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Chapitre III:                                                               Discrimination isotopique du carbone


1-Généralité :


Le rapport C13/C12 des plantes, mesuré par spectrométrie de masse isotopique, diffère de celui de l’aire. Les différences dans Les propriétés physico-chimiques de ces deux isotopes stables du carbone causent leur répartition sélective lors de l’incorporation du CO2 dans la matière organique. Ce phénomène, noté, est appelé discrimination isotopique du carbone.


Depuis la mise en évidence du rôle primordial du type photosynthétique sur la composition isotopique naturelle des végétaux (Bender, 1968; Smith et Epstein, 1971in Hafsi, 2000), des progrès successifs dans la compréhension des phénomènes fondamentaux impliqués ont permis de proposer des modèles mathématiques expliquant la discrimination isotopique du carbone. 

Ces modèles ont été publiés au début des années 1980 (O’Leary, 1981; Farquhar et al., 1982; Deléens et al., 1983 in Hafsi, 2000). L’intérêt grandissant du critère isotopique en sélection est la conséquence d’une publication de )Farquhar et Richards, 1984 in Hafsi, 2000) montrant que les plantes de type C3 économes en eau sont plus riches en C13. 

Cette relation a relancé complètement l’intérêt de l’EUE en sélection.

2- Efficacité d'utilisation de l'eau :

Généralement l’efficacité d’utilisation de l’eau (EUE) est rapport de la Matière sèche totale produite à l’évapotranspiration pendant une période donnée (Richards et al., 2002 in Nadjim, 2006), Si cette période est spécifique au cycle cultural, on parle d'efficacité d’utilisation nette (EUE nette); si elle s’étale durant toute l’année, on parle d’efficacité d’utilisation brute (EUE brute) (Bos, 1985 in Nadjim, 2006). 
Lorsque la production considérée n’est pas la biomasse totale, mais une partie de celle-ci, telles que les grains ou les fruits, on parle alors d’efficacité d’utilisation de l’eau pour le rendement. 
D’un point de vue économique, l’efficacité de l’eau est définie comme le rapport du rendement économique à la quantité d’eau utilisée (Gardner et al., 1985 in Nadjim, 2006).
L’efficacité d’utilisation de l’eau (EUE), définie comme la production de biomasse par unité d’eau consommée est un caractère important de tolérance à la sécheresse. 
La sélection pour l’amélioration de l’efficacité d’utilisation de l’eau est confrontée à la lourdeur et au coût des mesures directes sur des effectifs élevés et en conditions de plein champ.
3-Définition de carbone isotope:

Le C13 est un isotope stable, il constitue près de 1% du CO2 atmosphérique. Chez les plantes C3, la proportion du C13 est plus petite que celle de l'atmosphère, car les espèces de type C3 discriminent contre le C13 pendant la photosynthèse. (ΔC13) est une mesure du ratio C13/C12dans le matériel végétal, relativement au même ratio de l'air qui l'entoure et d’où elle puise le. Chez les espèce C3, de nombreux processus contribuent à la détermination de la valeur de ΔC13 mesurée dans leur matière sèche (Farquhar et al., 1989; Brugnoli et Farquhar, 2000 in Nadjim, 2006).
4- Rôle de la composition isotopique du carbone :
La composition isotopique du carbone naturel est maintenant fréquemment utilisée comme un test intégrateur capable d’estimer de l’utilisation de l’eau (WUE). 
Le modèle décrit par (Farquhar, 1983 in Monneveux et Ben salem, 1993) suggère que des teneurs élevées en C13 au niveau des feuilles sont associées à des efficacités élevées d’utilisation de l’eau. Cette corrélation a été montrée chez entre différentes espèces comme l’orge, le tournesol et le pois. 

5-Variation de la discrimination isotopique du carbone :

          Depuis toujours on s’est intéressé à la compréhension de la relation entre la consommation d’eau par les plantes et la productivité. 
Ce sont d’abord les écologistes comme (Warming, 1909 in Hafsi, 2000) qui, les premiers s’y sont intéressés. 
Quelques années plus tard, les agronomes ont dans un temps recherché l’augmentation de la productivité, puis se sont focalisée spécialement aux besoins en eau pour la croissance d’un large groupe de plantes cultivés (Briggs et Shantz, 1943 in Hafsi, 2000). 
Les premières expériences dans ce domaine ont donné des informations précises sur le développement des plantes et les pertes en eau (Briggs et Shantz, 1913; Shantz et Piemeisel, 1927 in Hafsi, 2000). 
Ces résultats ont mis en évidence des variations substantielles du rapport entre la consommation en eau des plantes et leur production en biomasse. Bien que les bases mécaniques étaient alors inconnues, ces études ont permis de séparer les plantes en 2 groupes distincts sur la base de leurs besoins en eau pour la croissance. Ces deux groupes recouvraient en fait les deux voies photosynthétiques, C3 et C4, qui furent mises en évidence plus tard par (Kortshak et al., 1965 in Hafsi, 2000) et (Hlack, 1966 in Hafsi, 2000). Outre cette variation interspécifique, ces études ont révélé l’existence de différences significatives entre les cultivars d’une même espèce.


Depuis la découverte de la relation entre (et EUE chez les plantes C3 (Farquhar et Richards, 1984 in Hafsi, 2000), le critère isotopique est largement utilisé comme moyen rapide d’évaluation de EUE et de détermination de sa variation sur large gamme d’espèces C3 et en différents lieux. Les gammes de variations de ( des plantes pour un même génotype selon les lieux ou pour différents génotypes en un même lieu sont généralement de 4% (Deléens et al., 1994 in Hafsi, 2000).
6-  La liaison  entre le carbone isotope et le stress hydrique:

La photosynthèse est un processus physico-chimique qui entraîne le carbone CO2 atmosphérique, dans une relation covalente avec un autre carbone dans les photosynthétats des plantes C3 (Smith et Epstein, 1971 in Hafsi, 2000). 

Différents facteurs agissent sur la valeur de la discrimination isotopique de la photosynthèse. 

Il s’agit tout d’abord de la concentration et de la disponibilité du CO2 de l’atmosphère entourant les plants, la contrainte liée à sa diffusion de l’extérieur vers l’intérieur des tissus (couche limite, passage à travers les stomates, circulation dans les méats et dissolution dans les milieux cellulaires) (Smith et Epstein, 1971 in Hafsi, 2000). 

Il existe, de plus, un particularisme des réactions enzymatiques vis-à-vis de la discrimination : la Rubisco, enzyme de carboxylation primaire des végétaux C4 le rejette faiblement (Delées et al., 1983 in Hafsi, 2000). 

Enfin, la valeur finale du fractionnement isotopique dépend du degré relatif de limitation des deux étapes successives de la photosythése, diffusion et carboxylation.

C’est cette dernière propriété qui permet de classer les plantes en fonction du degré de limitation de leur fonctionnement ‘photosynthèse’. 


Ce critère sur des temps plus longs. Un écart de composition isotopique entre deux plantes de 0.3%, différance à partir de laquelle on considère que les valeurs et de la matière sèche des plantes sont distinctes, représente approximativement une différance de Pi de 5 à 10 PPm. Celle-ci est faible si elle existe durant un temps court; par contre si elle est maintenue en moyenne pendant la durée de vie de la plante, elle peut constituer un bon critère pour la sélection. 

Les bases théorique de la relation entre EUE et ( ont été reprises et illustrées d’exemples dans différentes revues (Farquhar et al., 1989; Araus et al., 1993 ; Gate et al., 1993; Deleens et al., 1995 in Hafsi, 2000). 

De nombreuses plantes de grande culture ont été étudiées (haricot, orge, soja, tournesol…) et la relation entre efficacité d’utilisation de l’eau élevée et richesse en C13 ne s’est jamais trouvée démentie, quelle que soit l’échelle de temps considérée. 

Chez les céréales, il faut noter que le quasi majorité des  études a porté sur le blé tendre et l’orge.
7-Discrimination isotopique chez le blé dur:


L’efficacité de la discrimination isotopique du carbone comme critère indirect de sélection pour le rendement en grain dépend de la variabilité génétique existant au sein de l’espèce, de la signification et de la valeur du coefficient de la corrélation entre ( et le rendement en grain, de l’importance des interactions génotype x environnement et de son héritabilité.

L’héritabilité au sens large de la discrimination isotopique du carbone est généralement élevée chez Agropyron (Johnson et al., 1990; Read et al., 1993 in Hafsi, 2000) et chez l’arachide (Hubick et al., 1988 in Hafsi, 2000).

 
(Martin et al., 1989 in Hafsi, 2000), suggèrent que ( serait sous le contrôle d’un faible nombre de gènes chez la tomate. Chez le blé tendre, les résultats obtenues que l’héritabilité au sens large pour ( varie entre 0.61 et 0.3 en fonction du mode de conduite de la culture (en plein champ ou en pots, en irrigué ou en sec) (Condon et Richards, 1992; Ehdaie et al., 1991 et 1993 Ehdaie et Waines, 1994 in Hafsi, 2000). 

La plupart des études menées sur plusieurs sites ou sous différents régimes hydriques font état d’interactions génotype x environnement faibles pour ( (Hubick et al., 1988; Hall et al., 1992; Read et al., 1993; Richard et Condon, 1993 in Hafsi, 2000). 

D’autres études suggèrent que le classement des génotypes varie d’une localité à l’autre (Condon et al., 1992; Hall et al., 1993 in Hafsi, 2000) et d’une expérience à une autre dans le même site (Masle et al., 1993 in Hafsi, 2000). (Craufurd et al., 1990 in Hafsi, 2000) et (Matus et al., 1997 in Hafsi, 2000) rapportent respectivement des interactions génotypes x environnement significatives pour ( chez l’orge et le blé tendre.   

En fait, peu d’études de la discrimination isotopique du carbone ont été menées chez le blé dur. La plupart des résultats obtenus sur le blé tendre, ne peuvent pas forcément être extrapolés au blé dur, en raison de différences morpho-physiologiques (talle réduit, présence de barbes) et fonctionnelles (remplissage du grain) entre deux espèces.
 
En effet, (Hannachi et al., 1996 in Hafsi, 2000) ont montré que les barbes participent pour plus de la moitié dans le remplissage du grain en condition sèches sévères chez le blé dur. (Araus et al., 1993, in Hafsi, 2000) trouvent qu’en conditions de stress hydrique, les parties vertes de l’épi et principalement les barbes participent activement au remplissage du grain. 
Tableau 05: Discrimination isotope du carbone (Nadjim, 2006)

L’analyse de la variance de la discrimination isotopique du carbone (ΔC13) montre une différence significative entre les génotypes. 

Le test de comparaison de moyenne indique qu’il existe six groupes homogènes de génotypes. D’une part, Oued Zenati (15,31‰) n’est pas différent de Polonicum (15,40‰) et d’autre part, Mexicali (16,79‰) ressemble à Kucuk (16,74‰).

 Enfin, on note que Dukem qui enregistre un ΔC13 = 17.02‰ est le plus discriminant de tous les genotypes.
	Génotypes
	ΔC13 (‰)

	Oued  zenati 
	15.31

	polonicum 
	15.40

	Altar
	16.03

	Sooty 
	15.91

	waha
	16.54

	Dukem 
	17.02

	Mexicali 
	16.79

	Kucuk 
	16.74


8-Relation entre rendement en grains et ΔC13 chez les céréales:
La difficulté majeure à laquelle se heurte l'utilisation de la discrimination isotopique du carbone ΔC13 dans la sélection pour l'amélioration agronomique de l'efficacité d'utilisation de l'eau est l'incohérence observée entre ΔC13et le rendement. Ces incohérences ont été bien

Répertoriées dans de nombreuses études impliquant les céréales, tels que le blé dur 
(Tritucum durum), le blé tendre (Triticum aestivum L.), et l'orge (Hordeum vulgare L.).
Il existe plusieurs raisons qui peuvent expliquer que de nombreuses études ont montré des relations variables entre le rendement et ΔC13.
Chez les céréales, une grande capacité photosynthétique ne peut être nécessairement associée à un plus fort taux de croissance de la culture. 
Cette conclusion peut être confortée par l'étude (Fischer et al., 1998 in Nadjim, 2006) sur les changements physiologiques du blé tendre publié par le CIMMYT de 1962 à 1988. Ces blés récents ont relativement un grand rendement, mais, il n'est pas lié à une production plus grande de la biomasse. Par ailleurs, ce gain en rendement reflètent un plus fort indice de récolte pour la plus part de ces blés récents. 
Parmi l'historique collection des blés du CIMMYT, il n'y a pas eu de changement de production de la biomasse total malgré que les blés récents aient une plus grande capacité photosynthétique et une forte conductance stomatique, qui à elles seules génèrent relativement une grande valeur de taux photosynthèse à l'échelle de la surface foliaire.
le rendement en grains (figure : A, B).
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Dans cet essai, les résultats indiquent que les génotypes les plus précoces surtout, au stade épiaison (Waha, Mescicoll, et Altar) ont la meilleur efficacité d’utilisation de l’eau pour 


L’efficacité d’utilisation d’eau est positivement corrélée ou nombre de: grains/m2, d’épis/ m2 est de grains/épis en revanche l’ EUE pour le rendement en grain est négativement et significativement corrélée a la hauteur (figure : C, D).   

La difficulté majeur à laquelle se heurte l’utilisation de la discrimination isotopique du carbone  ΔC13 dans la sélection pour l’amélioration agronomique de l’EUE est d’incohérences observé entre les  Δ C13 et le rendement ces incohérence ont été bien répertoriées dans nombreuses études impliquant les céréales, tel que le blé tendre, le blé dur (T. turgidum D.) et l’orge (Nadjim, 2006).
9-La corrélation entre  ΔC13 et le l’efficacité d’utilisation d’eau :

Des corrélations négatives entre ΔC13 et l'efficacité d'utilisation de l'eau par les plantes ont été enregistrées chez plusieurs espèces (Farquhar et al., 1989; Hall et al., 1994; Condon et Hall, 1997 in Nadjim, 2006). 
Depuis, ΔC13 est considéré comme un caractère à forte héritabilité qui est relativement facile à manipuler dans la sélection des populations (Condon et Richards, 1992; Rebetzke et al., 2002 in Nadjim, 2006).

La mesure de ΔC13 peut être effectuée sur des échantillons de matériel végétal frais ou stocké, c'est est une technique relativement rapide qui peut être automatisée. Cependant, de sérieuses difficultés sont survenues lorsqu’on a essayé de passer de l'association entre ΔC13 et l'efficacité d'utilisation de l'eau des feuilles et des plantes entières vers l'association entre ΔC13 et l'efficacité d'utilisation de l'eau et le rendement obtenu au champ.

Les resultants: 

Le rendement en grain s’est associé positivement à la discrimination isotopique. En revanche, la production de biomasse aérienne est corrélée négativement à la discrimination isotopique (Nadjim, 2006).


10-le rôle de carbone isotope  chez le blé dur sous stress: 

En Algérie, Le stress est à l'origine d'importantes variations locales et interannuelles de rendement chez le blé dur.

La discrimination isotopique à été évaluée sur déférents organes (feuille-étendard, col de l'épi, rachis, barbes et grain), à la maturité de la plante .les valeurs des grains, du col de l'épi et de feuille-étendard ont présenté des corrélations significatives avec le rendement en grains, ainsi qu'avec la stabilité du rendement évaluée sur la base d'un essai multilocal.

Les valeurs de discrimination du grain apparaissent très fortement expliquées par celles de la feuille-étendard.

En région méditerranéenne, le stress hydrique peut intervenir à n'importe quel moment. En particulier dans les hautes plaines algériennes, il est systématique en phase de poste-floraison. Le rendement dépond alors des effets plus ou moins marqués du stress sur le fonctionnement des organes photosynthétiques (feuille-étendard, le col de l'épi, épi) et sur la remobilisation des réserves, principalement stockées dans le col de l'épi et l'avant-dernier entre-nœud. L’efficacité d'étatisation de l'eau (EUE) de ces différents organes va donc déterminer le rendement final. (Fraquhar et Richards, 1984 in Nadjim, 2006) ont montré que les plantes de type C3 ayant une EUE élevé sont plus riches en C13.
Cette relation a été vérifiée de nombreuses fois depuis, en particulier cher les céréales. La discrimination des deux isotopes C12 et C13 par les plantes en C3 lors de la photosynthèse dépond de plusieurs facteurs : disponibilité en CO2 de l'atmosphère, stress à la diffusion du CO2 de l'extérieur vers des tissus et affinité spécifique de la rubusCO, enzyme de carboxylation primaire, vis-à-vis des deux isotopes globales de la photosynthèse (ou discrimination isotopique notée delta) va donc dépendre du fractionnement isotopique intrinsèque de la diffusion(4,4%) et de la carboxylation (30%) ainsi que du caractère plus ou moins limitant de chacune de ces deux étapes. en particulier,toute limitation de la diffusion ,résultant de la fermeture des stomates, empêche la carboxylation d'exercer son fractionnement isotopique à son maximum.(Nadjim, 2006)
Il y a donc enrichissement du tissu en C13 et le fractionnement isotopique globale est réduit (delta faible). La relation étroite qui existe entre conductance stomatique et discrimination du carbone, vérifiée expérimentalement, explique sans doute est largement les corrélations significatives notées par de nombreux auteurs entre delta et rendement. 
11-L'objectif de cette étude:

Le premier objectif de cette étude est les relations entre le rendement et la discrimination isotopique du Carbone dans différents organes (grains, feuille-étendard, col de l'épi et barbes).

La contribution relative des valeurs de delta de la feuille, du col de l'épi, des barbes aux valeurs de delta du grain a été estimée. Procédé à une analyse des interactions génotypes x environnements. 
Cette analyse a permis de rapprocher les valeurs de delta obtenues pour différentes variétés à la stabilité du rendement de ces variétés. 
La possibilité d'utiliser la valeur de delta comme critère de sélection des capacités productives d'une variété face à différentes disponibilités en eau.
 
Dans conditions expérimentales, les valeurs de discrimination des différents organes considérés apparaissent peu corrélées. 
La corrélation entre la discrimination isotopique du grain et celle des feuilles, bien que significatives, reste faible en comparaison avec d’autres travaux réalisés toutefois en conditions de stress hydrique plus modéré. 
Cette faible corrélation pourrait également traduire des différences importantes entre variétés en ce qui concerne les valeurs respectives de deltaF et deltaG. L’analyse de la régression multiple pas à pas de la discrimination isotopique montre que les variations de deltaG sont expliquées principalement par les variations de deltaF et deltaC. ce résultat peut s'expliquer du fait des liaisons existant entre les valeurs de discrimination isotopique du grain, feuille-etendar, la proportion relative de la feuille-etendard dans la discrimination isotopique du grain s'est révélée supérieure à 50% (64,3% dans le cas de la variété améliorée Waha) (Hafsi et al., 2001).
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Figure N°04: Relation entre rendement en grain et ΔC13 chez les céréales





Figure N°05: la corrélation entre ΔC13 et l'EUE 
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