

soit par pulvérisation au stade « limite du passage du tracteur ».
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Une rotation de quatre ans est recommandée pour le tournesol, en raison surtout de sa
grande sensibilité a la sclérotiniose. Au cours des années intermédiaires, il faut éviter les

autres cultures dicotylédones.

Les ravageurs du tournesol sont peu nombreux les limasses a la levée exigent souvent un
traitement, les taupins sont combattus par le traitement des semences, les pucerons en cas de
pullulation précoce au stade 2-3 paires de feuilles. Le traitement s’impose rarement

(SOLTNER, 2005).
e La récolte du tournesol :

On considere que le tournesol a atteint la maturité lorsque le dessous du capitule est jaune
et que les bractées virent au brun. Selon les lieux, les climats, les années, la récolte intervient

de fin aout a début octobre.

La récolte se fait a la moissonneuse batteuse équipée de plateaux a bords relevés fixés
devant la barre de coupe pour amener les tiges a la coupe et récolter les graines et panicules
qui tombent devant la lame. On supprime un rabatteur sur deux et la vitesse du batteur est

trés réduite 500t/min (SOLTNER, 2005).

I-1-4-Utilisation du tournesol :

Le tournesol est, avant tout, utilisé dans 1’alimentation humaine (huile), mais il a aussi des

débouchés en alimentation animale (tourteau) et dans 1’industrie.

e Alimentation humaine :

L'huile est extraite des graines, dont la teneur dans les variétés améliorées varie de 45 a
50 %. Le tournesol sous climat tempéré produit une huile riche en acide linoléique et a ce

titre, peut étre considérée comme bonne pour la santé¢ (DORE et VAROQUAUX, 2006).

D'apres les nutritionnistes, cette huile a d'excellentes qualités diététiques, par exemple
pour combattre le diabéte. C'est également une bonne source de vitamine E (700 mg/L, la
teneur de cette vitamine dans I’huile d’olive n’est que de 150mg/L). L'huile de tournesol entre
¢galement dans la fabrication de margarine. L'acide oléique a des qualités nutritionnelles qui
intéressent aujourd'hui quelques grands fabricants d'huile alimentaire. Des sélectionneurs ont
mis au point des variétés de tournesol dont I'huile contient plus de 60% d'acide oléique

(DORE et VAROQUAUX, 2006).
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e Alimentation animale :

La plante entiere récoltée avant maturité est utilisée comme fourrage. Le tourteau de
tournesol, c’est-a-dire le produit obtenu apres extraction de I’huile et utilisé en alimentation
animale, se situe parmi les meilleurs en raison de sa forte teneur en matieres azotées totales
(45-55%) et en méthionine, sa teneur en vitamines du groupe B est également ¢levée (le
tournesol contient plus de riboflavine que 1'arachide ou le soja).

Comparé aux autres tourteaux, du point de vue minéral, celui du tournesol présente un
meilleur équilibre phosphocalcique. Toutefois son taux €levé en cellulose en limite 'emploi
chez les monogastriques. Il est néanmoins possible de décortiquer mécaniquement la graine
pour obtenir un tourteau d'amande. Les sélectionneurs recherchent des variétés a coque mince
et (ou) faciles a décortiquer.

Enfin, les variétés de bouche sont utilisées pour I’oisellerie (DORE et VAROQUAUX,
2006).

e Industrie de la lipochimie :

Certaines utilisations non-alimentaires du tournesol se sont développées, cette industrie
recherche des huiles tres riches en acide oléique, qui peuvent étre utilisées en cosmétique, en
pharmacie, dans la fabrication des lubrifiants, des biocarburant, et de matiéres plastiques
(DORE et VAROQUAUX, 2006).

- Biocarburants :

L’huile de tournesol peut étre utilisée directement a la place du diesel (HOPKINS, 2003), ou
aprés transformation en EMHYV (ester méthylique d'huile végétale ; autrement appelé diester),
obtenu apres mélange avec de 1'alcool méthylique. L huile pure, contrairement aux diesters,
ne nécessite aucun procéd¢ industriel de fabrication. Une simple presse suffit. Le tournesol est
la plante qui offre le meilleur rendement (six fois supérieur au gazoil). C’est aussi la plus
écologique (ANONYME b, 2008). Pas de rejet de soufre, 25% d’émission de dérivés azotés
en moins, trois fois moins de CO2 rejeté a la combustion. Le carburant tournesol est tres
pertinent aujourd’hui avec I'impératif de réduire les gaz a effet de serre (Fig. I-1). Tandis que
le pétrole brulé libére dans I’atmosphere du carbone qui a été stocké hors circuit depuis des
millions d’année, le CO2 émis par les biocarburants durant leur combustion est compens¢ par

le carbone absorbé par les plantes durant leur phase de végétation (ANONYME b. 2008).
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Carburants

. 1
Ester de tournesol M indicateur etfet de serre

Ester de colza
Ethana!
ETBE

Gazole

Essence

' Indicateur effetde serre
0.0 0,2 0.4 0.6 0.8 1,00

Fig. I-1 :L'indicateur « effet de serre » est la quantité de gaz a effet de serre émise apres
combustion par unité d'énergie utilisée. Il est présenté en indice, base 1 pour l'essence.

Source : IFEN, d'aprés PricewaterhouseCoopers/Ecobilan, 2002.

Face a un pétrole cher et bientot rare, plusieurs pays (essentiellement les pays
développés) ont eu recours aux biocarburants. Ce débouché non alimentaire des huiles
végétales entre en concurrence avec une demande de plus en plus forte destinée a nourrir une
population en croissance. L’enjeu est majeur et touche la souveraineté alimentaire des pays
tiers. L’Algérie si du point de vue énergétique est indépendante, elle dépend fortement de
I’importation du point de vue alimentaire. De plus, toute 1’économie nationale se base sur le
pétrole. Bien que nous ne sommes pas encore a court de pétrole, nous sommes a court de
temps pour développer les cultures oléagineuses. Il se pourrait tout a fait que se voie vérifiée
la prédiction du Cheikh Yamani, ancien ministre saoudien du pétrole quand il a dit (in
MERITET S, 20006) : « Plus les prix du pétrole seront élevés, plus la technologie sera
stimulée et plus le pétrole encourra le risque d’étre remplacé, L’age de pierre ne s’est pas

terminé faute de pierres. L.’age du pétrole s’achevera, mais pas faute de pétrole ».

e Tournesol et apiculture :

Le tournesol, avec pres de dix millions de fleurons a I’hectare et une longue période de
floraison est une excellente plante mellifére. Les abeilles sont attirées en grand nombre. Selon
la littérature, la production de pollen et de nectar est moyenne a bonne (CHARRIERE et al.,
2006). Les sécrétions nectariféres varient fortement d’une variété a 1’autre, selon la nature du
sol et le climat (CHARRIERE ef al, 2006).Le rendement peut aller de une a deux
hausses(16Kg) en un mois. Le miel de Tournesol est de Couleur dorée, brillante et jaune
canari trés caractéristique, de texture assez fine, il exhale un arome végétal trés frais et

posséde un pouvoir sucrant important et riche en vitamines F (ANONYME C, 2008).
25



Fig I-2 : Champs de tournesol cultivé dans la localité¢ de LAMSARA preés du Mont Chelia
(W.de Khenchela) ades fins d’apiculture (Juillet 2008)

e Tournesol et horticulture :

En horticulture, cette plante offre une inflorescence spectaculaire et décorative. En
fonction de I’utilisation, les variétés sont treés différentes, en particulier ¢a concerne les

ramifications, le nombre de capitules, leur couleur.... etc

Uok

Floristan Inca Jewels Italian White Music Box Sunbeam

Ring of Fire Sunrich Prado Sunrich Lemon Sunrich Orange Sundance Kid

Fig. I-3 : Quelque variété de tournesol utilisé en horticulture GAST (1995).
I-2-Effet du stress hydrique sur les plantes et stratégies d’adaptation :

I-2-1-Le stress hydrique: définition et conséquences physiologiques:
Le stress hydrique a été définit comme une baisse de la disponibilité de 1'eau,

traduisant par une réduction de la croissance de la plante et/ou de sa reproduction par rapport

au potentiel du génotype. La contrainte hydrique est le facteur ou l'ensemble de facteurs ayant
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pour conséquence le stress. D'autres auteurs limitent la définition du stress aux seules

conditions correspondant a une hydratation suboptimale des tissus (LAMAZE et al., 1994).

L’installation d’une sécheresse se manifeste par la combinaison d’une part, de la
restriction de la disponibilité en eau du sol et, d’autre part, de 1’augmentation de la demande
évaporatrice (KIANI, 2007).

Le manque d’eau peut se manifester aussi bien dans le sol que dans I’atmosphere
(SCORIC, 1990). Généralement, la sécheresse du sol est lente (LARCHER, 1995), mais la
diminution de I'humidité de I'air peut parfois étre rapide (YOKOTA et al., 2006).

D'un point de vue physique, le stress hydrique résulte d'un abaissement du potentiel
hydrique dans l'air et/ou dans le sol en dessous d'une certaine valeur, dépendant du génotype,
du phénotype et des caractéristiques du milieu (type de sol, température, vent, etc.)

(LAMAZE et al., 1994).

L'évaporation de l'eau abaisse le potentiel hydrique et augmente la concentration du
sol en sels. La plante pergoit la sécheresse du sol comme une augmentation de la
concentration des sels autour de la surface des racines et/ou une augmentation de la pression
osmotique des cellules racinaires.

L'effet du stress dépend de son degré, sa durée, le stade de développement de la plante,

le génotype et son interaction avec 1'environnement (YOKOTA et al., 20006).
o Effets précoces:

Les feuilles ferment leurs stomates des qu'elles sentent une augmentation de la pression de
vapeur de 'air (MOTT et PARTHURST, 1991); (ASSMANN et al., 2000). La fermeture des
stomates est une des réponses précoces au déficit hydrique, elle se fait en quelques minutes
(ASSMANN et al., 2000), elle a pour but la protection de la plante contre la déshydratation
mais cause en méme temps une diminution de l'assimilation du carbone ce qui perturbe la
photosynthese (CECHIN et al., 2006).

On observe aussi une diminution de la vitesse d'élongation cellulaire, la balance
hormonale est fréquemment altérée, est I'activité de nombreuses enzymes est changée, ainsi

que l'expression du génome (LAMAZE et al., 1994).

27



o Effets 2 moyen terme: L'ajustement osmotique

L'ajustement osmotique a été défini comme un abaissement du potentiel osmotique par

I'accumulation de solutés dans les cellules en réponse a un stress salin ou hydrique.

Les solutés accumulés sont trés variés et appartiennent a diverses familles
biochimiques comme les acides aminés (proline, arginine, citruline, ornithine, etc.), les
amides (glutamines et asparagine), les polyamines, les acides organiques (citrate, malate,
lactate, etc.), les sucres (saccharose, pinitol, sorbitol, mannitol, glycérol, etc.), les amines

quaternaires (glycine-bétaine) et les sels minéraux (K" Na”, CI") (LAMAZE et al., 1994).

o Effets a plus long terme:

On observe des modifications morphologiques, anatomiques, physiologiques et
développementales de la plante. (LAMAZE et al., 1994). Elles comprennent principalement
une baisse du volume des nouvelles cellules, une réduction de la surface des feuilles et une
augmentation de leur épaisseur, un vieillissement prématuré des feuilles matures, une
¢lévation du rapport racine/feuille en termes de biomasse et, dans le cas d'un stress dépassant

la capacité de résistance de la plante, la dessiccation et la mort de celle-ci.

1-2-2-Mécanismes de résistance a la sécheresse:

La résistance a la sécheresse est un terme générique qui comprend plusieurs processus.
On en distingue classiquement quatre: L'échappement, la restauration, la tolérance a la

déshydratation et 1'évitement.

JONES (1992) in (KIANI, 2007) a défini et établi une classification des ‘stratégies’
d’adaptation des plantes a la sécheresse : (1) la premicre consiste a ‘éviter’ le stress hydrique
et (2) I’autre a le ‘tolérer’.

Les mécanismes d’évitement réduisent I’'impact d’un stress bien qu’il soit présent dans

I’environnement.

La premiére fagcon d’éviter la sécheresse est I’esquive. L esquive permet a la plante de
réduire ou d’annuler les effets de la contrainte hydrique par une bonne adaptation de son cycle
de culture a la longueur de la saison des pluies. Le développement rapide avec une floraison
précoce permet a la plante d’éviter les périodes seches. Cette stratégie appliquée aux especes
cultivées a amené a décaler la date de semis et/ou a sélectionner des variétés plus précoces

permettant d’éviter les déficits hydriques de fin de cycle.
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La deuxieme fagon d’éviter la sécheresse est la capacité de la plante & maintenir un
état hydrique satisfaisant. La stratégie de I’évitement est principalement liée, d’une part, a la
réduction de la transpiration et, d’autre part, a une optimisation de 1’absorption d’eau par les
racines.

La tolérance exige que 1’organisme soit en équilibre thermodynamique avec le stress,
ce qui signifie que les conditions qui régnent dans la plante sont en équilibre avec les
conditions de I’environnement externe. La tolérance a la sécheresse implique que 1’organisme
survive a une dessiccation qui n’endommage pas sont protoplasme et qu’il conserve la

capacité de reprendre une croissance normale lorsque le protoplasme sera réhydraté.

La tolérance est la stratégie qui permet a la plante d’assurer ses fonctions
physiologiques malgré une dégradation de son état hydrique. Le maintien de la turgescence
lors d’un déficit hydrique permet de retarder la fermeture des stomates, de maintenir le
volume chloroplastique et de réduire le flétrissement foliaire. Cette aptitude confére a la
plante une meilleure tolérance au déficit hydrique interne. Cette tolérance au déficit hydrique
interne permet un fonctionnement prolongé de la photosyntheése. Les produits carbonés
peuvent alors étre utilisés autant pour ’ajustement osmotique que la croissance racinaire.

Les capacités d’ajustement osmotique sont variables chez le tournesol et dépendent du
génotype, des modalités d’installation du déficit hydrique, et de I’age de la feuille (KIANI,
2007)

La tolérance a la sécheresse est le résultat de mécanismes physiologiques,
biochimiques et moléculaires complexes. L expression de différents génes et I'accumulation
de divers osmolytes (I’ajustement osmotique) couplés a un systéme antioxydant efficace sont
souvent les principaux mécanismes de tolérance au déficit hydrique. Plusieurs de ces
mécanismes ont été caractérisés chez différents plantes (KIANI, 2007)

Les différents mécanismes adaptatifs combinés entre eux peuvent conférer aux plantes
des comportements différents en situation de contraintes hydriques.

L’adaptation se rapporte a des modifications de structure ou de fonction héritables, qui
augmentent 1’adéquation de 1’organisme dans un environnement stressant. Les modifications
morphologiques et physiologiques associées au métabolisme acide des crassulacées (CAM)
sont des exemples d’adaptation (HOPKINS, 2003).

L’acclimatation, par ailleurs se rapporte a des modifications physiologiques non

héritables, qui interviennent au cours de la vie d’un individu. Ces modifications se produisent
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lors d’une exposition graduée au stress, elles permettent a I’individu de vivre et de se
reproduire dans un environnement stressant. La capacité de s’acclimater est bien slr un
caractére génétique, mais les modifications produites en réponse au stress ne sont pas
transmise a la génération suivante. Le processus d’acclimatation & un stress est appelé

résistance et les plantes qui se sont acclimatées sont dites résistantes (HOPKINS, 2003).

I-2-3-Protéines et stress hydrique:

La nature immobile des plantes les a obligées a développer principalement des

mécanismes moléculaires (MADHAVA RAO, 2006).

L’analyse des gels d’électrophoreses montre que le stress hydrique inhibe la synthese
de la plupart des protéines, tandis que celle d’un ensemble restreint dites de stress est induite.
Ce schéma est commun dans ses grandes lignes a différents types de stress (LAMAZE et al,
1995). Les protéines de stress jouent un role dans 1’adaptation de la plante, et de ce fait, de
nombreux chercheurs abordent la résistance au stress par l'isolement et I’étude de ces

molécules. (LAMAZE et al, 1995).

Une partie des protéines induites ont une fonction directe dans I’augmentation de la
tolérance au stress (protéines fonctionnelles), d’autres ont une fonction dans la chaine de
transduction (protéines régulatrices) qui aboutiront a la production de protéines fonctionnelles

(Fig. I-5).

La plupart des protéines a fonction directe sont des aquaporines, des enzymes
catalysant la biosynthése d’osmolytes (carbohydrates, acides aminés et bétaines), des
protéases destinées a [’hydrolyse des protéines endommagées (ubiquitines, thiolprotéases) et
des enzymes détoxifiantes (catalases, SOD, ascorbate peroxydase, glutathione-S-transférase,

etc. (SCHULZE et al., 2002).

Les dehydrines, LEA ou Rab protéines, forment un groupe remarquable de protéines
induites par le stress hydrique et qu’on trouve chez toutes les plantes (CAMPBELL et
CLOSE 1997) ; elles n’ont pas de fonctions enzymatiques, mais elles sont trés efficaces dans
la protection de membrane cellulaire et des protéines par des structures quaternaires (CLOSE,

1996).
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Fig. I-4 : La réponse de la cellule de la plante au stress causé par la dessiccation

(D’apres SHINOZAKI et YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997)

Découvertes en 1981, Ces protéines protectrices apparaissent toujours pendant la
dessiccation de I’embryon et de I’endosperme lors de la maturation des graines. Elles sont tres
abondante dans les embryons des graines tolérantes a la dessiccation et accumulées dans les

périodes de déficit hydrique. (CELLIER ef al, 1998).

Elles ne contiennent ni de Cys ni de Trp et de ce fait elles résistent a la dénaturation

thermique et a la dénaturation acide. Elles ont un poids moléculaire moyen qui varie entre 15

et 200 kDa (SCHULZE et al., 2002).

Les dehydrines et les enzymes catalysant la synthése d’osmolytes compatibles sont
d’un grand intérét dans la transformation des plantes sensibles a la sécheresse. Xu et al.1996,
ont introduit dans le riz le gene HVAI provenant de 1’orge. Le riz obtenu a été

considérablement plus tolérent au stress hydrique et aussi au salin.
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L’effet de la sécheresse sur la plante et les changements qu’elle provoque dans
I’expression du génome a conduit plusieurs chercheurs a aborder 1’étude par analyse du
protéome. Les changements du protéome aprés exposition a un stress peuvent fournir les
marqueurs de la tolérance qui sont trés utiles pour la sélection. Le protéome refléte 1’état
actuel de la cellule et c’est la maillant qui relie le transcriptome et le métabolome. L’analyse
du protéome a beaucoup évoluées ces dernicres années et les exemples de son utilité sont
nombreux (HORVA et al., 2006 ; KUMAR et BHATLA 2006, VITAMVAS et al., 2006 ;
ROSSIGNOL, 2001).

Un des outils d’analyse du protéome le plus souvent utilisé est 1'électrophorése qui est une
technique biochimique de séparation fondée sur le fait que des molécules portant des charges
¢lectriques migrent a des vitesses différentes lorsqu'elles sont placées dans un champ
¢lectrique. L’idée d’utiliser cette caractéristique pour séparer des molécules remonte a la fin
du dix-neuviéme siécle grace aux travaux du biochimiste suédois Arne Tiselius (1902-1971).
Il a réussit le premier a séparer par cette technique les protéines contenues dans des liquides
biologiques complexes comme le sérum sanguin et le lait. Aujourd’hui, I’électrophorese est
devenue une technique de routine dans les laboratoires ou on l’utilise pour séparer les
protéines et les acides nucléiques. L’électrophorése des protéines peut étre réalisée sur des
supports varié¢s, notamment sur gel de polyacrylamide en présence du sodium dodécyl sulfate
(SDS-PAGE). Cette technique décrite pour la premiere fois par Laemmli en 1970 est utilisée

pour séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire.

On fait bouillir un mélange de protéines en présence :

e d'un agent réducteur : le B-mercaptoéthanol qui réduit les ponts disulfures.
e d'un détergent anionique fort : le sodium dodecyl sulfate (SDS) qui enveloppe les
chaines polypeptidiques des protéines de charges négatives. Ces charges se repoussent

er déplient les chaines polypeptidiques.

En conséquence :

o les protéines sont dénaturées : elles ont perdu leur structure tridimensionnelle native.
e les protéines n'ont plus de pont disulfure : elles sont sous une forme monomérique

(Fig. I-5).
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Fig. I-5-Description de ’effet de SDS et agents réducteurs tels que le B-mercapto-éthanol sur les

protéines(M. H. Dicko., 2006)

Les protéines de 1'échantillon sont ensuite séparées par une électrophorese sur gel de
polyacrylamide en présence de SDS. C’est un gel inerte pour les pH et les forces ioniques de

tampons utilisés en séparations de protéines ; les adsorptions sont nulles.

Le gel de polyacrylamide est un gel réticulé, obtenu par polymérisation d'acrylamide qui

forme des chaines et de bis-acrylamide qui ponte les chaines d'acrylamide (Fig. I-6).

La réaction de polymérisation est initi¢e par la formation de radicaux libres par le persulfate
d'ammonium et catalysée par le TEMED (N,N,N',N'-tétramethyl-1-,2-diaminométhane -

toxique).

I1 est possible de réaliser des gels de porosités variées. Plus les mailles seront petites,
plus les grosses molécules auront de la difficulté a avancer dans le gel, donc plus elles seront
retardées. On utilisera donc diverses grosseurs de mailles (ou porosité) selon que les protéines

qu'on veut séparer sont petites ou grosses.

Ce choix repose sur deux facteurs principaux qui influenceront la taille des pores du
gel: la quantit¢ d'acrylamide et le rapport bisacrylamide/acrylamide (ou agent

réticulant/acrylamide).
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acrylamide CH,=CH-CO-NH; + méthyléne bis acrylamide (CH,=CH-CONH},CH

l
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CH2-CH(CONH32)-CH2-CH-CH32-CH(CONH2)-

Fig. I-6-Mécanisme de la formation du réseau (Network) par polymérisation de I’acrylamide en présence

du biscrylamide qui crée les ponts. (M. H. Dicko., 2006)

D'une part, plus il y a d'acrylamide en solution au moment de la polymérisation, plus
les mailles seront petites. D'autre part, plus le rapport bis/acrylamide est élevé plus les mailles
seront petites. En effet, plus il y a de bis, plus les chaines d'acrylamide seront réticulées, donc

plus les pores seront petits.

On se sert donc souvent de deux valeurs pour caractériser la porosité d'un gel de

polyacrylamide:

%T : (T pour concentration totale) qui est la concentration totale exprimée (en g/100 mL)

d'acrylamide et de 1'agent réticulant;

%C : (C pour "cross-linking") qui est le rapport (en %) entre les poids de 'agent réticulant sur

celui de I'acrylamide et du réticulant combiné.

La séparation se fait sur deux gels : un gel de concentration (stacking gel) et un gel de
séparation (resolving gel).
*Le gel de tassement ("stacking gel") est le gel dans lequel les protéines entrent dans
l'acrylamide. Il sert a entasser les diverses especes protéines en bandes trés minces pour
augmenter la résolution de la séparation. Dans cette section du gel, les protéines ne se

séparent pas, elles migrent ensemble en s'entassant dans un volume plus petit que le dépot.
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L’acrylamide y est treés peu concentré de sorte que toutes les protéines migrent ensemble a la

méme vitesse.

*Le gel de séparation ("separating gel") est le gel dans lequel les protéines entassées dans le
gel de tassement se séparent les unes des autres. L'acrylamide y est plus concentré de sorte
que les protéines se séparent puisqu'elles migrent a des vitesses différentes, étant retardées

selon leur masse moléculaire.

On fabrique un gel de polyacrylamide en mélangeant les composantes de base:
acrylamide, agent réticulant, tampons, détergents (s'il y a lieu), etc. Quelques secondes avant
de "couler" le gel, on ajoute le catalyseur et I'accélérateur puis on verse immédiatement dans
un moule. On coule la solution d'acrylamide avant qu'elle n'ait eu le temps de gélifier. On
laisse polymériser le gel qui devient alors solide. Le moule contenant le gel solide est alors
prét a étre introduit dans la cellule a €lectrophorese. On ajoute les échantillons et on met le gel
sous tension dans les conditions de voltage et de courant pour que les protéines migrent a la

vitesse voulue.

Pour faciliter la visualisation de la migration, on ajoute dans I'échantillon un traceur
de migration ("tracking dye"). Ce produit est coloré et migre juste derriére le front d'ions, ce
qui permet de visualiser facilement la migration. Le bleu de bromophénol est couramment

employé. On arréte 1'électrophorese quand le traceur a atteint le bas du gel.

On démoule ensuite celui-ci pour colorer les protéines dans le gel ou soumettre a

d'autres analyses

La fagon la plus simple de visualiser le patron de migration des protéines est de les colorer.
Avant de procéder a cette coloration, il faut "fixer" les protéines. En effet, lorsqu'on enléve la
tension électrique, les protéines vont se mettre a diffuser dans le gel. Ceci va évidemment
diminuer la résolution de la séparation. Pour éviter cette diffusion, on les fixe dans le gel,
autrement dit, on les précipite dans le gel. Ces agrégats de protéines intimement entremélées
dans les mailles du gel ne peuvent plus diffuser. Cette fixation se fait normalement en mettant
le gel dans une acide dilué comme l'acide acétique ou l'acide trichloroacétique . On peut
omettre cette fixation si le colorant lui-méme contient de 1'acide dilué, cela permet de fixer les

protéines en méme temps qu'on les colore.
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Le colorant le plus couramment utilisé est le bleu de Coomassie. Ce produit, en milieu acide
et en présence de méthanol, a une grande affinité pour les protéines. Sa petite taille lui permet
de pénétrer rapidement dans le gel pour atteindre les protéines. Sa solubilité dans I'acide

permet de combiner la coloration des protéines et leur fixation.

Apres une nuit de coloration (sous agitation), on transfert le gel dans un bac contenant de
I’eau distillée pour enlever 1'exceés de colorant qui a diffuser dans le gel et empéche de voir les
protéines. A la fin de cette décoloration, on obtient un gel transparent avec les bandes de

protéines colorées en bleu.

La séparation des protéines par électrophorése sur gel de polyacrylamide donne un profil
caractéristique du génotype et reproductible si les techniques sont standardisées. La différence
entre profiles réside dans I’intensité relative des bandes colorées ainsi que dans le nombre de

bande obtenues.

I-3-La sélection pour la sécheresse:

Le manque d’eau est le plus important stress environnemental dont les cultures sont
confrontées. Le réchauffement climatique prévisible pour les années a venir aura des
répercussions importantes en termes d'agriculture et donc de recherche appliquée. Développer
des plantes résistantes a la sécheresse permettrait en partie de résoudre les problémes
d'autosuffisance alimentaire de nombreux pays.

Le but est la réduction du fossé existant entre les potentialités de rendement dans les

conditions optimales et le rendement sous contrainte hydrique (CATIVELLI, 2008).

Trois méthodes pour 1I’amélioration de la résistance a la sécheresse ont évoluées (J.
MITRA, 2001) :
1-La premiere consiste en I’hybridation pour un maximum de rendement sous conditions
optimales : Du fait qu’il y est une haute corrélation positive entre le rendement d’un génotype
quelconque sous condition optimales et sont rendement sous stress, cette méthode repose sur
le principe suivant : les génotypes doués des meilleures potentialités de rendement sous
condition optimales donneront des rendements relativement bons sous stress. Un haut
potentiel génétique est donc attendu d’un génotype a haut rendement sous conditions optimal.
Cette méthode ne prend pas en compte I’interaction génotype-environnement qui peut

diminuer ces potentialités génétiques.
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2-La deuxiéme méthode est de sélectionner sous conditions réelles de sécheresse, cette
derniére méthode n’est pas trop fiable car I’intensité de la sécheresse varie d’une année a
I’autre ce qui provoque le changement de la pression de sélection environnementale d’une
génération a I’autre.
3-La troisieme méthode consiste soit en 1’amélioration de la résistance au déficit hydrique
chez des génotypes a haut rendement, soit en I’amélioration du rendement chez un génotype
résistant en leur incorporant les mécanismes physiologiques et morphologiques relatifs.
L'amélioration variétale et le développement de plantes résistantes a la sécheresse s'est
heurté jusqu’a présent a la grande complexité des mécanismes physiologiques mis en jeu dans
la réponse a la sécheresse ainsi qu’a la variabilité des environnements (type de sol, scénario
climatiques...) auxquels sont soumises les plantes (CATIVELLI, 2008). Pour palier a ces
difficultés, I'amélioration fait appelle a plusieurs disciplines qui ressortent de la
biotechnologie : Biologie moléculaire, Génomique, Géni-génétique...etc. La combinaison de
ces disciplines avec la physiologie végétale permet :
e La compréhension approfondie des mécanismes physiologiques et génétiques
impliquées dans la résistance.
e Le criblage et la détection précoce des individus recherchés.
e Caractériser les ressources génétiques existantes relatives a la résistance a la
sécheresse.
e Introduire les génes impliqués dans la résistance et accélérer le processus de création

variétale.

I-4-La sélection variétale chez le tournesol et apports des biotechnologies en

son amélioration :

I-4-1-Historique :

La domestication du Tournesol a débutée en Amérique du Nord. Des preuves
archéologiques indiquent que les indiens ont cultivé cette plante des 3 000 ans av. J.-C
probablement pour ’extraction de matic¢res tinctoriales de la coque (tatouage et teinture) et

pour la consommation de I’amande (DORE et VAROQUAUX ,2000).

Le tournesol a ét¢ introduit en Europe au XVI® siécle via I’Espagne ou il a été

longtemps considéré comme plante ornementale (SKORIC, 1990).
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Un inventeur anglais, Arthur Bunyan, a contribué a I’extension de la culture du
Tournesol en mettant au point une méthode d’extraction de I’huile a partir de la graine, qui fut

brevetée en 1716 (DORE et VAROQUAUX F, 2006).

C’est aux russes que 1’ont doit la transformation du tournesol en plante oléagineuse de
grande culture. D’aprés VESELOVSKIY (1885) in (SKORIC, 1990), les fermiers Russes, et
surtout ceux des provinces de Saratov et de Voronyez ont sélectionné le tournesol en se
basant sur les caractéristiques liés au rendement. Cela a conduit au développement de

plusieurs populations locales.

Les premiers travaux d'amélioration génétique faisaient appel a la sélection massale ou

phénotypique, qui consiste a sélectionner les capitules en fonction de caractéres donnés.

Plus tard, PUSTOVOIT a mis au point une technique beaucoup plus efficace, soit la
méthode dite « des réserves » (ACIA, 2005). Elle consiste a prélever des graines de divers
capitules et de les évaluer a 1'égard de divers caractéres dans une pépiniére pendant deux ans,
les capitules sélectionnés étant par la suite pollinisés de fagon controlée. Cette méthode qui a
été¢ acceptée par d’autre améliorateurs comme JDANOV et SHCHERBINA (SKORIC,
1990) a permis I’augmentation de la teneur en huile de 360 a 520 kg™ et a I’incorporation de
la résistance au Orobanche cumana, Puccinia helianthi, Homeosoma nebullela. C’est aux
variétés soviétiques a haute teneur en huile :Peredovik, Armavirskiy 3497, Mayak, VNIMK
8931, VNIMK 6540 et Smena que I’on doit I’entendement de la culture du Tournesol dans
tous les continents (SKORIC, 1990).

D’autres chercheurs se sont intéressé de 1'étude de la pureté et de 1'hétérosis chez le
tournesol. MAROZOYV (1947) in (SKORIC, 1990) rapporte qu’en 1915, dans la station de
recherche de Saratov, PLACHEKOVA était le premier a parvenir en la création de lignées
pures de Tournesol. Il affirme qu’entre 1933 et 1934, apres avoir testé plusieurs combinaisons
en utilisant des lignées pures, avait remarquait une hétérosis pour certains caracteéres

(SCORIC, 1990).

Durant les années 50, I'étude de 1'hétérosis dans le tournesol a attiré plus de
chercheurs: PUTT au Canada, HABURA et SCHUSTER en Allemagne de I’Ouest,
GUNDAEYV, JDANOYV et VOLYF dans I’ex. URSS..., leurs efforts ont été déterminants car
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I'hétérosis a été étudiée pour tous les caracteres importants et les résultats de leurs recherches

sont devenus la base de criblages de sources potentielles de stérilit¢ male (SCORIC, 1990).

e L'exploitation de la stérilit¢ male: un point déterminant dans I'histoire de

I'amélioration du tournesol:

Selon ANASHCHENKO (1979) in (SKORIC, 1990), I’histoire de 1’é¢tude de la

stérilité male chez le tournesol peut étre divisée en trois étapes :

1-La premiére étape :(1920-1950) ou des plantes male stériles ont été trouvées
accidentellement. Des pieds males stériles étaient collectionnés par KOVSKY en 1924 dans
le jardin botanique de Tiflis. KUPCOV en 1927, a trouvé des plantes stériles dans des
populations provenant d’Inde. Il reportat en 1934 que cette stérilité male était controlée par un

seule gene récessif.

2-La deuxiéme étape (1950-1969) ou plusieurs sources de stérilité male controlée par un ou

plusieurs genes ont été découvertes.

3-La troisieme étape a commencée par les travaux de LECLERCQ en1969 qui a découvert
une source stable de stérilit¢ male cytoplasmique provenant du croisement entre Helianthus

petiolaris Nutt. x Helianthus annus L.

L’américain KINMAN (1970) a développé les lignées restauratrices de fertilité
RHA265 et RHA266 qui se sont avérées tres pratiques dans le développement des hybrides
de Tournesol (SCORIC, 1990).

La mise au point des premiers hybrides de tournesol basées sur la stérilité male
cytoplasmique a beaucoup attirer 1’intention des agriculteurs a cette culture. Au début des
années 70, la culture du tournesol aux Etats-Unis a sauté de quelques milliers d’hectares a 2
millions ha. En France, la surface des terres destinées a la culture du tournesol a passée de

35 000 ha a 1 million d’hectares avec un rendement stable de 2 t ha (SCORIC, 1990).

Le tournesol peut s’hybrider avec quantité d’espéces sauvages voisines, propriété
utilisée en sélection. Ces espéces représentent une source de traits souhaitables (LU et al.,

2007).
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L’introduction des traits intéressants depuis ce pool secondaire nécessite 1’utilisation
des techniques spéciales dites de biotechnologies non seulement pour surmonter les difficultés

liées a I’incompatibilité, mais aussi pour accélérer les processus d’amélioration.

Techniques utilisées :

e Culture de tissus et transformation:

La culture des tissus et les techniques de régénération de plantes sont une partie
intégrante du processus de la transformation. Les connaissances accumulées dans ce domaine
ont révolutionné I’aptitude a diriger la culture.

La régénération de plantes fertiles a partir de cellules cultivées et de protoplastes en
combinaison avec de nouvelles méthodes d’introduction de I’ADN et de sélection des cellules
transformées a eu pour résultat la production de tournesols transgéniques(LUCAS et al.,
2000), (XU HU et al., 2003)

La faculté a la régénération est étroitement liée au génotype utilis¢ (DEGLENE ef al.
1997). Des QTL pour les traits organogénétiques ont été cartographiés par DEGLENE et al.
(1997) et BERRIOS et al. (2000). JAMBHULKAR (1995) a développé une technique
rapide de culture d'embryon immature de tournesol qui peut réaliser cinq cycles en une année.
Une méthode a haute fréquence de régénération (72%) via l'embryogenése somatique pour
plusieurs génotypes de tournesol a été mise au point par FIORE ef al (1997). SUJATHA et
PRABAKARAN (2001) Ont trouvé que I'embryogenese peut étre réalisée a haute fréquence
en utilisant le milieu de Gamborg. DEVI et RANI (2002) ont utilisé Agrobacterium

rhizogenes pour induire la formation des racines in vitro.

e La transformation du tournesol:

a -Transformation par Agrobacterium:

C'est la méthode la plus efficace pour la transformation du tournesol. Toutefois, la
transformation dépend du génotype. En blessant les explants par un bombardement par des
particules avant l'inoculation du méristétme par Agrobacterium, on augmente

significativement la fréquence (DURANTE et al. 2002).

b-La biolistique:
Cette méthode peut étre utilisée pour la transformation du tournesol et sont efficacité

dépond du matériel utilis¢ (DURANTE et al. 2002).
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e La transformation des chloroplastes:

Récemment, le génome chloroplastique est devenu un but attractif pour les
modifications génétiques, plusieurs exemples et protocoles ont été développés (LU et al.,
2007).

Cette technologie est spécialement importante dans la biotechnologie du tournesol
notamment de ce qui est de la biosécurité. Comme le génome chloroplastique est a
transmission maternelle, la dissémination de pollen issu de tournesol dont la transgénése a
visé le génome chloroplastique ne présente aucun danger pour I'environnement.

e Génomique et biologie moléculaire:

La taille du génome du tournesol est estimée a 3,189 millions paires de base
(ARUMUGANATHAN et EARLE 1991). Le projet du génome du tournesol a été initi¢ et
une banque EST est disponible. Le nombre séquences de géne de tournesol déposés dans
GenBank n'a cessé de croitre et environ 40 000 EST de tournesol ont été assemblées
(cgpdb.ucdavis.edu). L'assemblage est constitué¢ de 12 000 génes. Environ 12886 EST ont été
apportés par le secteur public et sont disponible dans GnpSeq (genoplante-

info.infobiogen.fr/)(KOZIK et al. 2003).

e La cartographie génétique du tournesol:

Les programmes d'hybridation ont été accélérés significativement par l'utilisation des
marqueurs moléculaires (RFLP, RADP, SSR, SNP) et de la sélection assistée par marqueurs.
(TANKSLEY et al. 1998); (ROMMENS and KISHORE 2000). Une carte SSR du génome
du tournesol a été faite par TANG et al., (2002). Un grand nombre de QTLs relatif a la teneur
des graines en huile et a des traits agronomiques ont été cartographiés et analysés par AFLP et
SSR :

Tableau I-1 : Génes de tournesol publiés (LU et al., 2007)

Nom du géne Fonction Référence

Asparagine synthetase Meétabolisme des acides aminés Herrera Rodriguez et al. (2002)
Sulfur-rich albumin Teneur en Méthionine Wang et al. (2001)

RPS4 Protéines ribosomiques Regina et al. (2002)

PEX6 Biogen¢se du Peroxysome Kaplan et al. (2001)
Cytochrome c oxidase Voies respiratoires Curi et al. (2002)

ORFB Stérilité male cytoplasmique Sabar et al. (2003)

PETI1 Stérilité male cytoplasmique Horn et al. (1996)

Ha-LTPS5 Transfert des lipides, Défense Regente and de la Canal (2003)
Alpha-glactosidae Protéines de la graine Kim et al. (2003)
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Thiolase 11

ACP desaturase
FAD2
Alpha-tubulin

LIM domain protein
SF21

Lea

HaHSFA9

Tubulin

Cyclin

SERK

Hahb-4
MADS-box genes
HAKN1,2,3

ABP1

SOD and GPX
Guanylate kinase
LytB

Dehydrin

TIP

Hsp

NBS-LRR

RGAs

RGCs

PKS and RAS
Pathogen-induced gene
Lectin

Proteinase inhibitor
Carbohydrate oxidase
PRS

Defensin

SOC

AAC oxidase
AHAS 1,2,3
Metallothioneins

Hela 2

Métabolisme des acides gras
Modification de I'huile
Modification de I'huile
Développement du pollen
Développement du pollen
Développement du pistil
Embryogenése
Embryogenése

Structure cellulaire
Division cellulaire
Embryogenése somatique
Facteur transcriptionnel
Facteur transcriptionnel
Facteur transcriptionnel
Signal de l'auxine

Systeme antioxydant

Stress hydrique ou salin
Stress hydrique ou salin
Résistance a la sécheresse
Résistance a la sécheresse
Protéines de choc thermique
Résistance aux maladies
Résistance aux maladies
Résistance au mildiou downy
Résistance aux maladies
Réponse aux pathogeénes
Résistance aux maladies
Défense

Active la défense

Active la défense

Active la défonce

Active la défense

Défense et réponse aux lésions
Résistance aux herbicides
Détoxification des métaux

Allergene

Schiedel et al. (2004)
Rousselin et al. (2002)
Martinez-Rivas et al. (2001)
Evrard et al. (2002)
Baltz et al. (1999)
Krauter-Canham et al. (2001)
Prieto-Dapena et al. (1999)
Almoguera et al. (2002b)
Evrard et al. (2002)
Freeman et al. (2003)
Thomas et al. (2004)
Palena et al. (1999)
Dezar et al. (2003)

Tioni et al. (2003)
Thomas et al. (2003)
Herbette et al. (2003)
Liu and Baird (2003)
Liu and Baird (2003)
Giordani et al. (1999)
Sarda et al. (1999)

Coca et al. (1996)

Plocik et al. (2004)
Radwan et al. (2003)
Gedil et al. (2001)
Bidney et al. (2003)
Mazeyrat et al. (1998)
Nakagawa et al. (2000)
Kouzuma et al. (2001)
Custers et al. (2004)

Hu et al. (2003)

Hu et al. (2003)

Hu et al. (2003)

Liu et al. (1997)
Kolkman et al. (2004)
Chang et al. (2004)
Asturias et al. (1998)

I-4-2-Apports des biotechnologies dans I'amélioration du tournesol:

e Résistance aux insectes:

Dans plusieurs zones ou le tournesol est cultivé, les insectes causent de considérables

pertes de rendement.
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Des chercheurs (POZZI et al. 2000); ont transformés des plantes de tournesol en
utilisant les génes cyrlF et crylAc de Bacillus turengiensis.

Les plantes transformées soufrent moins des attaques de Iépidoptéres et ont un
rendement 50% plus élevé que les plantes non transformées, des expériences menées sous

serres montrent que le transgene n'a pas d'effets nuisibles sur les plantes transformées.

e La résistance aux herbicides:

Essentiellement contre la phosphinothricine (ou glufosinate) et le glyphosate qui sont a
spectre large et trés utilisés a cause de leur moindre toxicité pour les mammiféres et leur
rapide biodégradation. La résistance du tournesol transgénique a 1'imidazolinone provient d'un

parent résistant qui a été découvert a Kansas (Lu et al, 2007).

e La résistance aux maladies:

L'hybridation classique a apporté au tournesol cultivé la résistance a la plupart des
races de mildiou et de rouille. Jusqu'ici, une totale résistance a Sclerontinia n'a pas été
apportée (Lu et al., 2007).

Un tournesol transgénique beaucoup moins sensible a Sclerontinia a été obtenu par
l'introduction via Agrobacterium du géne OXO provenant du blé (LU et al, 2007),
(SCELONGE et al,. 2000). Lorsque les plantes transgénique sont croisées avec des lignées
de tournesol résistantes a Sclerontinia la descendance qui hérite le transgeéne est beaucoup
plus résistante.

Il est possible d'accroitre la résistance a Sclerontinia en combinant la résistance

naturelle a celle apportée par le géne OXO (LU et al., 2007).

e La tolérance aux stress abiotique:

LIU et BAIRD (2003) ont pu cloner et caractériser dans le tournesol cinq cDNA
régulés par la sécheresse et 12 régulés par la salinité. Ces génes et autres inclus dans les

systémes de défense sont trés utiles dans 1'ingénierie de la tolérance aux stress abiotiques.

e Amélioration des trais liés a la qualité:
a- La qualité d'huile:
Le but est d'avoir une huile a faible teneur en acides gras saturés et une forte teneur en
acides gras insaturés. Un tournesol produisant une huile a haute teneur en acide oléique a été

obtenu par KATZ (1997). La surexpression dans les graines de tournesol du gene codant pour
43



la A-9-stearoyl desaturase de Ricinus communis réduit considérablement le taux de l'acide

stéarique et l'expression antisens du géne codant pour la steoryl-ACP desaturase dans le
tournesol diminue considérablement le taux des acides saturés (LU ef al., 2007).

b- Teneur et composition en protéines :

L’augmentation de la teneur en protéine est essentielle pour I’amélioration de la
qualité du tourteau. Malheureusement, le caractere teneur en protéines est étroitement corrélé
négativement avec celui de la teneur en huile. Le tournesol étant avant tout considéré comme
une plante oléagineuse, la sélection pour ce caractére semble compromise. Par contre, des
progres dans la qualité des protéines semblent accessibles grace a 1’usage de la transgénese.
Des stratégies permettant d’augmenter les teneuses en lysine et en méthionine ont déja été

mises au point (DORE et VAROQUAUX F, 2006).

e Flux de gene et biosécurité:

Le pollen de tournesol reste viable pendant plusieurs mois dans une chambre
acclimatée (LU et al, 2007).Le flux de géne entre tournesol cultivé (notamment le
transgénique) et especes sauvages est trés documentés (FAURE et al. 2002; LU et al., 2007).
Par exemple, le géne de résistance a l'imidazolinone peut étre transmis de tournesol
transgénique a des tournesols non transgéniques et autres sauvages (MASSINGA et al. 2003).
Ce flux de geénes a beaucoup limité les potentialité des applications des biotechnologies
nouvelles au tournesol (LU ef al., 2007). BURKE et RIESEBERG (2003) ont pu démontrer
que les hybrides entre tournesol sauvage et tournesol OGM porteurs de géne OXO produisent
moins de graine et de ce fait la diffusion de ce géne dans I'environnement par le pollen est
minime. En plus, il existe plusieurs voies pour empécher le flux de geénes entre especes
cultivées et les espéces sauvages. Par exemple, la transformation du chloroplaste est une

solution de choix pour lutter contre le flux de géne entre OGM et plantes non modifiées.

I-5-Utilisation des lignées recombinantes pour I'étude d'un caractere
complexe:

La variation d’un caractére peut étre due a I’effet d’un seul géne (caractére
monogeénique) et dans ce cas des phénotypes « mutants » peuvent étre comparés a des
phénotypes « sauvages ». Or, la plupart des traits importants au niveau agronomique sont
soumis a des variations continues et sont controlés par plusieurs locus (VEDELLE et
LOUDET, 2001).
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Lorsque cette variation est continue, on parlera d’un caractére quantitatif qui pourra
étre mesuré sur un grand nombre d’individus. La génétique mendélienne explique ces
variations continues en faisant intervenir non plus un mais plusieurs locus qui interviennent
pour une plus ou moins grande part dans la variation de ce caractére et qui sont répartis sous
leurs différentes formes alléliques dans une population. Ces locus sont présents en ségrégation
dans la population étudiée. Pour les identifier, il faut relier pour chaque individu de la

population le génotype et le phénotype de cet individu (VEDELLE et LOUDET, 2001).

Les populations en ségrégation les plus efficaces pour étudier ces caractéres sont les
lignées recombinantes. Elles sont généralement issues de croisement entre des lignées fixées.
Le croisement conduit a la recombinaison de parties de chromosomes appartenant aux deux

lignées parentales (PLOMIN et al., 1998).

Elles sont appelés recombinantes parce qu’elles sont toutes constituées de descendants
de la génération F2 qui a été elle-méme créée par un accouplement initial entre deux lignées

parentales (PLOMIN et al., 1998).

A chaque génération un individu est choisi, qui sera a I’origine de la génération suivante.

Ces populations de lignées offrent plusieurs avantages :

Le taux d’hétérozygotie diminue a chaque génération (il n’est plus que de 3% environ a la
génération F6)
Apres plusieurs autofécondations, tous les individus d’une lignée n sont génétiquement
identiques entre eux et identiques a la lignée n-1
Par le jeu des méioses successives chaque lignée correspond a une combinaison particuliere
d’alleles (lignée recombinantes ou Recombinant Inbred Lines, RILs) (Fig. 1-7).

En raison des recombinaisons dans les générations successives, les lignées recombinantes

expriment des recombinaisons d’alleles différents de ceux des lignées parentales du départ.

Quand les lignées parentales ont des alleles différents pour un locus, chaque lignée devient
homozygote pour I'un ou I’autre all¢le tout au long des accouplements consanguins successif.
Ainsi, environ la moitié des lignées sont homozygotes pour un alléle et ’autre moitié est

homozygote pour I’autre allele (VEDELLE et LOUDET, 2001).
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CHAPITRE II
MATERIEL & METHODES
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II-Matériel et méthodes :

Notre travail se divise en deux parties :

e La premicre partie a pour but de caractériser une population de 100 génotypes de tournesol par

rapport a la réponse au stress hydrique.

e [a deuxieme partie part des résultats de la premiére et consiste en une étude comparative de
quelques paramétres morphologiques et biochimiques in vitro chez des génotypes qui ont été

choisis en fonction de leur réponse au déficit hydrique.

II-1-Premiére expérimentation :

II-1-1-Matériel végétal :

L’étude a été menée sur 100 génotypes de tournesol (Helianthus annuus. L) :

Tableau II-1 : Présentation des génotypes utilisés lors de la premiere expérimentation.

N° Lignée | N° Lignée | N° Lignée | N° Lignée

1 C 100 26 | C134a | 5 C 60b 76 LR 25
2 C 101 27 C135 52 C 6l 77 LR 29
3 C 103 28 C137 53 C 62 78 LR 32
4 C 104 29 C138 54 C 64 79 LR 34
5 C 105 30 C139 55 C 70 80 LR 35
6 C 106 31 Cldla | 56 c7 81 LR 39
7 c107a | 32 | €142 57 C 74 82 LR 4

8 C107b | 33 C143 58 C77 83 | LR4la
9 C 108 34 Cl44 59 C78 84 LR 42
10 C 112 35 C 146 60 Cc79 85 LR 44
1 C 113 36 C148 61 C 80 86 LR 45
12 C 115 37 C150 62 C82 87 LR5

13 C 120 38 | C133b | 43 C 83 88 LR 51
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14 C121 39 C33 64 C 88 89 LR 53
15 C 122 40 C34 65 C 89 90 LR 54
16 C123 41 C 36 66 C 90 91 LR 55
17 C 124 ) C39 67 Co1 92 LR 59
18 | C125a | 43 C40 68 C93 93 LR 62
19 | c125b | 44 c4l 69 C 94 94 LR 63
20 C 126 45 c4a 70 C 98a 95 LR 64
21 C127 46 Cc43 71 LR 1 96 LR 67
2 C 128 47 C46a 72 | LR16b | 97 LR7

23 | C130b | 48 C4 73 | LR18b | 98 LR S

24 C 131 49 €55 74 LR 19 9 | PAC2'
25 C 133 50 C59 75 | LR20a | 100 | 384

(* génotypes parentaux)
Le matériel végétal nous a été fourni par 'INSAT Toulouse (France).

Ce travail a été conduit au niveau du laboratoire de Génétique Biochimie et Biotechnologies

Végétales (GBBV) a Chaab Ersas (Université Mentouri, Constantine).

1I-1-2-Condition et mode de culture :

La culture a été réalisée dans des pots en plastique de trois kilogrammes contenant un mélange

2/3 terre + 1/3 sable. Apres la levée, trois plantules sont maintenues par pot.

Les pots sont disposés a I’air libre et une irrigation a saturation leur est fournie.

Un traitement par un insecticide Dursbhan ® a été réalisé aprés deux semaines de culture.
II-1-3-Stade de mesure :

L’étude de I’effet du manque d’eau sur les différents génotypes étudics a été réalisée au stade
3" et 4°™ feuille appelé chez le tournesol stade B3-B4 et qui correspond a 21 jours de développement

(voir Annexe).
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Le stress est appliqué par arrét totale de I’irrigation pendant une semaine et qui correspond a

34 % de la capacité au champ.

La veille de I’application du stress les pots ont été irrigués a saturation. Une premiere mesure

des paramétres physiologiques a été fait le lendemain matin et servira de témoin.

Apres une semaine de manque d’eau, les mémes mesures ont été reprises et qui sont utilisés

pour caractériser la contrainte hydrique.
II-1-4-Caractérisation de la contrainte hydrique :

I1-1-4-1-La teneur relative en eau (TRE %) :

La teneur relative en eau (TRE) est I’un des critéres d’évaluation de la tolérance a la
sécheresse, proposée par CLARK et MAC-GAIG (1982), ces auteurs ont montré que la

(TRE) diminue lorsque le stress hydrique augmente.

Selon cette méthode les feuilles coupées sont directement pesées (Poids frais PF) et
plongées dans des tubes a essai remplis d’eau distillée, les tubes sont placés dans 1’obscurité
dans un endroit frais, aprés 24H, les feuilles saturées sont pesées de nouveau (poids de
turgescence PPT), enfin I’échantillon est mis a sécher a 1’étuve a 85°C et pesé une derniére

fois apres 48H (poids sec PS).

La teneur relative en eau est mesurée suivant la méthode de BARRS, (1968) in

(BOUARROUDJ, 2003) :
TRE (%) = (PF — PS) / (PPT — PS) x 100

II-1-4-2-Résistance stomatique (RS s.m™ ) :

La fermeture des stomates est une des réponses précoces au déficit hydrique, elle se
fait en quelques minutes (ASSMANN ef al., 2000), elle a pour but la protection de la plante
contre la déshydratation mais cause en méme temps une diminution de I'assimilation du
carbone ce qui perturbe la photosynthése (CECHIN et al., 2006).

La résistance stomatique est mesurée a I’aide d’un porometre a diffusion de vapeur
d’eau, type Delta Devices MK3®, sur la partie médiane de la feuille (YKHLEF, 2001). Le
porometre est un ensemble portatif muni d’une pince a I’'intérieur de laquelle se trouve une
coupelle dotée d’un détecteur de vapeur et de deux thermistances. La mesure de la résistance

stomatique consiste a insérer une feuille toujours attachée a la plante dans la pince ou la face
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supérieure est en regard de la coupelle. Le temps nécessaire et la vitesse d’humidification de
la coupelle sous I’effet de la transpiration foliaire dépond essentiellement, du degré
d’ouverture des stomates. La transformation des valeurs lues par le porométre en résistance

stomatique est réalisée en référence a une courbe d’étalonnage.
II-1-4-3- Paramétres associés a la photosynthése :

e Taux de chlorophylle totale (TCT SPAD) :

La mesure du taux de la chlorophylle dans les feuilles a été effectuée avec un
chlorophylle-métre Minota SPAD®  (Spectrum Terchnology Inc, 1L, USA). C’est un
radiometre manuel dont la mesure correspond a un rapport entre les réflectances de la feuille
dans le rouge (650 nm) et le proche infrarouge (940 nm). Il s’agit d’une pince permettant de

déterminer le taux de chlorophylle présente dans une feuille.

Pour ce faire, I’instrument mesure la transmitance de la feuille dans le rouge R et dans
le proche infrarouge PIR, il calcule ensuite le ratio des transmittance et le converti en valeur
de SPAD, correspondant a la teneur en chlorophylle de la feuille. Le temps de mesure est tres

rapide, soit environ trois secondes par mesure.

Pour chaque plante, trois mesures de la teneur en chlorophylle sont prises a 1’aide du
chlorophylle-métre. Pour les calculs, seule la moyenne des trois mesures est utilisée. Nous

avons donc une mesure par plant, donnée en unités relatives.

e Fluorescence chlorophyllienne :

L’énergie lumineuse absorbée par les pigments des feuilles des végétaux supérieurs est
utilisées dans les réactions photochimiques de la photosynthése. Toutefois, une partie de
I’énergie incidente n’ayant pas pu &tre convertie en énergie photochimique est dissipée sous

forme d’émission de fluorescence et de chaleur (YKHLEF, 2001).

La mesure de la fluorescence chlorophyllienne est une méthode rapide et non
compliquée pour apprécier I’effet du stress environnemental sur le systéme photosynthétique

(CAI et al., 2007) .

Lorsqu’une feuille est mise a 1’obscurité, le syst¢eme photosynthétique se met au repos
aprés quelques minutes. Si cette feuille est exposée a un flash lumineux, le systéme
photosynthétique répond par un signal de fluorescence comportant deux phases :
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a-

une phase d’augmentation tres rapide de I’intensité de fluorescence d’une valeur initiale F0 a

une valeur maximale Fm.

Une deuxieme phase lente et descendante de I’intensité vers un état stationnaire F's. Chez des

feuilles soufrant de stress hydrique, la phase lente est altérée.

Dans les conditions ambiantes et en présence de la lumicre, les centres réactionnels
des photosystéemes sont fermés. Pour déterminer les niveaux d’excitation de ces
photosystémes, on mesure la fluorescence chlorophyllienne sous une lumiére actinique. Cette
étape nous permet d’obtenir les niveaux d’excitation minimale et maximale, dont les valeurs
correspondant sont Fs (fluorescence stationnaire) et F° m (fluorescence maximale en
présence de la lumiére). (OGREN et OQUIST, 1985 ; TOIVONEN e VIDAVER, 1988;
YKHLEF, 2001).

e Principe et conditions de mesure :

La mesure de la fluorescence chlorophyllienne a été effectuée sur des feuilles
attachées a la plante et adaptées a 1’obscurité. Pour cela, on place le clip sur la surface de la
feuille pendant 20min. Cette mesure est réalisée a 1’aide d’'un FLUOROMETRE modé¢le FMS.
Le principe de cet appareil consiste a I’application de courte impulsions (1pus) de lumicre
rouge modulée Lo a une fréquence de 1.6 KHz et de tres faible intensité (2,45 pE. m?> ST,
afin d’éviter qu’aucun phénomeéne d’induction ne puisse étre induit. Cette lumiére Lo permet
de déterminer la fluorescence initiale (Fy). Suivie de I’application d’une seconde lumiére
blanche non modulée L; (lumiére actinique) de plus grande intensité (160 pE. m?2. S™),

appliquée a une fréquence de 110 KHz.

Parmi les parametres fournis par le fluorometre, on a retenu le rendement quantique du

PSII (O PS2).

I1-1-4-4-Surface foliaire (SF mm?) et poids spécifique foliaire (PSF mg/mmz) :

La mesure de la surface foliaire qui est un indice nécessaire pour la détermination de
la croissance est réalisé selon la méthode de (PAUL et al., 1979) in (BOUARROUDJ, 2003).
Cette méthode consiste a reproduire la surface foliaire sur papier, ainsi la surface de la feuille
qui est estimée 4 partir du poids de la feuille en parier par rapport au poids de lem? du méme

papier.
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La mesure du poids spécifique foliaire a été faite dans notre cas par rapport au poids

frais de la feuille.
II-1-4-5-Etude statistique :

L’étude statistique des résultats obtenus a été faite par analyse de la variance a deux

criteres (AV>) par le logiciel Minitab.

II-2-Deuxiéme expérimentation :

La deuxiéme partie de ce travail consiste en une étude comparative de quelques parametres
morphologiques et biochimiques effectuée sur des vitroplants obtenus par culture in vitro des graines
de génotypes choisis en fonction de leur comportement vis-a-vis le déficit hydrique lors de la

premiere expérimentation.
II-2-1-Matériel végétal :

L’expérimentation concerne huit génotypes, le tableau ci-dessous présente les

génotypes choisis pour la deuxiéme expérimentation :

Tableau II-2 : Lignées utilisées dans la deuxiéme expérimentation

Génotype JC93 | C98a JLRS3 | C134a |[LR67 | LR4 | PAC2 | RHA 266

Caractere Tolérants Sensibles Tres sensibles | Lignées parentales

I1-2-2-Conduite de la culture in vitro :

Le milieu de culture de base utilisé dans notre essai est le milieu MS (MURASHIGE et
SKOOGE, (1962) in CIDES (1999)), il est constitué¢ de sels minéraux (macro et Micro
¢léments, fer), d’éléments organiques (vitamines, sucres et acides aminés) dissouts dans de

I’eau et solidifié par 1’addition de ’agar (10 g/L.) (Voir annexe).
Ce milieu est, selon le cas additionné ou non de PEG (Polyéthyléne glycol).

Le PEG est un polymére inerte non anionique a longue chaine HOCH, (CH,-O-
CH;)«CH,0H et d’un poids moléculaire qui varie entre 200 et 20 000. Il est utilisé¢ pour
maintenir le milieu expérimental a un potentiel hydrique déterminé (STEUTER, 1981). La
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pression osmotique générée est fonction de la concentration et du poids moléculaire et sa

mesure est essentielle avant chaque expérimentation pour déterminer le niveau de stress.

Pour cela, quatre solutions de milieu MS ont été préparées avec respectivement 0, 5,
10 et 20 % de PEG 600 (Fig. II-1). L’osmolarité¢ de la solution a été déterminée par un
osmometre WESCOR 5500 (Logan, Utah, USA). I est basé sur la mesure de I’abaissement de
la tension de vapeur. Les mesures obtenues sont converties en II (MPa) en utilisant la formule

suivante :

II=RTe (MONEY, 1989)
Ou:
C = L’osmolarité en moles. Kg™'.

RT = 2.446 Kg.MPa.mol™ 4 21°C.

Il (Mpa)

1,5
1 — —o—I1 (Mpa)

Fig. I1.1 : Pression osmotique (Il MPa) en fonction de la concentration du
milieu en PEG (%)

La culture in vitro nécessite le maintien de 1’asepsie tout le long de 1I’expérimentation
pour ne pas géner la croissance des plantes d’une part et de ne pas avoir un stress autre que

celui sur lequel on travail.

La stérilisation du milieu de culture, de I’eau de ringage et des contentent en verre est
assurée par 1’autoclave a une température de 121°C et une pression de 1bar pendant 20 min.
La stérilisation des instruments métalliques est assurée par I’étuve a une température de

180°C pendant 30 min.
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Les manipulations ont été réalisées sous hotte désinfectée a I’eau de Javel et a

proximité de deux becs Bunsen.

e Prégermination :

Les akenes sont stérilisés par trempage dans de I’éthanol a 70% en agitant fortement pour
dissoudre les substances cireuses pouvant imprégner leur tégument, ils sont ensuite débarrassés de
I’éthanol par lavage a 1’eau distillée stérile, puis immergés dans une solution d’eau de javel
commerciale a 12° diluée deux fois pendant 20 minutes sous une hotte a flux laminaire en agitant
fortement, suivi de trois ringages successifs a I’eau distillé stérile ensuite les péricarpes sont enlevés et
les graines sont transportées au moyen d’une pince stérile dans des boites de Pétri contenant du milieu
MS sans régulateurs de croissance. 4 graines sont disposées réguliérement espacées de manicre a

éviter les chevauchements des racines pouvant aboutir a une cassure au moment du transfert.

Les boites sont fermées avec du Parafilm, puis mises sous lumiére continue et a température

ambiante de 25° C pour la germination.

e Application du stress :

Les graines germées de chaque génotype ont été ensuite repiquées dans des tubes de

15x2.5 cm et répartis en deux lots :

a- Le premier lot sert de témoin (T), il est constitué de plantes cultivées sur milieu MS

sans PEG.

b- Le deuxiéme lot traité¢ est soumis au stress hydrique par abaissement de la pression

osmotique du milieu de culture a -1MPa par addition de PEG 600.

Les deux lots (T et S) seront analysés avec trois répétitions pour chaque génotype.

I1-2-3-Stade de mesure :

L’étude de I’effet du stress hydrique et les modifications qu’il induit au niveau du
végétal a été réalisée apres un mois de développement sur milieu artificiel ou le manque d’eau
a été stimulé par ajout de PEG.

II-2-4-Caractérisation de la contrainte hydrique chez les vitroplants :

Pour caractériser la croissance sous conditions déficitaires en eau, plusieurs
parametres ont été utilisés :

e Lalongueur de la tige (mm).
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e Lalongueur de la racine (mm).
e Nombre de racine.
e Poids frais total (PFT mg).
e Poids frais de la racine (PFR mg).
e Masse racinaire par unité de volume du milieu (MR/UVM mg/cm3) :
La masse racinaire par unité de volume du milieu est égale a :
Masse racinaire par unité de volume du milieu = PFR/20
Avec :
PFR : Poids frais de la racine
20 = représente le volume total du milieu (cm?).
e Rapport poids frais de la racine/Poids frais de la tige (PFR/PFT).
II-2-5-Etude statistique des données :

Les résultats obtenus ont été analysés par le test d’AV; (Analyse de la variance a deux
critéres) effectué par le logiciel Minitab.

II-2-6-Analyse des protéines totales foliaires par SDS-PAGE :

e Principe:

L'électrophorése a pour but de séparer des molécules chargées au travers d'un gel (un
polymere) sous l'effet d'un champ électrique (DICKO, 2006). L'une des variantes les plus
répandue de 1'électrophorese est 1’électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence du
sodium dodécyl sulfate (SDS-PAGE) décrite par Ulrich LAEMMLI en 1970 et qui est

utilisée pour séparer les protéines en fonction de leur poids moléculaire (DICKO, 2006).
e Extraction des protéines foliaires totales :

A la fin de I’essai, les feuilles des vitroplants ont été utilisées pour la SDS-PAGE.
Plusieurs méthodes d’extraction ont été utilisées, la méthode qui a donnée des résultats fiables
est celle citée par DE LEONARDIS et al., (2007) et qui a été réalisée sur des feuilles de
blé :

Broyage de 100 mg de matiére fraiche dans un mortier avec de 1I’azote liquide.
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Ajout de 1 ml de solution A (Solution de précipitation). (Voir annexe).

Incubation pendant 1 heure a -20°C.

Centrifugation de 15 min a 13 000 trs.

Elimination du surnageant.

Lavage des culots par 1 ml de la solution B (solution de ringage). (Voir annexe).

Incubation pendant 1 heure a -20°C. (Faire une petite centrifugation si le culot s’est détaché).
Elimination du surnageant.

Séchage de culots dans I’étuve a 60°C pendant 2 a 3 min (il ne faut pas qu’ils soient trop

secs).
Réduire en poudre les culots (a ’aide d’une baguette en verre).

Solubilisation de la poudre obtenus dans 100 ul de Laemmli buffer (125 mM Tris HCI pH
6.8, 2% SDS, 2% b-mercaptoethanol, 5% glycerol) en vortexant et en mettant a 100°C

pendant 5 min.

Centrifugation de 10 min a 10 000 t/min.

e Conditions de migration :

La migration a été réalisée ensuite selon Laemmli., (1970) in DICKO, (2006) sur un gel

T=15%, C =0.027 sous ampérage constant de 80 mA.

Le premier puits de chaque gel a été consacré aux marqueurs de poids moléculaire : Kit

LMW Ge Healthcare UK (Tableau II-2).
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Tableau II-2 : Composition du Kit LMW.

Phosphorylase b 97
Albumine sérique bovine 66
Ovalbumine 45
Carbonique anhydrase 30
Inhibiteur de la trypsine 20.1
a-Lactalbumine 14.4

e Révélation :

La révélation a été faite par coloration et fixation pendant toute une nuit dans une solution
contenant du TCA et du bleue de Coomassie R-250. (Voir annexe). La décoloration a été

réalisée par plusieurs ringages a ’eau distillée.
II-2-7-Traitement des données :
Les photos des gels obtenus ont été analysées par le logiciel Photocapt 8.

Il calcule le poids moléculaire de chaque bande détectée par comparaison de son rapport

frontal a celui des bandes du marqueur de poids.
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CHAPITRE II1
RESULTATS & DISCUSSION
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III-1-Résultats et discussion

PREMIERE PARTIE

III-1-1-Survie au stress des génotypes de tournesol étudiés :

Nous rappelons que cette premiére partie a pour but de caractériser une population de
100 génotypes de tournesol par rapport a la réponse au stress hydrique. Apres levées, trois
plantes ont été maintenues par pot. Le stress a été appliqué au stade 3°™ et 4°™ feuille par
arrét total de I’irrigation pendant une semaine. Le comportement des différents génotypes

nous a permis de les répartir sur trois groupes (tableau II1-1):

Groupe A: ce groupe est constitué de génotypes qui ont une survie totale (trois plantes

semées-trois plantes ont survécues).

Groupe B : il est constitué¢ de génotypes dont moins de trois plantes ont survécues

(une ou deux).
Groupe C : ce sont les génotypes qui ne survivent pas.

Tableau III-1 Réponse des 100 génotypes de tournesol étudiés au stress hydrique

appliqué

Groupe | Génotypes

A C137,C144,C 146,C42,C 83,C91,C93,C98a

B C 100, C 101, C 103, C 107a, C 107b, C 112, C 121, C 122, C 125b, C 127,
C 128, C 131, C 134a, C 139, C142, C 33, C 36, C 46a, C 80, C 82, C88, C 89, C
90,
C94,LR 53,PAC2

C C 104, C105, C 106, C 108, C 113, C 115, C 120, C 123, C 124, C 125a, C 126, C

130b, C 133, C 135, C 138, C 141b, C 143, C 148, C 150, C 153b, C 34,
C39,C40,C41,C43,C54,C55,C59,C60b,C61,C62,C64,C70,CT71, C
74,C77,C78,C79,LR 1, LR 16b, LR 18b, LR 19, LR 20a, LR 25, LR 29, LR
32, LR 34, LR 35, LR 39, LR 4, LR 41a, LR 42, LR 44, LR 45, LR 5, LR 51, LR
54,LR 55,LR 59, LR 62, LR 63, LR 64, LR 67, LR 7, LR 8, RHA 266
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Les résultats ainsi obtenus nous montrent que plus de la moitié de la population est
constituée de génotypes dont on a une absence totale de survie et que seulement 8 % de cette

population présentent une survie totale (fig. ITI-1).

HA

EB

Fig. I1I-1 : Pourcentage de survie des génotypes de tournesol étudiés.

Les plantes répondent au déficit hydrique par des modifications morphologiques,
physiologiques et métaboliques. Selon I’efficacité de la réponse les plantes peuvent ou pas
survivre a la sécheresse (OUVRARD et al., 1996). Dans le cas d'un stress dépassant la
capacité de résistance de la plante, la dessiccation et la mort de celle-ci sera la conséquence
(LAMAZE et al., 1994).

L’effet du stress peut étre quantifié¢ par la mesure de la survie et des dommages causés
(SCHULZE et al., 2005)

Ainsi nous pouvons conclure que les génotypes du Groupe A sont tolérants au
manque d’eau, ceux du Groupe B sont sensibles et ceux du Groupe C sont trés sensibles.

L’étude statistique des données ne portera que sur les génotypes du Groupe A.

III-1-2-Teneur Relative en Eau (TRE %) :

Les TRE enregistrées chez les génotypes du groupe A se situaient entre 92.94+2.80
% chez C 144 et 74.53+£3.98 % chez C 64. Les TRE des deux parents étaient de 86.64+1.79
% chez PAC 2 et 79.84+2.40 % Chez RHA 266 (tableau I1I-2).

Le stress hydrique a induit une baisse de la TRE chez tous les génotypes du groupe

A. La diminution varie entre 23.59% chez C 93 et 40.44% chez C 42 (fig. I11-2).

61



D’apres le test de I’analyse de la variance effectué sur les individus du groupe A, les

deux essais présentent une différence tres hautement significative (voir Annexes).

La TRE est un indicateur trés utilis€ pour mettre en évidence 1’état de la balance
hydrique d’une plante. MATIN et al., (1989) suggérent que les génotypes qui arrivent a
maintenir une TRE élevée sous stress hydrique sont des génotypes tolérant a la sécheresse,
ainsi LEVITT, (1980) constate que la capacité¢ de maintenir un potentiel hydrique élevé a été

considérée comme un mécanisme qui permet a la plante d’esquiver la déshydratation.

I1I-1-3-Résistance stomatique (RS s.m™) :

En conditions de bonne alimentation hydrique, les génotypes de tournesol étudiés
présentent un profil transpiratoire différent. Les valeurs de la résistance stomatique varient
entre 2.35+00.82 s.m™  pour le génotype C 101 et 201.33+33.70 s.m” chez C 55. Les
valeurs enregistrées chez les parents sont de I’ordre de 27.5+6.45 sm™ pour PAC 2 et
17.83+1.55 s.m™  pour RHA 266. Les lignées du groupe A présentent une RS allant de
07.23+1.23 s.m™ chez C 137 226.80+0.60 s.m™ chez C 93 (tableau III-2).

Apres 8 jours de stress, on révele un comportement transpiratoire spéciale pour les
génotypes C 98a et C 93, chez ces derniers la RS est de 22.66+03.45 s.m™ et 034.83+00.76
s.m”' respectivement. La plus grande résistance stomatique observée dans ce groupe est de

256+16 s.m™ chez C 137(tableau I11-2).

Le test d’analyse de la variance effectué sur les individus du groupe A renseigne sur

une différence tres hautement significative entre les deux essais (voir Annexes).

La fermeture des stomates est une des réponses précoces au déficit hydrique, elle se
fait en quelques minutes (ASSMANN ef al., 2000), elle a pour but la protection de la plante
contre la déshydratation mais cause en méme temps une diminution de I'assimilation du

carbone ce qui perturbe la photosynthése (CECHIN et al., 2006).

KIANI et al., (2007) ont démontrés qu’il existe une forte variabilité génotypique de la
conductance stomatique (qui est I’inverse de la RS) chez le tournesol. GRIEU et al., (2008)
rapportent qu’il existe chez le tournesol une différence génétique de performance des
génotypes en termes de controle du taux de transpiration. Les génotypes a faible conductance
stomatique sont plus sensibles au déficit de vapeur de I’air et a la baisse du potentiel hydrique

foliaire que les génotypes a forte conductance.
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Fig. I11-2 : Teneurs relatives en eau enregistrées chez les génotypes du groupe A (%)
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Fig. I11-3 : Valeurs de la résistance stomatique enregistrées chez les génotypes du groupe A

(s.m'l)
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III-1-4- Paramétres associés a la photosynthése :

e Teneur en chlorophylle totale (TCT SPAD) :

Avant I’application du stress les génotypes étudiés présentent des TCT variées. La
plus grande valeur est de 34,23+4.98 SPAD enregistrée chez le génotype C 127. La plus
petite valeur été¢ de 21,9+£3.20 SPAD et qui a été enregistrée chez le parent RHA 266. Le
parent PAC 2 a enregistré une TCT de I’ordre de 31,33+4.40 SPAD. Les teneurs en
chlorophylle totale enregistrées chez les génotypes du groupe A varient entre 22.2 SPAD
chez C 42 et 31.93 SPAD chez C 98a (tableau III-2).

Aprés une semaine d’arrét total de I’irrigation, on a observé une augmentation de la
TCT chez la plus part des génotypes du groupe A. Cette augmentation varie de 31.35 % chez
C 91 a 083 % chez C 98a. Par contre, une diminution de 0,1 % la TCT été observées chez C
144 (fig. I11-4).

Le test d’analyse de la variance effectué sur les individus du groupe A renseigne sur

des différences trés hautement significatives entre les deux essais (voir annexes).
e Rendement quantique du PS2 (O PS2):

Avant I’application du stress on observe des @ PS2 allant de 0.442+0.081 pour la
lignée LR 67 a 0.848+0.011 pour la C 100. Les valeurs observées chez les deux parents sont
de 0.491+0.044 pour PAC 2 et de 0.728+0.006 pour RHA 266.

A I'intérieur du groupe A, les valeurs observées varient entre 0.449+0.021 pour C 144

et 0.773+£0.048 mesurée chez C 98a.
Apres une semaine de stress, on a pu observer des valeurs supérieures aux témoins.

Ainsi les rendements quantiques du PS2 varient chez les génotypes du groupe A entre

0.707+0.056 pour la lignée C 42 et 0.835+£0.014 pour la C137 (tableau I11-2).

64



Teneur totale en chlorophylle
(SPAD)

40
35
30
25
20
15
10

HSPADt
mSPADs

C137 C144 C146 C42 (C83 Co1 C93 (C98a Génotypes

Fig. I11-4 : Teneurs totales en chlorophylle enregistrées chez les génotypes du groupe A
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Rendement quantique du P52
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

m @PS2t
m@PS2s

C137 (C144 C146 (C42 (C83 (C91 (€93 (C98a Génotypes

Fig. I11I-5 : Valeurs du rendement quantique du PSII (0 PS2) enregistrées chez les génotypes
du groupe A
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CORNIC et al., (2000) estiment que la survie des plantes au manque d’eau est en

grande partie due a I’entretien de la capacité photosynthétique des feuille.

Les résultants obtenus dans notre étude indiquent que la teneur en pigments
photosynthétiques chez les génotypes du groupe A ne limite pas I’assimilation du dioxyde de

carbone.

D’autre part, la comparaison des valeurs obtenus sous régime hydrique déficitaire avec
celles rapportées par d’autres auteurs (FLEXAS et al. 1999) ; CECHIN et al., (2006))
renseigne sur un bon déroulement de la photosynthése. CECHIN et al., (2006) ont trouvé que
le rendement quantique du PS2 (@ PS2) n’a pas diminuer chez des génotypes de tournesol

aprés un stress hydrique de neuf jours.

Tableau III-2 : Valeurs de la TRE, RS, TCT et @ PS2 enregistrés chez les génotypes du

groupe A

Génotypes Tenewr relative Fésistarce Tenmuwr en Fendemernt

B EAl stormtique chl orophiylle qantique du
(TRE) % (RS 5.1ri! totale (TCT): P32

SPAD (EP5)

C137 TLITET 06 07.23£1.23 30,2331 28 0684008
0.93£277 256 00£16.00 31,600£0.78 0835001
C 144 02 M+32 A0 09.36+£2 37 30,2331 28 0499002
41.05+4 97 23066+£31.00 314332075 0.824+0.01
146 02 18£2.15 17 600 80 31433144 0677001
fifi 1245 91 255 AL 16.01 33,133+0.80 0797002
C42 &7 21332 16.00+6.00 22.200+1.30 0602002
51.04+3 14 095.00+02.00 28,033+1.97 0.707+0.05
83 B8 12£105 1753219 26,000+1.04 0.659+0.06
S AFED A5 057.00£03.00 32 800+0.90 0826001
C o1 O0.98£1 40 16.90+0.01 25 3000 88 0724000
69 30+4 35 122.00+20.00 33,233+£0.55 0.804+0.00
o3 A5 M£540 2680060 25.200£1.47 0.A90£0.08
A7 41£873 034 53£00.76 20 Aff+2 05 0817000
C 98 02 13£0 38 16,332 97 31,933x1.81 0773004
G3.61+321 022.66+03 45 31,400+1.44 0.812+002
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III-1-5-Surface foliaire (SF mmz) et Poids Spécifique Foliaire (PSF mg/mmz) :
e Surface foliaire (SF mm?) :

Avant I’application du stress, la surface foliaire de la population étudiée varie entre
205.94+58.82 mm” pour LR 32 et 1096+48.42 mm? enregistrée chez le parent PAC 2. La
surface foliaire enregistrée chez le parent RHA 266 est de242.68+22.26 mm®. Les lignées du
Groupe A présentent des SF allant de 396.72+44.12 mm? pour C 42 & 710.35+33.17 mm?

observée chez la lignée C 144.

Aprés une semaine de manque d’eau, les valeurs de la surface foliaire enregistrées
chez les génotypes du Groupe A varient entre 389.65+51.47 mm® chez C 42 et 720.98+44.55
mm? observé chez la lignée C 144 (tableau III-3).

e Poids Spécifique Foliaire (PSF mg/mm®) :

Sous condition de bonne alimentation hydrique on observe des variations
considérables du PSF entre les génotypes. La valeur la plus élevée est de 0,6244+0.009
mg/mm? révélée chez le génotype C 41, le génotype C 101 présente le PSF le plus faible :
0,15893+0.002 mg/mm?®. Le PSF pour les deux parents était de 0,36217+0.05 mg/mm? pour
RHA 266 0,26074+0.004 mg/mm? pour PAC 2. Pour les génotypes du groupe A, les valeurs
enregistrées variaient entre 0,024795+0.001 mg/mm2 pour C 42 et 0,3724+0.04 mg/mm2 pour
C 137(tableau I1I-3).

Le stress hydrique a causé une baisse du PSF chez tous les génotypes du groupe A.

Cette diminution varie entre 2,83 % chez C 91 et de 44,16 % C 137 (fig. II1-7).

Le test d’analyse de la variance effectué sur les individus du groupe A renseigne sur
I’absence de différence entre témoins et stressés pour le parametre surface foliaire et la
présence de différence trés hautement significative entre les deux essais pour le parametre

poids spécifique foliaire (voir Annexe).
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Tableau ITI-3 : Valeurs de la surface foliaire et du poids spécifique foliaire enregistrés chez

les génotypes du groupe A

Génotypes Surface foliaire Poids spécifique foliaire (PSE)
(SF) mm* mg/min’
Témoins Stressés Témoins Stressés
C 137 536,74+51,47 529,37+44,11 0.372+0.0054 0.207+0.0001
C 144 710,35+33,17 720,98+58,82 0.280+0.0025 0.191+0.0060
C 146 568.62+89,85 595,47+7,35 0.297+0.0002 0.268+0.0013
C 42 396,72+44,12 389,65+51.47 0.247+0.0001 0.164+0.0024
C 83 584,29+72,68 617,53+£29.41 0.272+0.0029 0.240+0.0047
C91 431,37+37,00 426,47+25,47 0.291+0.0010 0.283+0.0017
C93 500.00+67.39 495,09+55,67 0.284+0.0016 0.257+0.0032
C 98a 616,196+28,57 577.43+9.47 0.329+0.0037 0.255+0.0021

WOLFE et al., (1992) ont remarqué que la réduction de la surface foliaire suite a la

réduction de 1’¢longation cellulaire est I’'une des conséquences du déficit hydrique.

D’autre part, I’analyse de la variance nous indique qu’il n’y’a pas de différences entre
SF témoins et SF stressés. Cela peut étre justifié par le fait que huit jours de stress ne suffisent

pas pour provoquer de remarquables changements des surfaces foliaires.

Ainsi nous pouvons conclure que les diminutions du poids spécifique foliaire

enregistrées sont dues essentiellement au changement du statu hydrique des feuilles.
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Fig. I11-7 : Valeurs du poids spécifique foliaire (PSF) enregistrées chez les génotypes du
groupe A
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Conclusion Premiére Partie :

Cette partie avait pour but de rechercher dans une population de 100 lignées
recombinantes de tournesol des individus ayant des comportements différents vis-a-vis du

stress hydrique et qui serviront de matrice pour la deuxiéme partie.

Le taux de survie au stress causé par un arrét total de I’irrigation pendant une semaine
nous a fournit des informations globales sur le comportement des différents génotypes en

conditions déficitaires en eau.

Ainsi, le taux de survie nous a permis de distinguer trois groupes: un groupe de
génotypes tolérants au stress hydrique, un groupe de génotypes sensibles et un troisiéme

groupe de génotypes tres sensibles.

D’autre part, au sein du groupe des génotypes tolérants, peu de différence ont été
observées par I’étude de 1’état hydrique de la feuille et des parametres liés a la photosynthese
la plus grande information nous a été fournie par 1’é¢tude de la résistance stomatique qui a

révélée un comportement transpiratoire trés particulier chez les génotypes C 93 et C 98a.
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Deuxiéme Partie :

Apres un mois de culture, plusieurs parametres relatifs a la croissance ont été¢ mesurés
sur les vitroplants, une feuille est ensuite prélevées par génotype et par niveau et sera utilisée
pour I’anal des protéines.

Fig. I11-8 : Lot témoins des 8 génotypes testés in vitro :
De gauche a droite : RHA 266 ;C 93 ; C98a; LR53; C134a; LR 67 ; LR4; PAC2

Fig. I11-9 : Lot stressés des 8 génotypes testés in vitro :

De gauche a droite : RHA 266 ;C 93 ; C 98a ; LR 53 ; C 134a; LR 67 ; LR 4 ; PAC 2
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III-2-1-Parametres relatifs a la croissance sur milieu MS additionné de PEG :

e Longueur de la tige des vitroplants (mm):

Sous alimentation hydrique normale, le suivie du développement de la tige chez les 8
génotypes ¢tudiés montre un profile semblable. Les longueurs de la tige observées aprés un
mois de développement varient entre 188.66+8.08 mm pour PAC 2 et 130.00+2.00 mm pour
LR 4 (tableau I11-4).

Sous contrainte hydrique une diminution de la longueur de la tige est observée chez
tous les génotypes étudiés. Cette diminution varie entre 9.84 % pour le génotype C 93 85.88
% pour LR 67. La diminution de ce parametre chez les deux parents était de 76.74 % chez

RHA 266 et de 74.03 % chez le PAC 2 (fig. I11-10).

e Longueur de la racine des vitroplants (mm) :

En condition normale, les longueurs de la racine observées varient entre 240.00+10.00
mm pour C134a et 74.00£5.29 mm chez LR 4. Ceux des deux parents sont de 175.66+4.04
mm pour RHA 266 et 92.00+5.00 mm pour PAC 2 (tableau I11-4).

D’aprés les résultats obtenus, on constate que le stress hydrique a causé une
diminution de la longueur de la racine chez tous les génotypes a I’exception du C98a. Cette
diminution varie entre 75.26 % observée chez le parent RHA 266 et 14.07 % chez le C 93.

La longueur de la racine a diminué de 22.34 % chez le parent PAC 2.

Par ailleurs, I’augmentation observée chez C98a est de 15.66 % par rapport au t¢émoin

(fig. TI-11).

e Nombre de racines développées :

Le nombre de racine varie chez les témoins de 105.66+7.09 racines chez le génotype
C 134a a 39.00+3.78 racines comptées chez la lignée LR 4. Le systéme racinaire du parent
RHA 266 comporte 77.00+£0.00 racines et celui du PAC 2 comporte 73.66+£8.50 racines
(tableau I11-4).

Dans le lot cultivé dans du milieu contenant le PEG, on observe des systémes

racinaires moins développé que chez les témoins.
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Sauf pour le génotype C 98a ou on a pu observer une augmentation de 4.35 % par
rapport au témoin, le stress hydrique a causé une diminution du nombre de racine. Cette
diminution va de 13.46 % chez LR 53 a 62.39 % observée chez LR 4. La diminution
enregistrée chez le deux parents est de 53.56 % pour RHA 266 et 44.84 % pour le PAC 2
(fig. I1-12).

e Poids frais total des vitroplants (mg):

Le poids frais chez les témoins varie entre 3050.00+£75.00 mg pour le génotype C
134a et 1980.00+100.00 mg chez LR 67. Le poids frais du parent RHA 266 est de
2583.004£178.00 mg, celui du parent PAC 2 est 2186.00+55.00mg (tableau IT1-4).

Le stress hydrique a diminué le poids frais chez tous les génotypes étudiés. La plus
grande diminution a été observée chez le génotype C 134a (84.67 %). Le génotype le moins

affecté est le C 93 (62.00 %).

Le manque d’eau a diminué le poids frais de 81.55 % chez le parent RHA 266 et de
76.22 % chez le parent PAC 2 (fig. II1-13).

e Poids frais de la racine (mg) :

Chez les témoins, le poids frais de la racine varie entre 1700+100 mg enregistré chez
C 98a et 800+88 mg pour LR 53. Les racines des deux parents présentent des poids frais de
1173+40 mg pour PAC 2 et de 1543+188 mg pour RHA 266 mg (tableau I11-4).

Le manque d’eau a causé une diminution du poids frais de la racine chez tous les
génotypes ¢tudiés. Cette diminution varie de a 54.40 % chez C 93 a85.96 % chez le parent
RHA 266, le poids frais racinaire du parent PAC 2 a diminué de 82.38 % (fig. I11-14).

e Rapport Poids de la racine/Poids de la tige (PT/PR) :

Le rapport PT/PR varie chez les témoins entre 1.67+0.12 chez le génotype C 98a et
0.45+0.07 observé chez LR 53. Le rapport calculé pour les deux parents est de 1.48+0.19
chez RHA 266 et 1.15+0.02 pour PAC 2.

Dans le lot stressé, les plus grandes valeurs de ce rapport ont été enregistrées chez les

lignées C 98a: 1.16+0.11 et C 93 : 1.03+£0.04. Par contre, la lignée LR 4 enregistre la plus
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petite valeur 0.50+£0.04. Les deux parents ont un rapport de 0.836+0.03 pour RHA 266 et
0.66+0.05 pour PAC 2 (tableau II1-4).

e Masse racinaire par unité de volume du milieu (mg/cm3) :

Chez les témoins la masse racinaire par unit¢ de volume du milieu varie entre
85.00+5.00 mg/cm’ chez la lignée C134a et 40.00+4.44 mg/cm’ chez LR 53. Celle des deux
parents est de 77.16+9.43 mg/cm’® pour RHA 266 et de 58.66+2.02 mg/cm’ pour PAC 2.

Chez les individus stressés, les plus grandes valeurs de ce parametres sont enregistrées
chez C 93: 24.16+0.28 mg/cm’ et C 98a: 20.16+0.76 mg/cm’. Par ailleurs, les autres
génotypes ont une masse racinaire de 8.00+0.50 mg/cm’ pour LR 4 a 10.33+0.57 mg/cm’
pour LR 53, les valeurs calculées pour les deux parents sont de 10.83+1.44 pour RHA 266 et
10.33£1.44 pour PAC 2 (tableau I11-4).

L’analyse de la variance nous indique qu’il y a une différence trés hautement significative

aussi bien entre génotypes qu’entre essais (voir annexe).
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RHA PAC2 C93 C98alLR53 C134LR67 LR4 Génotypes
266 a

Fig. I1I-10 : Longueurs de la tige observées chez les génotypes de tournesol testés in vitro

(mm)
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Fig. I1I-11 : Longueurs de la racine observées chez les génotypes de tournesol testés

in vitro (mm)
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Fig. I11-12 : Nombre de racines développées par les vitroplants
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Fig. I11-13 : Poids frais total des vitroplants (mg)
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Fig. I11-14 : Poids frais de la racine des vitroplants (mg)
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Fig. I1I-15 : Rapport Poids de la racine/Poids de la tige (PT/PR)

Masse racinaire/Unité de volume du milieu

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

®m Masse racinaire/cm3
témoins

= Masse racinaire/cm3
stresses

RHA PAC C93 C98alR53C134LR67 LR4 Génotypes
266 2 a

Fig. I1I-16 : Masse racinaire par unité de volume du milieu (mg/cm?)
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La sécheresse a pour effet la réduction du potentiel hydrique autour des racines ce qui

rend I’assimilation de I’eau difficile (BOHNERT e SHEVELEVA. 1998)

Le stress hydrique peut étre induit in vitro par ajout de divers produit au milieu
nutritif. Parmi ces produits le Polyéthyléne glycol (PEG). Il a pour effet la réduction du
potentiel hydrique du milieu (JACKSON, 1962) ; (STEUTER, 1981).

Les plantes répondent au déficit hydrique par des modifications morphologiques,

physiologiques et métaboliques (OUVRARD et al., 1996).

Selon THAKUR et RAI, 1982, le déficit hydrique entraine un retard dans la
croissance végétale. Il se traduit par une réduction de la hauteur et du diametre de la tige, un
raccourcissement des entre-nceuds et une diminution du nombre de feuilles et de la surface

foliaire.

Selon LEPS. (2000), les déficits hydriques longs se traduisent par des changements
progressifs dans la structure de la plante qui visent a réduire sa surface transpirante, mais qui
induisent également une baisse de sa production. Au début du cycle végétatif, la plante ajuste
sa taille a I’eau disponible dans le milieu. Ainsi ses besoins en eau sont plus faibles et sa

biomasse réduite.

Sous conditions de stress, 1’assimilation de I’eau par la plante est directement lie au
degré de développement du systéme racinaire (HURD, 1974 ; RICHARD et PASSIOURA,
1981).

Toutefois, les caractéristiques du systéme racinaire varient en fonction des conditions

¢daphiques et climatiques (BALDY, 1973) ; (SOUTY, 1987).

La relation entre le degré de développement du systéme racinaire et la tolérance de la
sécheresse a été prouvée chez plusieurs especes. MATSUURA et al. (1996) rapportent que
sous stress hydrique la longueur totale de la racine diminue chez le mais et augmente chez le
millet et le sorgho. Ils estiment ainsi qu’il existe une relation positive entre la longueur de la

racine et la tolérance a la sécheresse.

CRUIZIAT (1974), BENLARIBI et al. (1990), ALI DIB et MONNEVEUX (1992)
et MATSUURA ef al. (1996) suggerent qu'un systéme racinaire long et extensif peut

conférer un avantage en augmentant 1’apport en eau de la partie aérienne.
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VANNOZZI et PAOLINI (1982), considerent que les génotypes de tournesol ayant
un systéme racinaire bien développé résistent mieux a la sécheresse. Ils recommandent ainsi
la longueur de la racine ainsi que la masse par unité de volume du sol comme paramétres
utiles dans la sélection du tournesol pour la sécheresse. Par ailleurs, une grande diversité

génétique de la racine a été observée chez le tournesol (SEILER, 1994).
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II1-2-2-Analyse des protéines totales foliaires par SD5-PAGE :

87 KDa
66 KDa

45 KDa

4 30 KDa

Fig. II1-17 : Profil eléctrophorétique des Fig. II1-18 : Profil eléctrophorétique des
protéines foliaire relevé par SD5-PAGE protéines foliaire relevé par SD5S-PAGE
(témoins) : 1: LMW Kit; 2: PAC 2; 3: C 93; (stressés) - 1: LMW Kit; 2: PAC 2; 3: C 93;
4-C98a; 5:LR53;:6:C134a: - LR 67; 8: 4-C98a; 5:LR53;6:C134a: - LR 67; 8:
LE 4;5: RHA 266. LE4:5 RHA266.

Le traitement des gels obtenus par le logiciel Soft Photocapt 8 permet une bonne

visualisation des bandes ainsi que le calcule de leur poids moléculaires.

Ainsi, 31 bandes différentes ont été détectées (Tableau III-5). Leur poids moléculaire
varie de 95.5 KDa a 13.5 KDa. 16 d’entre elles ont été observées aussi bien chez les témoins
que chez les stressés. C’est le cas des bandes : 4,7, 8, 9, 10, 11, 14, 15, 16, 20, 21, 25, 26, 27,
29, 31. D’autre part, 8 bandes n’ont été observées que chez les témoins : 1. 2, 3, 5, 12, 13, 19,
30.Par contre, 7 bandes sont apparues chez les stressés. Cas des bandes : 6, 17, 18, 22, 23, 24,
28.Ces bandes correspondent a des pois moléculaires de 59,30, 28.5, 23, 22, 21 et 17 KDa.

Par ailleurs, on remarque une nette différence dans I’intensité des bandes (fig. III-17

et IT11-18)
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Le tableau ci-dessous résume les résultats obtenus :

Tableau III-5 : Présentation des bandes détectées chez les feuilles de tournesol (+ pour présence, -

pour absence).

0
= Olm | &2 |38 |<|2|0|nl&|" 3|8 <
> |2 || /0% o/%/ 2/ E|E|3 0 /%|c %%
1 955 |+ |+ |- + |+ |+ [+ |+ |- - - - - - - -
2 86 + |+ |- + |+ |- + |- - - - - - - - -
3 735 | - N N o A A - - - - - |- - |-
4 66 + |+ [+ [+ |+ [+ |+ |+ N+ |+ +
5 62 - N I I S ST I S S - - - - - |- - |-
6 59 S I I T A IS A Y s A S e S I U S B B
7 55 + |+ [+ |+ |+ |+
8 51 + |+ [+ [+ |+ |+ +
9 |47 S I R I I I B e R e
10 | 45 + |+ [+ [+ |+ [+ |+ |- + |+ |+ [+ |+ |+ [+ |+
11 |42 S AT I I U S N S I O AP I IR P N S I S I
12 | 40 + |+ |+ |+ |- + |+ |- - - - - - - - -
13 | 38 + |+ |- + |+ |+ |+ |- - - - - - - - -
14 | 36 e 0 I S O S S IR I S IR I I I S I
15 | 34 + |+ [+ [+ |+ [+ |+ |+ N+ |+ +
16 | 31 + |- - + |+ |+ |- - - + |+ |- + |- - -
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17 130 - [- [-T- [-1-7T-T-1T-1T-T1T-1-T1T-T+1T~+ [+
18 1285 |- [- [- [- |- - [- -1+ 1-1-1-1+ [+ [+ [+
19 | 27 - - - + |+ [+ |+ |- - - - - - - - _
20 |25 e T R I A S A S I I I I I R e e
21 |24 e I I S S AT I PR N I I P N e T s
22 |23 .
23 |22 - |- |- - [- [- |- [-1- - 1-1-1-1+1+ [+
24 |21 - - - - - - - - - - + |+ |- - - -
25 |20 + [+ |- |+ |+ |+ [+ (- ¥- |- |+ |- |- [+ [+ |+
26 |19 + |+ |+ |+ |+ |+ - - - - -
27 |18 |+ |+ |- [+ |+ [+ [+ [- |- [- [+ [- - - T-7T+
28 |17 - |- [- |- |- - [-1-01-1-1-1-1-1+71-T-
29 (165 |+ |+ |- + |- + |+ |- - - + |+ |- + |+ |+
30 (155 |- |- |- |+ |+ |+ |+ |- A- |- A= |- A= |- |- |-
31 (135 |+ |+ |- + |+ [+ |+ |- - - - - - + |- -

La séparation des protéines par €lectrophorése sur gel de polyacrylamide donne un

profil caractéristique du génotype et reproductible si les techniques sont standardisées.

La différence entre profiles réside dans I’intensité relative des bandes colorées ainsi

que dans le nombre de bande obtenues.

Chaque bande d’un profil électrophorétique est composée de plusieurs protéines de

structure différente mais de mobilité identique.
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L’intensité de la bande est liée directement a la concentration de la protéine (JASSO
et al. 2002). D’autre part, un minimum de 50 pg de protéines est requis pour qu'une bande

soit visiblement colorée par le bleu de coomassie R-250.

Par ailleurs, la présence de bandes communes entre génotypes indique que les
protéines contenues dans les feuilles de tournesol sont présentent a des concentrations variées
dépendant du génotype (JASSO et al. 2002). Cette différence d’accumulation peut résulter
d’une différence dans la régulation du gene ou dans 1’organisation du génome par la présence

d’un nombre élevé de copie de ce gene (LABHILILI ef al., 1995).

Des changements dans le profile protéique (I’inhibition de certaines protéines, la
surexpression de certaines d’autre et I’apparition de nouvelles protéines) interviennent suite a
beaucoup de stress environnementaux parmi lesquels le manque d’eau. Ils ont une grande

importance dans 1’adaptation des plantes au stress. (YORDANOVA et al., 2004)

Une partie des protéines induites ont une fonction directe dans I’augmentation de la
tolérance au stress (protéines fonctionnelles), d’autres ont une fonction dans la chaine de
transduction (protéines régulatrices) qui aboutiront a la production de protéines fonctionnelles
(SCHULZE et al., 2005).

RICCARDI ef al. (1998) Ont analysés par électrophorése 2D les protéines foliaire
chez deux lignés recombinantes de mais I’une tolérantes a la sécheresse et I’autre sensible
Parmi 78 protéines dont le stress a affecté I’expression, 23 ont été partiellement inhibées, 40
ont été surexprimées, 10 n’ont été visibles que chez les individus stressés et 5 renseignent sur
une interaction génotype X environnement.

Les protéines de stress jouent un role dans I’adaptation de la plante, et de ce fait, de
nombreux chercheurs abordent la résistance au stress par I’isolement et 1’étude de ces

molécules. (LAMAZE. et al, 1995).
Conclusion Deuxi¢me partie :

Cette partie a portée sur 1’étude comparative de la réponse au manque d’eau chez des
génotypes de tournesol qui ont présenté une variabilité¢ dans la réponse au manque d’eau dans

la premiére partie.

L’étude de la croissance sur milieu artificiel additionné de PEG montre que la

tolérance au stress est en grande partie due au degré de développement du systéme racinaire.
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Dans un deuxiéme temps, on a essay¢ de chercher une interprétation biochimique a
cette variabilité par ’analyse électrophorétique des protéines foliaires, les résultats obtenus
montrent que le manque d’eau a réprimé la majorit¢ de protéines, d’autres ont é&té
partiellement inhibée alors que d’autre ont été induites mais pas de bandes exprimées

spécialement chez les génotypes tolérants.
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CONCLUSION GENERALE

Le tournesol est la quatriéme culture oléagineuse dans le monde. Elle est pratiquée
dans les zones tempérées. La plus grande contrainte environnementale qui influe sur les
rendements des cultures en Afrique du Nord est le déficit hydrique.

Notre étude a portée sur 100 génotypes de tournesol Helianthus annus. L, deux lignées
parentales PAC 2, RHA 266, et 98 génotypes descendants.

Dans un premier temps, on a cherché de faire la distinction entre génotypes résistants
et génotypes sensibles par étude de différents parametres physiologiques. Les résultats
obtenus montrent qu’il y a une grande variabilit¢ dans le comportement des différentes
lignées de cette population sous condition de manque d’eau. Ainsi, dans une descendance
issue du méme croisement, on a pu observer des lignées tolérantes et d’autre non. Aucun des
deux parents n’appartient au groupe des lignées qui ont résistées aux conditions défavorables,
ce qui indique que les individus qui ont pu supporter le manque d’eau présentent des
combinaisons de caractéres plus performantes que les parents. Chez ces génotypes résistants,
bien que le stress hydrique a plus ou mois affecté le statu hydrique de la feuille, la
photosynthése semble ne pas étre inhibée. D’autre part, la comparaison de la résistance
stomatique de ces génotypes nous a permis d’identifier deux lignées dont ce parameétre n’a été
que tres peu affecté, soit les lignée C 93 et C 98a. On les a alors considérés comme les mieux
tolérantes au manque d’eau.

La deuxiéme partie de ca travail a consistée en I’étude comparative de quelques
parametres morphologiques relatifs a la croissance sous contrainte hydrique artificielle
stimulée in vitro par le PEG. Les résultats obtenus confirment I’hypothése émise dans la
premiere partie, les génotypes choisis se sont comporté d’une maniere plus ou mois proche de
la premiére partie. En effet, on a pu caractériser chez le génotype C98a un systéme racinaire
qui renseigne sur de grandes performances sous conditions déficitaires en eau. Ce génotype
présente un systéme racinaire plus développé en conditions de manque d’eau qu’en conditions
normales.

A TI’issu de la deuxiéme partie, on a tenté de trouver une explication biochimique a
cette variabilité par analyse des protéines foliaire exprimées sous contrainte hydrique, la
comparaison des profiles éléctrophorétiques obtenus dévoile 6 bandes exprimées en condition
déficitaires en eau de 21, 22, 23, 28.5, 30 et 59 KDa et dont la présence et le degré
d’accumulation varie d’un génotype a I’autre mais pas de bandes exprimée spécialement chez
les génotypes résistants.

Une étude plus avancée permettra peut €tre de mieux caractérisés les protéines
impliquées dans les processus de résistance au déficit hydrique a savoir une électrophorese
bidimensionnelle des protéines combinée avec une analyse du transcriptome.

D’autre part, les génotypes présentant une grande sensibilité au manque d’eau sont
d’équivalente valeur pour la recherche que ceux dotés d’une grande résistance.
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A la fin nous pouvons dire que le tournesol est une culture qui a de grande potentialité
pour étre optimisée et que sa relance en Algérie doit étre assistée par des programmes de

sélection et de recherche.
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STADES REPERES DU TOURNESOL

Lin stade est atteint lorsque 50% des plantes sont i ce stade.
Les codes "lettres’” ou "'chiffres’’ sont équivalents.

Germination-levée l Phase v;e_gétat[;f:

)

/)

Stade A1 (1.0)
Apparition des
hypocotyles en
crosse.

Stade A2 (1.1)
Emergence
des cotylédons
et premiéres

feuilles visibles.

Stade B3-B4 (2.3-2.4)

La seconde paire de feuilles
opposées apparait et a
environ 4 cm de long ; les
pétioles sont visibles du

Stade E1 (3.1)

Apparition du bouton floral
étroitement inséré au milieu
des jeunes feuilles : STADE
BOUTON ETOILE.

dessus.

~ Phase bouton floral

Stade E2 (3.2)

Le bouton se détache de
la couronne foliaire, les
bractées sont nettement
distinguables des feuilles.
Son diametre varie de 0,5 a
2 cm.

Stade MO (5.0)

Chute des fleurs ligulées.
Le dos du capitule est
encore vert.

Stade E4 (3.4)

Le bouton est nettement
dégagé des feuilles, son dia-
meétre varie de 5 a 8 cm, il
demeure horizontal. Une
partie des bractées se déploie.

Stade M2 (5.2)

Ledos du capitule est jaune.
Les bractées sont aux 3/4
brunes.

L'humidité de la graine avoi-
sine 20-25%.

Stade K1 (4.1)

Le bouton floral s'incline;
les fleurs ligulées sont per-
pendiculaires au plateau.

Stade M3 (5.3)

Le dos du capitule est marbré
de brun. Les bractées sont
brunes. La tige se desséche.
L'humidité de la graine avoi-
sine 15%.

Stades repéres du tournesol (KIANI P, (2007))
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Stade F3.2 (4.3)

Les trois cercles de fleurons
les plus externes ont leurs
antheres visibles et dégagées
et leurs stigmates déployés.
Les trois cercles suivants
ont leurs anthéres visibles
et dégagées.

Stade M4 (5.4)

Tous les organes de la plante
sont bruns foncés.
L'humidité de la graine avoi-
sine 10%.



Solutions utilisées :

e Composition du milieu MS (MURASHIGE et SKOOGE, 1962) additionné ou non

de PEG 600.
Macro-elements: Concentration (mg/l)
NH4 NO3 1650
KNO3 1900
CaCl2 -2 H20 440
MgS04 -7 H20 370
KH2PO4 170
Micro-¢éléments :
MnSO4 - H20 223
ZnS0O4 - 7 H20 8.6
H3BO3 6.2
KI 0.83
Na2MoO4 - 2 H20 0.25
CuSO4 - 5 H20 0.025
CoCl2 - 6 H20 0.025
Fer:
Na,EDTA 37.30
Fe SO4-7H,0 27.80
Acides aminée et vitamines :
Glycine 2.0
Acide nicotinique 0.5
Pyridoxine HCl 0.5
Thiamine HCI 0.1
Sucres:
Myo-inisitol 100
Saccharose 30 000
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Agar : 10 000
PEG 600 (Pour le lot traité) : 70 000
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e Solutions utilisées pour ’extraction des protéines :
Solution A : Solution de précipitation

TCA 100% 10 ml
b-mercaptoethanol 70 ul
Acétone gsp 100ml

Solution B : Solution de rincage
b-mercaptoethanol 70 ul
Acétone qsp 100ml

Laemmli Buffer : Tampon de dénaturation

Tris HCI pH 6.8 (1M) 6.25 ml
SDS 10% 10 ml
b-mercaptoethanol 1 ml
Glycerol Sml
H,0 gsp 50 ml.
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e Solutions utilisées pour la SDS-PAGE :
Solution mere d'acrylamide a 35% (a préparer avec gants et masque)

Acrylamide 35¢
Eau distillée gsp 100 ml
Solution mére de bis acrylamide a 2% (a préparer avec gants et masque)
Bis acrylamide 2¢g
Eau distillée 100 ml
Solution stock de SDS a 10%
Sodium Dodécyl Sulfate 10g
Eau distillée qsp 100 ml
Solution d'APS (Ammonium Persulfate) a 1% : a préparer ex temporairement
APS 0.1g
Eau distillée qsp 10 ml

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

Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 60.57¢

Eau distillée qsp 400 ml
Ajuster a pH 8.8 avec du HCI fumant 8a10ml

Eau distillée gsp 500 ml

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

Tris (hydroxyméthyl aminomethan) 30.285 ¢

Eau distillée qsp 200 ml
Ajuster a pH 6.8 avec du HCI fumant 19.5 ml

Eau distillée qsp 250 ml

Tampon d'électrophorése

Glycine 7055 ¢
Tris (hydroxyméthyl amino Ethan) I5¢
SDS 5¢g
Eau distillée qsp 5000 ml

Solution de coloration (pour deux gels)
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TCA 60% 100 ml

Solution mere de Bleu de Coomassie R250 25 ml

Eau distillée qsp 500 ml
Solution mere de bleu de Coomassie R250

Bleu de Coomassie R250 10 g

Ethanol 95° gsp 1000 ml

L'éthanol doit étre mis en agitation dans I'éprouvette, avec un barreau aimanté. Le bleu de
Coomassie est ensuite ajouté (sinon le bleu prend en masse au fond du contenant). Laisser en
agitation au moins deux heures, puis filtrer la solution.

e Composition du gel de polyacrylamide T= 15 %, C = 0.027 (quantités pour une
cuve de 2 gels)

Gel de séparation Gel de concentration
Solution Quantité Solution Quantité
Acrylamide 35% 33.37 ml Acrylamide 35% 2 ml
Bis acrylamide 2% 16.20 ml Bis acrylamide 2% 0.6 ml
Tris HCI pH 8.8 18.8 ml Tris HCI pH 6.8 3.4 ml
Eau distillée 8.83 ml Eau distillée 20.4 ml
SDS 10% 0.8 ml SDS 10% 0.28 ml
APS 1% 2.5 ml APS 1% 1.4 ml
TEMED 0.05 ml TEMED 0.03 ml
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Test de I’AV, pour les différents parametres mesurés :

o Parameétres mesurés lors de la premiére partie :

Surface foliaire (SF):

Source DL SC séq SC ajust
var 7 451252 451252
dose 1 11 11
var*dose 7 5380 5380

Poids spécifique foliaire (PSF) :

Source DL SC séq SC ajust
varl 7 0,0395565 0,0395565
dosel 1 0,0481967 0,0481967
varl*dosel 7 0,0267621 0,0267621

Teneur relative en eau (TRE) :

Source DL SC séq SC ajust
var 7 1619, 33 1619, 33

dose 1 9113,52 9113,52

var*dose 7 380, 68 380, 68

Résistance stomatique (RS) :

Source DL SC séq SC ajust
var 7 95387 95387

dose 1 167820 167820

var*dose 7 111905 111905

Teneur en chlorophylle totale (TCT) :

Source DL SC séq SC ajust
var 7 220,199 220,199
dose 1 112,853 112,853
var*dose 7 112,747 112,747

Rendement quantique du PS2 (OPS2) :

Source DL SC séq SC ajust
var 7 0,086836 0,086836
dose 1 0,256376 0,256376
var*dose 7 0,073598 0,073598

e Parameétres mesurés lors de la deuxiéme partie :

Longueur de la tige

Source DL SC séq SC ajust
var 7 10660,1 10660,1

dose 1 114367,7 114367,7

var*dose 7 19508, 5 19508, 5

Longueur de la racine

Source DL SC séq SC ajust
var 7 56611,0 56611,0

CM ajust
64465 26,7
11 0,0
769 0,3

CM ajust
0,0056509 6,4
0,0481967 55,3
0,0038232 4,3

CM ajust
231,33 9,95
9113,52 392,06
54,38 2,34

CM ajust
13627 111,22
167820 1369,78
15986 130,48

CM ajust
31,457 18,33
112,853 65,76
16,107 9,38

CM ajust
0,012405 6,66
0,256376 137,61
0,010514 5,64

CM ajust
1522,9 28,42

114367,7 2134,39

2786,9 52,01
CM ajust
8087,3 182,68
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F
2
0
2

9
3
9

F

F

F

F

F

F

P
0,000
0,946
0,940

0,000
0,000
0,002

P
0,000
0,000
0,048

P
0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000
0,000
0,000

0,000



dose 1 35752,1 35752,1 35752,1 807,58
var*dose 7 46025, 9 46025, 9 6575,1 148,52

Nombre de racines

Source DL SC séq SC ajust CM ajust

var 7 13177,6 13177,6 1882,5 56,69
dose 1 6984,2 6984,2 6984,2 210,31
var*dose 7 5060,0 5060,0 722,9 21,77
Poids frais de la racine

Source DL SC séq SC ajust CM ajust

var 7 1450192 1450192 207170 44,29
dose 1 9630208 9630208 9630208 2059, 02
var*dose 7 868125 868125 124018 26,52
Poids frais total

Source DL SC séq SC ajust CM ajust

var 7 1692025 1692025 241718 41,39
dose 1 43244033 43244033 43244033 7405,33
var*dose 7 1658067 1658067 236867 40,56
Masse racinaire/Unité de volume du milieu (Mr/UVM)
Source DL SC séq SC ajust CM ajust

var 7 3625,5 3625,5 517,9 44,29
dose 1 24075,5 24075,5 24075,5 2059,02
var*dose 7 2170,3 2170,3 310,0 26,52
Rapport Poids racine/Poids tige (Pr/Pt)

Source DL SC séq SC ajust CM ajust

var 7 2,92654 2,92654 0,41808 56,53
dose 1 0,20493 0,20493 0,20493 27,71
var*dose 7 2,03162 2,03162 0,29023 39,24
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