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Introduction

Le riz (Oryza sativa L.) est la culture céréaliére la plus importante dans le monde en
développement et il constitue la denrée alimentaire de base de plus de la moitié de la
population du globe (Juliano, 1994). En Asie et en Afrique, le riz constitue la principale
source de calories pour les populations rurales et urbaines (Sasaki & Burr, 2000).

Les plants de riz sont exposés non seulement aux ravageurs et aux maladies qui ont
évolué en méme temps que lui durant son long passé de plante cultivée, mais également

aux caprices des conditions climatiques et de sol.

En conséquence, le comportement des plantes se trouve en permanence sous Feffet
de stress de type osmotique (Munns et al, 2006), ionique (Vera-Estrella, 2005), hydrique
(Trinchant et ai, 2004) et salin (Bartels & Sunkar, 2005).

Le stress salin est un probléme majeur pour la croissance et le développement des
plantes. Ce phénoméne sans cesse accru dans le monde, peut constituer 4 long terme un

danger pour la sécurité alimentaire mondiale.

La salinisation remarquée dans les écosystémes arides et semi arides résulte
généralement d’une forte évaporation d’eau a partir du sol (Munns et al, 2006} et d’une
irréguliére et insuffisante pluviométriec (Mezni et al.2002). De plus, cette salinisation peut
provenir d’une irrigation le plus souvent mal contrélée (Bennaceur et al, 2001). Les
surfaces perdues a cause de la salinité des sols varient autour de 20 millions d'hectares dans
le Monde (Cheverry, 1995).

En Mauritanie, la sécheresse des années 1970, en faisant péricliter I’agriculture
traditionnelle, a favorisé I’émergence d’une agriculture irriguée avec un accent particulier
sur la riziculture dans les régions du Brakna, du Guidhimagha, du Gorgol et du Trarza
(Samba, 2003). La production de riz est estimée & 70 000 tonnes de paddy, ce qui

représente prés du tiers de la consommation nationale de riz (Danecette, 1999)

Cependant, la dégradation des terres par I’engorgement et la salinisation présente
un défi que la Mauritanie devra relever au plus t6t, du fait que la salinisation du sol conduit
a la désertification de terres irriguées. En effet, aprés une ou deux années de culture, il est

classique de constater que des parcelles sont abandonnées par les paysans en raison de la



présence d’efflorescences salines (Barbiero, 1999). Un exemple vivant parmi d’autres, a
été signalé dans le rapport annuel de I’ADRAQO (1999) citant que le barrage de « Foum
Gleita » dans le Sud Mauritanien a été abandonné par les agriculteurs, dix ans aprés sa

construction en raison des problémes de salinité.

Il est possible de surmonter ces problémes si ’on tient compte de deux stratégies
complémentaires : appliquer des techniques culturales permettant de réduire la salinité des
sols (Bennes, 2003) et sélectionner les variétés ou les especes capables de minimiser les
effets dépressifs de la salinité sur les rendements. La sélection du matériel végétal tolérant
au sel est tributaire d’une connaissance approfondiedes mécanismes physiologique,

métabolique et génétique de tolérance a la salinité. / '

L’objectif de ce travail est d’explorer I’effet de la salinité sur le comportement de
dix variétés de riz cultivées en Mauritanic sur la base de quelques paramétres
physiologiques et métaboliques.

Notre travail sera donc réparti en trois chapitres :

Dans un premier chapitre, nous donnons une analyse bibliographique des
connaissances acquises sur le riz, sa culture, son importance, ainsi que sur le probléme de

la salinité.
Le deuxiéme chapitre présente le matériel et les méthodes utilisés.
Dans un troisiéme chapitre, nous présenterons et discuterons les résultats obtenus.

Nous terminerons par une conclusion générale.



combinant les qualités des deux espéces sont diffusées sous le nom de «Nerica»
(Anonymes, 2008).

1.2. Description botanique sommaire du riz

Le riz est une herbacée annuelle, graminée et autogame qui croit plus facilement

sous les climats tropicaux, possédant un systéme racinaire abondant & la surface (Figure 1.)

Cette plante émet de nombreuses tiges a partir du sol et peut mesurer de 0,6 4 6 m.
Ces derniéres se terminent en une panicule ramifiée longue de 20 & 30 cm. Chaque
panicule est composée de 50 a 300 fleurs monoiques ou "¢pillets”, a partir desquels les

grains se formeront. Le fruit obtenu est un "caryopse”.

Feuille _;7\

Tige

Coupa trarmversale

Figure 1. A. Plant de riz. B. coupes longitudinale et transversale dans un grain de riz.



1.3. Importance économique et nutritive du riz
1.3.1. Importance économique

Les rendements varient selon les conditions de culture de 1 a 10 tonnes /hectare en
culiure avec submersion et de 1 4 5 tonnes/hectare en riziculture pluviale. La production
momale étant de 550 millions de tonnes de paddy, le rendement moyen est de ’ordre de
3.5 tonnes/ hectare (Marchand, 1997).

La plus grande partic du riz récolté¢ est consommée localement. Les échanges
commerciaux internationaux portent sur moins de 5% de la production. Les principaux
pays exportateurs sont la Thailande et les Etats-Unis. Les pays importateurs sont situés
surtout en Afrique subsaharienne et au Moyen-Orient.

1.3.2. Importance nutritive

Le riz constitue I’aliment de base pour plusieurs populations & travers le Monde. 11
est cultivé aussi comme matiére premiére pour la fabrication de I’amidon pharmaceutique
et des vitamines.

La valeur alimentaire du riz en alimentation humaine est présentée au tableau 1

Tableau 1. Composition nutritionnelle du riz (en grammes pour 100 gr)

Composition Paddy Riz décortiqué
Eau 13 12

Glucides 73,1 75,5

Lipides 2,1 1,3

Protéines 8,2 10

Matiéres minérales 3,6 1,2

Vitamines :

B 0,3-0,5 0,04-0,09

B 0,1 0,03

Be 0,3-0,6 0,2

Source : Vierling, 2003



La valeur énergétique varie peu entre le riz décortiqué et le riz blanchi. Elle se situe
autour de 350- 360 calories pour 100g.

2. La salinité
2.1. Définition

La salinité peut étre définie comme une accumulation excessive de sels dans les
sols ou dans les eaux A un seuil pouvant avoir un impact sur les activités humaines et
naturelles (plantes, animaux, écosystémes aquatiques, approvisionnement en eau,
agriculture, ...). On distingue deux types de salinité, une salinité primaire ou
l'augmentation de sels est uniquement due 4 des processus naturels et une salinité
secondaire ou induite ol les augmentations ont eu lieu en raison des changements des

pratiques d’utilisation des terres par les activités humaines.
2.2, Effets de la salinité

Les sols salés couvrent de grandes superficies dans le Monde, leur distribution se
superpose presque entiérement 3 celle des régions semi-arides et cotiéres. 400 a 900
millions d’hectares irrigables dans le Monde sont affectés par le probléme de la salinité
domt 230 millions. Dans les régions arides et semi-arides de la Méditerranée, la salinité est
un probléme majeur entrainant des pertes importantes dans I’agriculture irriguée (Chvery,
1995).

En Mauritanic comme en Afrique, de nombreux facteurs sont favorables a la
salinisation des sols. Les eaux d’irrigation sont souvent de qualité médiocre, le climat est

fortement évaporant, les irrigations ne sont pas contrbiées.. . etc.
2.3. Effets sur la croissance chez les végétaux

Plusieurs auteurs ont rapporté que la salinité excessive affecte la rhizosphere et
limite la répartition des plantes dans leurs habitats naturels. Par ailleurs, le fort éclairement
et les rares pluies dans les régions semi-arides et arides accentuent la salinisation des
périmétres irrigués et les rendent impropres aux cultures. De ce fait, la salinité influence
plusieurs aspects de la croissance y compris la floraison, la pollinisation, le développement

du fruit, la quantité et la qualité des rendements.



La réponse 2 la salinité se manifeste généralement chez les glycophytes par un effet
dépressif sur la croissance et le développement. Bounagba (1998) a rapporté que la
réduction de la croissance des organcs acriens sous Peffet du sel se traduit par une
réduction de la surface foliaire causée par un ralentissement des divisions cellulaires et une
diminution de I’extension foliaire. Dans le méme ordre d’idées, Dali et al. (1996) ont
également montré que la présence de sels dans la solution nutritive affecte
considérablement le niveau foliaire et la biomasse; ce qui se manifeste par une réduction de
la surface foliaire, une chute des feuilles et une diminution des poids frais et sec des
feuilles. Ben Khaled et al. (2003) chez des plantules de tréfle (Trifolium alexandrinum 1.)
ont mentionné que la croissance n’a été affectée qu’a partir de 4 g/L de NaCl, alors quela
croissance pondérale de la partie aérienne a été réduite de 20% a 4 g/l et de 44% 4 6 g/1..

Bouaouina et al, (2000) en travaillant sur le blé dur (ZTriticum turgidum L.) ont
constaté que le NaCl d’un c6té diminue la croissance de la plante entiére, retarde
I’émergence des nouvelles feuilles et limite I’accumulation de K* et Ca®* dans ces organes
et que, d’un autre c6té, le Na+ suit un gradient décroissant des feuilles dgées vers les

feuilles jeunes.
2.4. Effet sur la germination

Le stress salin peu avoir un impact sur la mobilisation des éléments minéraux de la
graine vers les jeunes plantules mais ces effets n’ont pas de conséquence a court terme sur

les processus de croissance (Bajji et al ; 2002).

Cependant, Bouzouba et al. (2003) ont signalé que chez ’arganier (4Argania
spinosa), la germination est affectée a partir de 10% NaCl. Alors que, Rejilli et af,
(2006) ont remarqué que la présence de sel dans le milieu de culture réduit différemment

la capacité germinative chez deux populations de lotier (Lotus creticus L.).

Chez les céréales, la résistance ou méme la tolérance a I’aridité et a la présence de
sels, tel le chlorure de sodium, sont des qualités largement recherchées, afin d’élargir la
culture aux régions difficiles. Chez ce groupe de plantes, 1’effet dépressif des sels se
manifeste 4 partir d’un seuil critique de concentration caractéristique de I’espéce ou de la
variété (Kingsbm‘y et al. ; 1984). M’Barek et al. (2001), ont signalé que le sel a un effet




dépressif sur le taux de germination, la croissance biologique chez plusieurs variétés de
blé.

Par ailleurs, il est conseillé aprés avoir initié¢ la germination des graines du riz
d’exonder les parcelles tout en faisant trés attention 4 la salinité car ce stade de la culture y

est trés sensible.
2.5, Effet sur les pigments chlorophylliens

D’une maniére générale, le sel induit des modifications quantitatives et qualitatives
sur la synthése des protéines. Le plus souvent, en cas des de stress salin, les plantes
montrent des signes de stress par la production d’anthocyanes ou la destruction des
chlorophylles.

Des résultats rapportés par Seeman et Critchley (1985) ont souligné une diminution
de la concentration des chlorophylies foliaires et une baisse de 1’activité de la ribulose 1,5
bisphosphate carboxylase/oxygénase (rubisco) chez I’haricot irrigué par une solution
enrichie en NaCl. De méme, Shaheena et al. (2005) ont noté une diminution des
concentrations des chlorophylles au niveau des feuilles de moutarde cultivée sous
condition de stress salin. Dans le méme ordre d’idées, El Housseine et al. (1998) ont
obtenu une diminution de pigments chlorophylliens suite & un stress salin chez trois
variétés de blé et que cette diminution est levée d quelques heures apres la levée du stress
imposeé.

2.6. Effets sur la teneur en glucides

La variabilité des teneurs en carbohydrates refléte la capacité des plantes a

s’adapter a diverses conditions écologiques comme les divers stress (Mehouachi, 1993).

Chez la plupart des plantes supérieures, les premiers produits de la photosynthése
sont le saccharose et I’amidon ; ces deux glucides sont généralement stockés au niveau
foliaire pendant la journée, chez d’autres espéces les alditols (sorbitol) aussi sont
synthétisés et stockés avec ces deux derniers sucres (Annick et al 1992).

Par ailleurs, il a ét¢ signalé qu’unc synthése des sucres (saccharose) et des polyols a
été stimulée par stress salin chez de jeunes plants de pois chiche cultivés en présence de



NaCl. Karmous et al. (2005) ont rapporté que I’accumulation de glucose au niveau
foliaire chez le blé dur évoque une aptitude a réaliser une osmorégulation chez la plante

dans les conditions de stress salin.
2.7, Effets sur la teneur en protéines

Les protéines qui s'accumulent dans les plantes dans des conditions de stress salin
peuvent fournir une forme de stockage de l'azote quilisé plus tard (Singh et al.
1987) et peuvent également jouer un rble dans l'ajustément osmotique Elles peuvent étre
soit synthétisées de novo en réponse au stress salin soit présentes de fagon constitutive a de
faibles concentrations (Pareck-Singla & Grover, 1997). Des teneurs élevées en protéines
solubles ont ét€ observées chez des cultivars d'orge, de tournesol, de mil et de riz tolérants
a la salinité (Ashraf & Harris, 2004). Agastian et al. (2000) ont noté¢ que les tencurs en
protéines chez les cultivars de miirier augmentent a faibles doses de NaCl et diminuent &
fortes doses de NaCl.. Bien que Ashraf & Fatima (1995) aient démontré que les accessions
de tournesol tolérantes et sensibles au sel ne différent pas significativement par rapport a
leurs teneurs en protéines foliaires, plusieurs auteurs s’accordent sur la diminution de la

teneur en protéines solubles, en réponse a la salinité.

2.8. Effet sur la teneur en proline

Parmi les réponses aux différents stress hydrique et osmotique chez les plantes, 1a
synthése et P’accumulation de la proline reste 1’une des manifestations les plus
remarquables (Belkhodja ct Bidai, 2004). Son rdle d’osmoticum a en effet ét¢ rapporté par
de nombreux auteurs (Stewart & Lee, 1974 ; Kauss, 1977).

Hassani .et al, (2008) ont noté chez ’orge que Paccumulation de proline est
positivement corrélée avec la salinité et il ressort de leur étude que la réponse au stress

salin des génotypes est plutdét une accumulation de proline que de sucre.



Khadi-Mounaye, (2006), en travaillant sur la féve dans des conditions de stress
salin, avait expliqué la résistance de la féve au stress salin par une accumulation de la

proline au niveau des différents organes de la plante.

L’accumulation de la proline, induite par les stress, peut étre le résultat de trois
processus complémentaires : stimulation de sa synthése (Boggess et al., 1976), inhibition
de son oxydation (Rayapati et Stewart, 1991) et/ou altération de la biosynthése des
protéines (Stewaert et al., 1977). La proline serait synthétisée a partir de ’acide glutamique
via I’acide 5 carboxylique-1-pyrroline (P5C). Il peut étre synthétisé également via
1’arginine et I’ornithine (Lignowski & Shittstoesser, 1971) (Figure 2).

L-glutamate L-ornithine

NADPH a-cétoglutarate
ATP

PSCS Acide ornithine oxo-
phosphate transaminase L-glutamate
NADP
ADP

L-glutamate y_semialdéhyde

H,O
Pyrroline S-carboxylate
H+
NADPH
Pyrroline-5-carboxylate réductase
(PSCR)
NADP
L 4

L-Proline

Figure 2. Voie de biosynthése de la proline
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Chapitre 11

Matériel et méthodes




1. Matériel végétal :

Le matériel végétal analysé est constitué de 10 accessions de nz. Quelques
caractéristiques des génotypes utilisés sont consignées dans le tablean 2.

Tableau 2. Principales caractéristiques des variétés de riz étudiées

Variétés Origine* Rendement Tallage
(Kg/ha)

IR 1529 IRRI (Philippines) 6000 a 10000 Moyen
Sahel 108 Philippines 6 a 10000 Bon
Sahel 201 Sri Lanka 7000 a 11000 Bon
Sahel 202 IITA (Nigeria) 6000 a 11000 Bon
Nerica entry 12 WARDA, Bouaké 5500 Bon
Nerica entry 13 WARDA, Bouaké 6000 Bon
Nerica entry 14 WARAD, Bouaké 5000 Bon
ITA 222 NTA (Nigeria) 7000 a 8000 Bon
BG 222 Inconnue Inconnue Inconnu
Jaya Inde, | 5000 4 5000 Bon

(*) Anonyme, (2008)

Les semences de.ces variétés nous ont ét¢ aimablement fournies par la Direction
du Centre National de Recherches Agronomiques pour le Développement Agricole de
Mauritanie (CNARADA).

2. Substrat de culture

Lors de ces expériences, nous avons semé les différentes variétés dans un substrat

constitué de terreau, de sable et de copeaux a proportions égales.

11



ol

3. Solutions d’irrigation

L’arrosage des plantes a été fait par une eau additionnée de chlorure de sodium
(NaCl) aux concentrations suivantes : 3 g/l et 6 g/l de NaCl. Parallélement, des lots de

plantes témoins ont ¢t€ arrosés avec de 1’eau courante.

2
T T %\:‘\}\0 - -
4. Effet de la salinité sur la germination

L’effet de la salinité sur la germination a été évalué par 1’utilisation de 30 graines
(15 par boites de Pétri) de chaque variété (Photo 1). Ces derniéres sont mises dans des
boites de Pétri tapissées de rondelles de papier filire imbibées soit par de I’ean distillée
(témoin), soit par la solution saline (3g/L, 6g/L). Les boites de Pétri sont alors placées dans
une étuve a 25°C, pendant 96H durant lesquelles le nombre de graines germées est évalué

toutes les 24 heures.

Photo 1. Dispositif expérimental pour tester 1’effet du sel sur la germination des
grains de riz

12
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5. Réponse biochimique et physiologique de jeunes plants de riz vis-a-vis du stress

salin
Cette étude a été conduite sur de jeunes plants de riz agés de 3 a 4 semaines.
5.1. Conduite des cultures

Les expérimentations ont été réalisées sous abri 4 la Facult¢ des Sciences et

Techniques de Nouakchott, entre mars et avril 2010.

Des lots de 20 graines de chaque variété sont désinfectées a 1'eau de javel & 5%
pendant 5 minutes, puis rincées abondamment a V'eau distillée pour éliminer toute trace de
chlore. Elles sont ensuite mises & germer dans des sacs en plastique remplis de substrat de
culture jusqu’au stade premiére feuille. A ce stade, le stress salin est appliqué en arrosant
les plantes deux fois par jour avec les solutions d’irrigation 0 g/L, 3 g/L et 6 g/L de NaClL
Aprés trois semaines d’irrigation (Photo 2), des échantillons foliaires des différentes

variétés sont collectés et conservés a -20 °C pour les analyses biochimiques.

Photo 2. Plants de variétés de riz aprés 3 semaines d’arrosage par des solutions de

NaCl a différentes concentrations.
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5.2. Les parameétres étudiés
Plusieurs paramétres ont été évalués au cours de cette étude.
5.2.1 Teneur en pigments chlorophylliens

Pour extraire les pigments chlorophylliens, nous avons utilisé 1’acétone a 80%. 20
mg de matiére fraiche, issue de chaque concentration, sont broyés dans 5 ml d’acétone.
L’extrait est filtré a I’aide d’un filtre de type Wattman.

L’étape suivante est la lecture de la densité optique de la solution a ’aide d’un
spectrophotomeétre réglé aux longueurs d’ondes suivantes : 663 nm et 646 nm pour
déterminer la teneur de chlorophylle a et chlorophylle b et 470 nm pour déterminer la

teneur de caroténoides.

La formule de Mc Kinney et a/.1949 :

Chlorophylle a=[(12.21* A663)-(2.81*A646)]* V]/P

Chlorophylle b=[[(12.21* A646)-(2.81*A663)]* V]]/P
Caroténoides+Xanthophylles = [(100*A470)~(3.27*Chl a-104*Chl b)]/229
Avec: _

A : densité optique de I’échantillon mesuré a 663, 646 ou 470 nm.

V : volume de I’extrait sur 1000 ml.

P : poids frais de I’échantillon en mg

5.2.2. Teneur en protéines foliaires

La teneur en protéines dans les feuilles a été déterminée selon la méthode
décrite par Bradford et a/ (1976), cette méthode est basée sur la réaction entre le bleu
de Coomassie et les protéines qui donne une coloration bleu dont l’intensité est

proportionnelle 4 la quantité de protéines présentes dans 1’échantillon.

. 10 mg d’échantillons foliaires issus de chaque concentration sont broyés dans
1 ml de solution physiologique (0.9% NaCl). Le broyat est alors centrifugé a 20 000 xg
et 4 4°C pendant 10 min. Le dosage est réalisé en mélangeant 50 ul du surnageant dilué
4X avec 4 ml de bleu de Coomassie. Aprés 20 min d’incubation a température
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ambiante, nous procédons a la lecture de la densité optique & 595 nm. (Le détail de la

démarche expérimentale est donné en annexe I).

La teneur en protéines est déterminée en se référant a une gamme étalon
réalisée avec une solution de BSA a 0,2 mg/ml sur la base des quantités suivantes 0,
10, 20, 40, 80, 160 pg par tube.

3.2.3. Teneur en proline

L’extraction et le dosage de la proline chez les plantes ont été réalisés selon la
méthode décrite par Bates et al. (1973) 25 mg d’échantillons foliaires issus de chaque
concentration sont broyés dans 5 ml d’une solution d’acide sulfosalicylique & 3%. Le
broyat est centrifugé 4 5000 trs/min pendant 20 min. Le dosage de la proline est réalisé en
ajoutant & 2 ml du surnageant 2 mt d’acide acétique glacial et 2 ml de mélange de
ninhydring (voir annexe II). Le mélange est incubé pendant lh dans un bain-marie
al100C°. La réaction est arrétée en déposant les tubes dans de la glace pilée. 4 ml de
toluéne (pour extraire la couleur rouge qui s’est développée pendant la réaction) sont
ajoutés a chaque tube, puis on vortex pendant 15-20 secondes. La phase supérieure est
récupérée puis la densité optique des tubes est lue & 520 nm contre un témoin de toluéne.

La concentration en proline dans les feuilles des plantes analysées est déterminée en
se reportant & une droite étalon préparée & partir d’une gamme étalon de proline sur la base
des concentrations suivantes : 3, 10, 15, 20 et 25 pg/ml de proline par tube (voir annexe II).

5.2.4. Extraction et dosage des sucres totaux foliaires

La teneur en sucres totaux a été déterminée par la méthode phénol-acide sulfurique
décrite par Dubois et al. (1956). Cette méthode est basée sur la condensation des dérivés
chromogénes de furfural formés par I’action d’acide concentré sur les glucides avec

diverses substances susceptibles de donner naissance a des chromophores.

L’extraction des glucides a été faite par 1’éthanol 4 80% selon le protocole suivant :
pour chaque variété, nous avons broyé 200mg de feuilles issues de chaque concentration
dans 5 ml d’éthanol a 80%.

- Centrifuger le mélange a 5000trs/min pendant 10 min
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- Mettre 0.1ml du surnageant dans un tube a essai

- Ajouter 1ml de phénol a 5 % (P/V)

- Ajouter rapidement 5ml de H>S0; concentré

- Placer les tubes immédiatement au bain-marie bouillant pendant 20 min

- Refroidir 4 ’obscurité pendant 20 min

- Mesurer la densité optique a 495 nm 4 I’aide d’un spectrophotoméire UV-Visible
ZuZi 4210

Les teneurs en sucres totaux sont déterminées en référence 4 une gamme étalon de

glucose 4 100pg/ml (voir annexe IIT).
5.2.5. Electrophorése des protéines foliaires
5.2.5.1. Extraction des protéines foliaires
- Peser 200 mg de feuilles i1ssues de chaque concentration

- Ajouter 400 pl de tampon 50 mM Tris-HCI pH 8 contenant (10 mM NaCl ; 1%
SDS ; 5% mercaptoéthanol ; 0,1 mM Phénylméthanesulfonyl fluoride (PMSF)

- Broyer le mélange dans un mortier
- Centrifuger a 4°C a 12000 trs/min pendant 10 min
- Conserver le surnageant a -20°C pour 1’électrophorese.

L’électrophorése a été réalisée sur gel de polyacrylamide a 12% préparée dans des
plaques de 20x17x0.2 cm selon la méthode décrite par Laesmmli (1970) (voir annexe IV
Avant le dépét, 50 pl de chaque échantillon foliaire sont incubés a 100°C pendant 5 min,
en présence de 50ul de tampon de dénaturation dont la composition est la suivante :
62mM TrisHC1, 1.5% SDS, 10% Saccharose, 0.01 bleu de bromophénol blen, 5%

mercaptoéthanol.

La migration est faite avec un tampon Tris-glycine a 0.025M pH 8.3 sous 200V
pendant 4 3 SH. Lorsque le front de migration (bleu de bromophénol) est en bas du gel, nous
coupons le générateur et nous démoulons le gel qui est aussitét immergé pendant une nuit, sous

agitation continue, dans une solution de bleu de Coomassie 4 0.025% (solution de
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coloration des protéines) dont la composition est donnée en annexe 3. Le gel est ensuite
décoloré en le plagant dans des bains successifs de solution de décoloration (acide acétique
10% : méthanol 20%). Lorsque les bandes de protéines sont visibles, nous photographons le gel.

1. Pourcentage de germination

Les résultats portés sur la figure 2 montrent, qu’en absence de la salinité (0 g/l
NaCl), les variétés ont un comportement variable en ce qui concerne la germination. En
effet, aprés 48H, les variétés Nerica entry 13, Nerica entry 14, Nerica entry 12, ITA 222,
Sahel 108 et Jaya ont donné plus de 20% de germination, alors que les variétés Sahel 201,
Sahel 202, BG 222, IR 1529 ont donné des pourcentages de germination inférieurs a 20%.
Cependant, & 72H et 4 96H, la majorité des variétés testées ont donné un pourcentage de
germination de plus de 80%, a I’exception de BG 222, Sahel 202, Sahel 201 qui ont donné
respectivement 63%, 36% et 30%.

120 - o - e R 1520
Sahel 108
100 +——— — i . e
i ———— Sahel 201
80 - - - Sahel 202

% Nerica entry 12

—-=— Nerca entry 13

porcaentage de genrination en abeence de NaCl
{Ogrh)
o))
o

40
=t Nerica entry 14
20 —— [TA 222
BG222
0 T T R R P
48H 72H QGHI Jaya

Figure 2: Variations du pourcentage de germination en fonction du temps avec la
dose 0g/l de Na Cl.

En présence de la salinité (fig.3), la majorité des variétés ont donné des
pourcentages de germination de moins de 20%. En effet, a la dose 3g/1 de NaCl, seules les
variétés Nerica entry 12 et Nerica entry 13 ont donné respectivement 33% et 30%.
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Lorsque la dose de NaCl est de 6g/1 (fig. 4), toutes les variétés testées ont donné des

pourcentages de germination des moins de 20%.

Aprés 48H, seules les variétés Nerica entry 12 ; Nerica entry 13, Nerica entry 14,
ITA 222 et Jaya ont germé dans la dose de 6g/] de NaCl. Alors que seule Sahel 202 aprés
96H n’a pas germé a 6g/1 de NaClL.
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Figure 3 : Variations du pourcentage de germination en fonction du temps avec la
dose 3g/l de NaCl
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i,______.-.n Figure 4 : Variations du pourcentage de germination en fonction du temps avec la
dose 6g/l de NaCl

Les résultats présentés sur les figures 2, 3 et 4 montrent d’une maniére générale que
le pourcentage de germination diminue avec 1’augmentation de la concentration de NaCl.
La variété Sahel 202 parait la plus sensible 4 'augmentation de la salinité au stade de
germination, suivie par Sahel 201, BG 222, ITA 222 Nerica entry 13, IR 1529, Sahel 108,
Nerica entry 12, Jaya et Nerica entry 14.

Ainsi, il ressort que les variétés de riz testées se comportent différemment selon les
concentrations de NaCl. Ce résulat est soutenu par celui de Rejilli et a/. (2006) qui ont
remarqué que la présence de sel dans le milieu de culture réduit différemment la capacité
germinative chez deux populations de lotier.

La diminution du pouvoir germinatif peut s’expliquer par une augmentation de la
pression osmotigue de la solution du sol qui ralentit I’imbibition et limite 1’absorption de
I’eau nécessaire au déclenchement des processus métaboliques impliqués dans la
germination. (Hajlaoui et al, 2007). La salinit¢ perturbe également les systémes
enzymatiques impliqués dans les différentes fonctions physiologiques de la graine en
germination tels que la diminution de I’activité de polyphénol oxydase et amylase (Slama
et al., 1992)) et des peroxydases (Iraida et al., 1999).

2. Teneur en pigments chlorophylliens

Les résultats du dosage des pigments chlorophylliens chez les variétés étudiées sont
présentés dans les figures 5, 6 et 7.

Pour la chlorophylle a, les résultats portés sur la figure 5 montrent que les teneurs
varient de 5.22 (Nerica entry 14) & 7.76 mg/g (Sahel 108) de matiére fraiche chez les
plantes témoins, alors qu’elles fluctuent de 4.34 (Jaya) & 6.07 mg/g (ITA 222) de matiére
fraiche chez les plantes arrosées avec la solution 3g/L. de NaCl. Chez les plantes exposées a
la solution de 6 g/L, ces teneurs ont varié de 2.04 (Nerica entry 12) a 3.61 mg/g (Nerica
entry 14). Il faut signaler que les diminutions observées ont atteint 59, 67 et 69%
respectivement chez les variétés Sahel 108, BG 222 et Nerica entry 12.
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Figure 5 : Teneurs en chlorophylle a chez les variétés de riz étudiées en fonction de

différentes concentrations de chlorure de sodium.

En ce qui concerne la chlorophylle b, les résultats  présentés dans la figure 6
montrent globalement la méme tendance observée pour la chlorophylle a avec des
diminutions significatives des teneurs en chlorophylle b chez les plantes arrosées par la
solution 4 6g/L comparés aux plantes témoins. Ces diminutions ont atteint 62, 52%
respectivement chez les variétés BG 222 et Sahel 108.
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Figure 6 : Teneur en chlorophylle b chez les variétés de riz étudiées en fonction de

différentes concentrations de chlorure de sodium.
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L’examen de la figure 7 relative 4 la teneur en caroténoides chez les variétés
étudiées montre que ces teneurs diminuent en fonction de I’augmentation de la
concentration en NaCl. Cet effet est plus remarquable chez les variétés Nerica entry 12,
Sahle 108 et BG 222 qui ont montré respectivement des chutes de 51, 55 et 64%.

Caroténoide en mg/g

Figure 7 : Teneur en caroténoides chez les variétés de riz étudiées en fonction de
différentes concentrations de chlorure de sodium.

De ces résultats, nous pouvons retenir que la solution d’irrigation 6g/l NaCl a
provoqué des diminution des concentrations des pigments chlorophylliens (chlorophylie a,
b et les caroténoides) chez toutes les variétés étudiées, ce qui montre une sensibilité des
pigments chlorophylliens vis-g-vis du stress salin. Toutefois, ces diminutions sont
remarquables chez BG 222, Nerica entry 12 et Sahel 108.

Ces constations sont en accord avec les résultats de El Housseine et al. (1998) qui
ont obtenu une diminution de pigments chlorophylliens suite & un stress salin chez trois
variétés de blé et de Shaheena et al. (2005) qui ont rapporté¢ une diminution des
chlorophylles suite & un stress salin chez la moutarde.

3. Teneur en protéines

La comparaison des valeurs trouvées pour les protéines foliaires chez les 10
variétés de riz testées est présentée dans la figure 8. L’examen de cette figure montre que
I’application d’une dose de 3g NaCl/L provoque une angmentation de ce paramétre, sauf
chez Sahel 108 et Jaya ou on a enregistré des diminutions de 28% et 20% respectivement
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et ceci en comparaison avec leur témoin respectif (0g NaCl /L). Cependant, les
augmentations on été de 9 %, 30%, 14%, 16%, 41%, 16% et 24% respectivement pour
IR1529, Sahel 202, Nerica entry 12, Nerica entry 13, Nerica entry 14, ITA 222, et BG222
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Figure 8 : Tencur en protéines en fonction de la concentration de NaCl chez les

dix variétés étudides

Dans le méme ordre de concentrations, 1’arrosage des variétés par une solution
saline (6g NaCl/L) a augmenté le taux de protéines foliaires, exception faite pour BG222 et
Jaya out nous avons enregistré des diminutions de I’ordre de 8% et 33%, en comparaison
au témoin.

Des résultats similaires sont rapportés par Pareek et al, 1997 chez des variétés de riz
tolérantes aux sels. Cependant, chez la lentille, Ashraf et Waheed, 1993 ont moniré que les tencurs
en protéines diminuent avec I’augmentation de la salinité.

La variation des teneurs en protéines solubles en fonction de 1’augmentation
de la concentration en NaCl ainsi que leur utilisation en tant qu’ indicateur de stress
semble étre controversée et c’est plutét la teneur en certains acides aminés qui serait de

bon indicateur de la tolérance au sel
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4. Teneur en proline

La figure 9 représente les variations de la teneur en proline des différentes

accessions étudiées en fonction de I’intensité du stress salin.

Dans les conditions normales (absence de stress), la teneur en proline est variable
selon 1’accession en question. En effet, Nerica entry 14, Sahel 202, Sahel 108 ont
enregistré les valeurs les plus basses (< 0.0007 pmoles /g de matiére fraiche (MF)). Alors
que, Nerica entry 12 et Nerica entry 13 dépassent les 0.001 pmoles/g de mati¢re fraiche.
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Figure 9 : Teneur en proline en fonction de la concentration de NaCl chez les dix
variétés étudides

En cas de stress faible (3g NaCl/L), la plupart des accessions testées ont montré une
augmentation de leur teneur en proline. Cependant, cette augmentation est variable. Elle
est trés faible pour les cas de Nerica entry 14 et Nerica entry 12, ce qui laisse supposer une
¢ventuelle tolérance au sel. Les accessions IR 1529 et Sahel 202 sont celles qui ont

accumulé le plus de proline dans ces conditions.

Lorsque le stress est plus accentué (6g NaCl /L), toutes les accessions étudiées ont
montré une augmentation significative de leurs teneurs en proline, a I’exception de IR 1529
qui a enregistré une teneur en proline légérement plus faible par rapport au stress modéré.
En effet, cette augmentation est nettement observée chez les trois variétés Sahel 201, 202
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et 108 dont la teneur en proline dépasse 0,016 pmoles/g de MF et atteint méme 0,021
pmoles/g de MF pour le cas de Sahel 201.

Ces résultats montrent que la présence de NaCl dans les solutions d’irrigation
induit une augmentation de la proline foliaire. Cette accumulation de la proline dans les
plantes prouve, chez le riz, une aptitude de résistance a la salinité. Ses constations sont en
accord avec les résuitats de Hassani et al, (2002) qui ont trouvé une accumulation de la
proline comme une réponse aux stress salin chez I’orge et de El Jaafari (5) qui a observé

une accumulation de proline chez trois variétés de bl€ en cas de stress salin.
5. Teneur en glucides

Les mesures de la teneur en sucres foliaires chez les variétés testées (Fig. 10) ont
montré que ce paramétre augmente suite & 1’application des doses de 3 et 6g/1 de NaCl, en
comparaison avec les témoins, bien que chez Sahel 108 et BG 222 respectivement 3 la dose
6 et 3 g/l de NaCl, la teneur en sucres enregistrée ait ét€ inférieure 2 celle des témoins
respectifs.
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Figure 10: Variations de la teneur en sucre foliaire en fonction de la concentration
de NaCl

Ces résultats montrent que la présence de NaCl dans les solutions d’irrigation
induit une augmentation des sucres solubles totaux chez toutes les variétés étudiées sauf
Jaya. Cette augmentation de la teneur en sucres totaux au niveau des feuilles de riz est

probablement attribuée 4 une augmentation du saccharose, du glucose et du fructose qui
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jouent un rdle important dans 1’osmorégulation. Ces observations vont dans le méme sens
que celles rapportées par Karmous et al., (2005) qui ont attribué 1’accumulation du glucose

au niveau foliaire chez le blé 4 une aptitude a réaliser une osmorégulation.
6. Electrophorése des protéines foliaires

La comparaison des profils électrophorétiques de protéines foliaires des 10 variétés
de riz dont cinq sont représentées dans la figure 11 montre que les variétés ne semblent pas
présenter des différences qualitatives dans leur contenu en protéines. En effet, les 24
bandes mises en évidence par cette technique sont présentes chez toutes les variétés testées

quelque soit I’intensité du traitement salin auquel elles ont été exposées. .

N.entry 12 Sahel 202 Sahel 201 Sahe!108 IR1529

12 3 1+ 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 M

Figure 11. Profil électrophorétique des protéines foliaires de 5 variétés de riz
exposées 4 un stress salin. M ; marqueur de taille ; 1: 6g NaCl/L, 2: 3 g NaCl/L, 3: Og
NaCl/L.

Dans la litiérature, il est rapporté que le stress salin induit des modifications
qualitatives et quantitatives dans la synthése des protéines, détectables par électrophorése
sur gel de polyacrylamide. L’application de cette technique a deux variétés d’orge
soumises a un stress salin a permis de mettre en évidence une différence de comportement
entre la variété sensible et la variété résistante. Cette différence s’est manifestée au niveau

des feuilles par la synthése de cinq nouvelles protéines de poids moléculaires 20 a 40 kDa
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dont trois sont spécifiques de la variéié sensible et deux communes aux deux variétés.
Kong-ngem et al. 2005 ont trouvé que le stress salin induit I’expression de deux protéines
de 22 et 31 kDa particulicrement dans la gaine foliaire et les racines mais pas dans le limbe
foliaire. Dans notre cas, P’absence de différences qualitatives entre les profils
électrophorétiques pourrait s’expliquer par le fait que les doses de NaCl appliquées sur les
variétés testées (2 un stade phenologique précoce : trois feuilles) n’ont pas atteint un seuil
permettant ’induction de la synthése des protéines spécifiques au stress salin.
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Coneclusion

Ce travail fait ressortir que les 10 variétés testées ont montré un comportement

physiologique et métabolique variable vis-a-vis des doses de NaCl appliquées.

En effet, nos résultats montrent que, a des concentrations supérieures a 6 g/L, les
capacités germinatives ainsi que la vitesse de germination des variétés sont affectées a des
degrés différents. Les variétés Sahel 202, Sahel 201, BG 222, ITA 222 et Nerica entry 13
sont les plus sensibles au stress salin a ce stade phénologique alors que les variétés IR
1529, Sahel 108, Nerica entry 12, Jaya et Nerica entry 14 posseédent le meilleur

comportement germinatif en présence de Na(l.

. Les pigments chlorophylliens semblent étre un paramétre pour le criblage du
degré de tolérance ou de sensibilité des accessions de riz a la salinité. Les variétés Sahel
108, BG 222 et Nerica entry 12 ont montré des taux de réduction de pigments
chlorophyliiens de 51 & 69% du témoin suggérant leur sensibilité au stress salin.

L’évolution de la teneur en proline chez les différentes accessions a montré que les
doses de NaCl utilisées ont induit des perturbations métaboliques chez les variétés testées.
Ce qui montre que chez le riz la proline joue un réle important dans 1’osmoregulation dans

des conditions de stress salin.

Notre étude a également montré chez les variétés testées, une certaine corrélation
entre le métabolisme azoté (proline) et le métabolisme carboné (glucides) dans des
conditions de salinité. Cette constatation s’est manifestée clairement chez les vanétés IR
1529, Jaya, Sahel 201, Sahel 108 et Sahel 202. En effet il s’emble que, 4 une dose de 3 g/LL
de NaCl, le riz osmorégule par une synthése de sucres alors que, & une dose de 6 g/L de

NaCl, la plante parait utilisée la proline comme osmoticum

Pour mieux apprécier le degré de tolérance a la salinité des vari€tés étudiées il est
important de voir le comportement des variétés a des stades phénologiques plus avancés et
I’exploration d’autres paramétres physiologiques, biochimiques et agronomiques tels que

biomasse, teneur relative en eau, production florale, rendements, .. .etc.
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Annexe I - Dosage des protéines

1. Préparation du réactif de Bradford

-Bleu de coomassie (coomassie brillant bleu G-250) :100mg
-Ethanol 95°: 50 ml

-Acide phosphorique 85 % (poids / volume) : 100 mi

- Eau distillée : Quantité suffisante pour 1000 ml

2. Gamme étalon pour le dosage des protéines

DO 14 R A S S A A R
12

1 .

0.5 o

00 NS

0.4

o 0,05 01 0,15 0.2 0,25

[BSA] mg/ml

3. Tableau récapitulatif des teneurs en protéines en pg/ml d’extrait foliaire, chez les

variétés étudiées aux différentes concentrations de NaCl,

variétés Ogit 3g/lL 6o/l

IR 1529 0,0153967  0,01693637 0,02309504
Sahel 108 0,02155537  0,0153967 0,02309504
Sahel 201 0,01847604 0,01847604  0,0200157
Sahel 202 0,01077769  0,0153967 0,02309504
Nericaentry 12 0,00923802 0,01077769  0,0153967
Nerca entry 13 0,0153967 0,01847604 0,01847604
Nerica entty 14 0,01077769  0,01847604  0,0153967
ITA 222 00153967 0,01847604  0,02309504
BG 222 0,01847604 0,02463471  0,01693637
jaya 0,02309504  0,01847604  0,0153967




Annexe Il - Dosage de la proline

1. Réactif 4 la ninhydrine

Dissoudre 1.25g de ninhydrine dans 30 mL d’acide acétique glacial, et 20ml. d’acide
phosphorique 6M. Agiter plusieurs fois pour dissoudre la ninhydrine. (ne se conserve pas

plus de 24H).

2. Les courbes d étalonnage pour le dosage de la proline

S mk =k o
- N B R D N

Densité optique
o O o
o w

e
o M

y = 55,693x
R? = 0,9949

/

0,005

L]

0,1 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
Concentration en priline pg/ml

3. Tableau récapitulatif des teneurs en proline en pmole/mg de matiére fraiche, chez

les variétés étudiés aux différentes concentrations de NaClL

Variétés o g/L 3gL 6 g/L
IR 1529 0,00099494  0,00572091 0,00310919
Sahel 108 0,00068402  0,00258063 0,01927698
Sahel 201 0,00108822 0,00124368 0,02145342
Sahel 202 0,00049747  0,00435034 0,01865515
Nericaentry 12 9,00139914  0,00102603 0,0146132
Nericaentry 13 g,00118149  ©,00304701 0,01616779
Nericaentry 14 9,00027983  0,00087057 0,01523504
ITA 222 0,00080839  0,00208316 0,01274768
BG 222 0,00062184  0,00146132 0,01274768
Jaya 0,00068402  0,00130586 0,00932757
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Annexe III- Dosage de sucres totaux

1. Le courbe d étalonnage pour le dosage des sucres totaux

1,4
1,2 | - Y. = 1.1688x

+ T -
0,4 - B
0,2 o
0 0,2 0,4 0,6 0.8 1 1,2
Concentration de sucre solubles en pg/ml

2. Tableau récapitulatif des teneurs en sucres totaux en pg/ml d’extrait foliaire , chez

les variétés étudiés aux différentes concentrations de NaCl.

Variétés C/0 C/3 C/6

IR 1529 0,653957942  0,81381433 1,31646435
Sahel 108 0,985638571 1,47717559 0,92579928
Sahel 201 0,857411523  0,95058984 0,91383142
Sahel 202 0901094204  0,86852453 1,07197812
Nericaentry 12 1,271157463 1,08907506 1,34723884
Nerica entry 13 0,738587793  0,81723372 1,38314242
Nerica entry 14 0,928363823  1,02581638 1,24123782
ITA 222 0,901008719  1,24123782 0,97367071
BG 222 0,983928877  0,81295948 1,18481792
Jaya 1,442981706  1,26175415 1,15831766




- MINT EL MOUKHTAR Soukeina

' Tltre «Etude des réponses physwlog:que et métabolique de dix variétés de riz
(Oryz sativa L.) aux premlers stades de développement vis-3-vis de stress salin. »

DIPLOME D’ETUDES APPROFONDIES (DEA) EN CHIMIE ET BIOCHIMIE DES
_ PRODUITS NATURELS
Résumé

Afin ¢’explorer Peffet de la salinité sur les premiers stades phénoibgiqucs de dix variétés de
riz (Oryza sativa 1..), des concentrations de 0., 3 et 6 g/L de NaCl ot été wtilisés pour élucider leur

comportement A travers cinq paramétres physiclogiques et métab'oliqucs (pourcentage de germination

et les teneurs en proline, protéines, sucres totaux et pigments chlorc:hylliens), Les résultats obtenus

" montrent la variabilité des réponses physiologiques et métaboliques des variétés étudiées vis-a-vis des
doses de NaCl appliquées. Les variétés IR 1529, Sahel 108, Nerica iy 1'2, Jaya et Nerica entry 14
possédent le meilleur comportement germinatif en présence de NaCl.. Au stade 3 feuilles, les variétés

Sahc] 108, BG 222 et Nerica entry 12 ont montré les taux de réducticr de pigments chlorophylliens les

plus élevés suggérant leur sensibilité au stress salm En outre, I’ au‘.unulatlon de fortes teneurs en.

proline chez les c.sﬁ&,rentes 3CCGbSIOﬂS a la dose 6g/]_. de NaCl montrr“ que, che"' le riz, Ia prollne Jouc

un role :mpomut dans P osmoréguiatlon dans des COIIdlthIlS de stress Mlm

. '. . i . : . . ) ._ . ‘t’_‘
Mots clés : riz, variétés, comportement, stress, NaCI, Maurnan‘ic

Abstract

In order to expiore the effect of -salinity on early growth stages of ten rice (Oryza sativa L)
varicties, concenirations or 0.,3and 6 g 7L Na(,l were used to eluuoakc their behaviour 1hmugh five

metlabolic and physuo'obica. parametem (g-.rmmal;on percentage, pfoi!“o content, protema total sugar

and chlorophyll pigments). Results shaw the Varlablhty of physmlomcal and metabolic respouses of

the varieties studied vis- A-vis the NaCl treatments apphed The varic:ies IR 1529, Sahel 108, Nerica
entry 12, Nerica entry 14 and Jaya have the best germination behavior in the presence of NaCl. At the’
~ 3-leaf stage, varicties Sahel 108, BG 222 and Nerica entry 12 showed the higher rate of réduclion of
chlorophyll pigments suggesting a Righter sensitivity to salt stress. In addition, the accumulation of
high levcis of prodine in the dxfferent access.ons at 6g/ L of NaCl shiows that, in rice proline plays an

- 1mpo: nat *ole i osme .egalatlon under cont‘atl.ms of sait stress.

Kev words: vice; varieties, behavioi: t, stress, NaCl, Maur-ita niy ot
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