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INTRODUCTION



INTRODUCTION

Le développement des végétaux est fonction norseuit de I'information génétique
gue ceux-ci portent et qui est spécifiqgue a chaadi®idu, mais aussi des caractéristiques de
'environnement. En effet, au cours de leur cy@gatatif, les plantes subissent les conditions
défavorables du milieu ambiant dans lequel elleenti Du fait qu’elles ne peuvent pas se
déplacer, elles doivent s’adapter a ces conditetnsssantes de maniére a réduire leurs
impacts sur leur bon fonctionnement (LEXER, 2008 HERIEF et BOUHALILI, 2018).

Selon KOTCHONI et al. (2006), un stress abiotiqust doute condition
environnementale défavorable empéchant la plantsedééveloppes normalement et de se

reproduire.

Le stress hydrique est I'un des principaux strésstigues qui affecte la productivité
et la qualité des rendements. Selon MOUHOUCHE etJBE&SSEL (1997 in MOUELLEF,
2010), toute restriction hydrique qui se traduit pae baisse de potentiel de la plante suite a
une perturbation de son activité physiologique pgmée par un déficit de consommation en

eau est communément appelé stress hydrique.

La résistance au stress hydrique est dépendantgédatype qui développe des
mécanismes morphologiques, physiologiques et /oahibniques pour échapper (esquiver),
eviter ou tolérer la contrainte (LEVITT, 1982NEFFAR, 2012).

L’étude de ces mécanismes, appelée physiologiestiess, est un aspect important de
I'écophysiologie végétale. Elle peut contribue @maompréhension des facteurs qui limitent
la répartition des plantes et des variations phygiques et métaboliques des plantes
stressées. Ainsi, en agriculture, la capacité détsires a résister aux stress est un facteur

important de la détermination du rendement (HOPKIRI®3).

Le présent travail est une contribution a la com@ngion des réponses physiologique

et biochimique ya compris enzymatique des plastulde la luzerne arborescente

1



(Medicagoarboreal.) conduite sous stress hydrique. Il comporte xdeuarties : une

bibliographique et l'autre pratique. La partie mbraphique est une synthése théorique
principalement sur le stress hydrique. La partetigue est constituée de deux chapitres : le
premier concerne le matériel et les méthodes dyaratt de mesure expérimentale utilisées,

alors que le second sera consacreé aux résultasusbét leur discussion.



CHAPITRE | :

REVUE
BIBLIOGRAPHIQUE



|. GENERALITE SUR LES STRESS

1. Définition d’un stress
Le stress est fondamentalement un concept de méeardéfinie comme étant une
force exercée par unité de surface d'un objet.dgjiojuement, il désigne une force ou une
influence hostile qui tend a empécher un systenmmalode fonctionner (HOPKINS, 2003).
Selon JACKSON (1986 in ZIADI, 2001)e terme stress désigne toute condition exterme qu

affecte la croissance, le développement ou la mtddi¢ d’'une plante.

2. Formes de stress

Les stress sont soit de nature biotique soit dereatbiotique.

2.1. Stress biotiques
lls sont nombreux et ont pour origine les viruss brganismes phytophages et les
pathogenes. Afin des faires face, la plante mgtlace un systeme de défense qui intervenir
une chaine de réaction. Les protéines végétalemsigbs produites font office de rempart
contre les agents nuisibles (SHILPI et NARENDRAQZ@n GHAMNIA, 2014).

2.2. Stress abiotiques

Ce type de stress est causé par les conditionsoeneimentales défavorables. Parmi
elles, on distingue les inondations, la sécherdssdyasses ou hautes températures, la salinité
excessive des sols ou des eaux, la présence dharahinadéquat dans le sol, cas des métaux
lourds, I'exces de lumiere qui stimule la photoilmiion, le cas de faible éclairement, les
radiations UV, les composés phytotoxiques commmohe qui est un haut réacteur oxydant,
la pollution de lair et les produits oxydés formaspartir des réactions de pesticides
(GHAMNIA, 2014). Selon SHILPI et NARENDRA (2005 ifGHAMNIA, 2014) la
sécheresse, le froid et la salinité sont les stleslus fréquents et les plus étudiés. lIs
peuvent imposer aux plantes des modifications nmoéitales, physiologiques et

phénologiques.



3. Mécanismes d'adaptation des plantes aux stress abgues

L'étude des réponses des plantes aux stress emsmamtaux est depuis longtemps un
theme central pour les éco physiologistes. La fagont les plantes répondent aux stress
permet de comprendre leur répartition géographgjueurs comportements en fonction de
I'établissement de gradients des facteurs envimantaux. Comprendre les réponses aux
stress est essentiel dans les essais entrepris@eationner des cultivars capables de résister
a la sécheresse, a la salinité ainsi qu'aux auwoeslitions susceptibles de réduire les
rendements biologiques (AMENAS, 2007).

Les notions d’adaptation et de résistance ne sagtqujours claires, ces termes sont

parfois employés de facon equivoque I'un a la pe€autre (AMENAS, 2007).

3.1. Adaptation
L’adaptation se traduit, en réponse a la contrade une succession de modifications
aux niveaux cellulaire, sub-cellulaire et moléadagui sont dépendantes des potentialités
génétiques de l'espece (DEMARLY, 1984). Les oritates métaboliques induites
aboutissent a des transformations morphologiquesphsisiologiques déterminant une

résistance plus ou moins achevée et efficace mgividu a la contrainte.

L’adaptation est une modification héréditaire deactures ou fonctions qui augmentent la
probabilité de lI'organisme a survivre et a se régire dans un environnement particulier
(TURNER, 1979). Elle correspond donc a une dynamigactionnelle dont la résultante est
la résistance. Elle peut étre considérée commedispositif permettant a une plante d'exister
dans les conditions de son habitat et méme de darmeendement élevé (BENLARIBI,
1990). L'adaptation des plantes au manque d'ealiéesaux changements métaboliques et
aux réarrangements fonctionnels et structuraux tiesis (CHERNYAD'EV, 2005 in
AMENAS, 2007).

3.2. Tolérance
La tolérance d'une plante est un facteur adversailieu, par sa faculté de pouvoir se
développer ou a demeurer vivante dans des conslitiéfavorables engendrées par ce facteur.
Au cours de cette période, elle maintient I'hydiata et le métabolisme cellulaire
(NEMMAR, 1983). L'intensification des contraintesriespond a des diminutions successives
du rendement (SARRAFI et al. 1993 in BEN MBAREKa&t2009).



Selon LEDOIGT et COUDRET (1992 in MAZOUZ, 2006), til@érance au stress hydrique
impliqgue des changements du métabolisme cellulegectérisé par I'accumulation de
certains produits qui peuvent étre synthétisésleapent sous l'effet des stress. Elle est liée a
une aptitude plus ou moins importante du génotyp®iaitenir I'intégrité de ses structures et
de ses fonctions. Ceci dépend donc de la capaegténgmbranes a résister a la dégradation
enzymatique et a la dénaturation des protéinegsegsacertains osmoprotecteurs (proline,
sucres solubles, glycine bétaine) et a la modifinatle leur composition phospholipidique
(MAZLIAK, 1995 in AMENAS, 2007).

lI. LE STRESS HYDRIQUE

1. Importance de I'eau dans la vie des plantes
Selon CHAFAI (2012), I'eau est un facteur importaour la plante, non seulement

comme constituant des cellules et des tissus tlaiassure :

- la dissolution des éléments minéraux du sol ;

- la photosynthese (donneur d’électrons) ;

- la croissance et le développement de la plante ;

- laturgescence cellulaire qui donne la rigidité &ssus végétaux ;

- le transport des éléments minéraux et des substanganiques ;

- le maintien de la structure biochimique de la delkt ses constituants ;
- la source d’éléments essentiels et nécessairedgpmétabolisme ;

- larégulation thermique ;

2. Définition du stress hydrique

Le stress hydrique est I'un des principaux factalmistiques limitant la croissance et
la production des plantes (CORNIC et MASSACCI, 189&AIM, 2014). Il peut se définir
comme le rapport entre la quantité d'eau nécesddaecroissance de la plante et la quantité
d'eau disponible dans son environnement, sachankag@éserve d'eau utile pour la plante est
la quantité d'eau du sol accessible par son systaareaire. La demande en eau de la plante
est quant a elle déterminée par le niveau de tiatism ou évapotranspiration, ce qui inclut
les pertes d'eau tant au niveau des feuilles oqunaau du sol (LABERCHE, 2004).



CRUISIAT (1980 in CASALS, 1996) considéerent queuplante est en situation
hydrique limitant lorsque son évapotranspiratiort @¥érieure a ['évapotranspiration

maximale.

3. Effets du stress hydrique sur les plantes

Le stress hydrique affecte les plantes a différaivsaux de leur organisation suivant
sa durée, son intensité, le stade de développeteeiat plante ainsi que le génotype de cette
derniere et son interaction avec I'environnemer®@KOTA et al. 2006 in ZAIM, 2014).

Il touche plusieurs fonctions végétales. D’aboftdgst considéré parmi les facteurs
défavorables pouvant affecter la germination desesees et par conséquent la qualité et le
rendement de semis (HAMROUNI et al. 2012 in BENJBUNE, 2013). Une diminution de
la teneur en eau de la plante se traduit immédetéemar une réduction de la croissance en
dimension avant méme que la photosynthese ne dgfettée (TURNER. 1997 in
BENJELLOUNE, 2013), une modification du volume aHdire et de la forme de la
membrane, a une perte de turgescence, a une rugguténtégrité membranaire et une
dénaturation des protéines (BRAY, 1997). La phaitsyse peut étre empéché de plusieurs
manieres (MUNNS, 2002 in AMENAS, 2007): diminutida la capacité des stomates a fixer
les gaz du fait de la diminution du potentiel hyde (DAMOUR, 2008) ; la réduction du
produits de photosynthese (sucre, amidon) danscdlgles a cause de la diminution de
croissance des feuilles (DOWNTON et al. 1990).

Le stress hydrique induit également un stress diyalec la formation des radicaux libres.
Par leur nature instable, ces formes actives d’erggsont tres nocifs pour les constituants
cellulaires et en particulier pour les lipides meamaires (WECKS et CLIJESTERS, 1996).
Les especes réactives oxygénées (ERO) peuventdnegeles dommages importants dans la
structure et le métabolisme cellulaire en dégradamtombreuses cibles : protéines, lipides, et
acides nucléiques (PINCEMAIL et al. 1999 in AIT YMAdet ZEMMOURA, 2014).

4. Les stratégies adaptatives des plantes face au ssehydrique
Le stress hydrique est l'un des principaux factealsotiques qui limitent la
production végétale (BAATOUR et al. 2004). En caiotis stressantes, les plantes peuvent
réagir en mettant en ceuvre des mécanismes phyisiogsy (PARIDA et DAS, 2005) et
biochimiques (BRUGNOLI et LAUTERI, 1991) impliquanine activité enzymatique
(CHAFFEI et al. 2004) pour résister a ces facteurs.



La résistance au stress hydrique est définie di&rdiftes manieres, ce qui explique
I'existence de plusieurs classifications dont lasghrgement admise et la plus communément
employée est celle proposée par (MILTHORPE, 1962A8ALS, 1996). Elle considéere trois

grands types de résistance au stress hydrique cauitne

4.1. L’esquive
C'est la situation ou la plante grace a un rythee&veloppement spécifique, réussit
a s’harmoniser a I'environnement de productioré@rappant partiellement ou complétement
au stress (KABONGO, 2018). Cette stratégie esbatitiasée sur la modulation de la durée
u cycle de sorte que la plante échappe au pic d&aweént du stress. C’est un changement
dans la longévité du cycle phénologique, la plgmet soit le raccourcir soir I'allonger
(LEVITT, 1980).

4.2. L’évitement
La capacité d’'une plante a éviter le stress hyeérigst lié a la réduction des pertes en
eau ou au maintien de I'absorption de I'eau (HIREECR006). Ceci implique plusieurs
mécanismes (HIRECHE, 2006 ; KABONGO, 2018):
+ la fermeture partielle ou totale des stomates
% le développement d’'un systeme radiculaire mieuwptan profondeur pour chercher
de l'eau
% la sénescence foliaire
+« réduction de la surface foliaire

%+ enroulement des feuilles

4.3. La tolérance a la sécheresse
La tolérance a la sécheresse est le résultatvdesdinécanismes complexe permettant
a la plante de maintenir un faible potentiel hydeignterne lui assurant le déroulement de ses
activités métaboliques. Les mécanismes par lesdadisiérance ou résistance est achevée
different selon les espéces végétales et la naturestress (FOULKES et al, 2007 in
FELLAHI, 2017).

Sur le plan physiologique, le maintien d'un failpetentiel hydrique interne se réalise
notamment par l'accumulation de certains osmolytesnpatibles, c’est I'ajustement
osmotique (EL MIDAQUI et al. 2007).



4.3.1. Ajustement osmotique
L’ajustement osmotique est un mécanisme effectifolierance a la sécheresse dans
une stratégie de bas potentiel hydrique de la @ldhpermet le maintien de la pression de
turgescente a un niveau aussi élevé que possibledes valeurs basses du potentiel hydrique
(JOHNSON et al. 1984 in AZzOUZ, 2009; BENKOLLI etOBIZEGHAIA, 2016).
L’'ajustement osmotique est réalisé grace a unenag@ion des solutés principalement
vacuolaires conduisant au maintien de la turgesc@icUM, 1989 in AZZOUZ, 2009).

L'accumulation des solutés dans le cytoplasme pgearfeeplante de maintenir sa turgescence
et d'éviter la déshydratation (MORGAN et al. 198&rmi les solutés, accumulés sous stress
hydrique, on note une augmentation des sucresles|ulles acides aminés comme la proline
et a un degré moindre de la glycine- bétaine, tkomble est la protection des membranes
(HUSSAIN, 2006 in KABONGO, 2018).

La proline est la molécule organique la plus acdémghez les organismes lors d’'un stress
(NAKASHIMA, 1998). Il pourrait jouer un role d'osmicum (STEWART et LEE, 1974 in
TOUMI, 2014). En plus de son rble d’osmoprotectelar, proline a un réle dans le
renforcement du systéme antioxydant et de luttéredas dommages du stress (MOLINARI
et al.2007). Elle pourrait, également interveninglda régulation du pH cytoplasmique
(PESCI et DEFFAGNA, 1984) ou constituer une résemtazote utilisée par la plante
postérieurement a la période du stress (TAL et ROSHAI, 1979).

Les sucres solubles totaux jouent un rdle protecsew les membranes, en particulier
mitochondriales, leur présence permettra le mainties réactions de phosphorylation et de
production d’énergie. Les principaux sucres sokilblecumulées sous stress hydrique sont : le
glucose, le fructose et le saccharose, et cesatersemblent jouer un réle tres important dans
le maintien d’'une pression de turgescence éleveegiua la base des différents processus
contrblant la vie d’une plante (AMENAS, 2007).

4.3.2. Détoxification des espéces réactives de I'oxygene
Dans les systemes biologiques, le stress oxydaié esnséquence d’'un déséquilibre
entre la production des ERO et leur destruction dew systemes de défense antioxydants
(BONNEFONT-ROUSSELOT et al. 2003 in AIT YAHIA et REMOURA, 2014).



La genese des ERO dans une plante soumise au lsydisgue a pour origine a un
dysfonctionnement des métabolismes photosynthégttespiratoire. Ainsi, une réduction de
la photosynthese suite a une fermeture des storoabekiit a une diminution de la teneur en
eau, réduisant les possibilités de piegeage depdD les systemes antioxydants couplés a la
photosynthese (HSU et KAO, 2004).

Les ERO sont des dérives de I'oxygene ou certaotr&ns se trouvent dans un état
énergeétique excite et tres réactionnel (VALKO et 2007 in BENHAMDI, 2014). Elles
causent d'importants dommages dans des lipides nagmibes, des protéines et acides
nucléiques.

La détoxication des ERO constitue un élément clél@ense des plantes contre les
stress abiotiques dont le stress hydrique. Leseegyresponsables de cette détoxication
nommeées antioxydants incluent plusieurs enzymeg omplus répandue est la catalase.
(CAT).

La catalase (CAT)

La catalase est une enzyme commune dans presgsele®uorganismes vivants
exposes a l'oxygene (SWITALA et LOEWEN, 2002). bpnsable pour la détoxification
des radicaux libres durant le stress, elle se d#@é&néralement dans les peroxysomes soit, les
cellules végétales impliqguées dans la photorespirafl’utilisation de l'oxygéene et la
production de dioxyde de carbone) et la fixatiomBiptique de I'azote (ALBERTS et al.
2002 in BOUNAB et SAHLI, 2014). Selon ARORA et &002 in BENHAMDI, 2014) la
CAT est une enzyme peroxysomale assurant la disiomitdu peroxyde d’hydrogéne en eau

et en dioxygene.



CHAPITRE II : MATERIEL ET
METHODES



1. Objectif de I'étude
Le présent travail est une contribution a I'évalwadu comportement physiologique,
morphologique et biochimique y'a compris enzymatiqdes plantules de la luzerne
arborescentaedicagoarbored..) sous stress hydrique.
Il a été réalisé au niveau des laboratoires datallié des Sciences de la Nature et de la Vie a

I'Université Ziane Achour de Djelfa.

2. Matériel végétal
Les graines de la luzerne arborescente nous ongratdeusement fournies par la

pépiniere de Moudjbara.

3. Obtention et transplantation des plantules
Les graines de la luzerne arborescente ont étéfdéses par trempage dans I'eau de

Javel (1%) pendant 3 min puis abondamment rinc&eawadistillée.

Elles ont ensuite placées, a raison de 15 a 2@eag#ioite, dans des boites de Pétri de 09 cm
de diamétre tapissées de papier essuie-tout inadbiaé distillée. Les boites ont été disposées
dans un incubateur dont la température a été ixé@ °C avec un éclairement de 16h. Elles

ont été irriguées quotidiennement par 05 ml d’aatillée.

Apres 15 jours, les plantules obtenues ont ét@uéeis dans des bassines en plastique, de 15
cm de profondeur avec un diameétre de 20 cm (bas eam (sommet), remplies de sol

préparé (2/3 sol agricole et 1/3 sable) avec unelmde gravier au fond.

Le développement des plantules a été poursuite dass bassines en les irriguant
régulierement a la capacité au champ jusqu’au stade troisieme feuille.
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Photo 02 :Suivi des plantules (Bezini et al., 2019)

4. Application du stress hydrique
Le stress hydrique a été appliqué par arrét datian pour 3 différentes durées 3j, 7j
et 11 j. Ainsi, un témoin pour chaque niveau desstthydrique a été retenu.
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5. Dispositif expérimental adopté
Le dispositif expérimental choisi est de type al&at complet (Tableau 01). Il

comprend 6 traitements avec répétitions:

* NZ1: durée d’'arrét d’irrigation de 3j

* N2: durée d’'arrét d’irrigation de 7]

* NZ1: durée d’'arrét d’irrigation de 11]

 T1,T2 et T3 : traitements témoins de N1, N2 etrékpectivement.

Tableau 01: Dispositif expérimental adopté

T1 N2 T3
N2 T1 N1
T3 T2 N3
N3 T2 N1

6. Parametres étudiés

6.1. Parametres morphologiques

6.1.1. Longueur des plantules
La longueur de I'axe principal des plantules obeana été mesurée a l'aide d'une

regle (cm).

6.1.2. Poids frais et sec
Le poids frais en g des plantules obtenues a @idament noté a la récolte a l'aide
d'une balance de précision. Apres le passage aenétuve a 85 °C pendant 48h, le poids sec
en g a été également noté.
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6.2. Parametres physiologiques
6.2.1. Teneur en eau
La teneur en eau (TE) est calculée par différemtee le poids de matiere fraiche de
I'échantillon et son poids de matiere séche (BOU®D: BENKADDOUR, 2015).

TE%= [(MF-MS)/MF] x100
TE : teneur en eau.
MF : masse de matiere fraiche.
MS : masse de matiere seche.

6.2.2. Teneur relative en eau
Le limbe foliaire est coupé a sa base puis immédiant pesé pour déterminer sa
masse de matiere fraiche (MF). L'extrémité est gmglacée dans un tube a essai contenant
de I'eau distillée pendant 12 heures. Les feusite® récupérées et essuyées délicatement avec
un papier buvard et sont & nouveau pesées, c'esadae de matiere turgescente (MT). Les
échantillons sont ensuite mis dans une étuve péd@urs a 80°C pour obtenir la masse de

matiere séche (MS). La teneur relative en eau (T@8Egalculée selon (SALMI, 2015).
TRE% = [(MF-MS)/(MT-MS)]*100

MF : masse de matiere fraiche

MS : masse de matiéere seche

MT : masse de matiere turgescente

6.3. Parametres biochimiques
6.3.1. Dosages des pigments foliaires
Les chlorophylles et les caroténoides ont été dosé®n la méthode de
LICHTENTHALER (1987). Elle consiste a broyer 0.1dg matiere fraiche (MF) dans 6 ml
d’acétone a 80%. Le broyat est lu aux longueuradgs suivantes :

Aa = 647 nm, pour la détermination de la chloroghgll
Ab = 663 nm, pour la détermination de la chloroghill

Ac =470 nm, pour la détermination du caroténoide.
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Les teneurs en chlorophylles et en caroténoides déterminées par les équations de
LICHTENTHALER (1987) :

Cha = 12.25 (DQy) — 2.79 (DQa) pg/ml
Chb = 21.5 (DQa) — 5.1 (DQy) pg/ml
Caroténoides = {(1000*DQ) — [(1.82*Cha) + (85.02*Chb)]}/198ug/ml
Cha : chlorophylle a
Chb : chlorophylle b

DO : densité optique

Photo 03 :Extraits des pigments foliaires.

6.3.2. Dosage des sucres totaux solubles
0,1 g de matiere fraiche (feuilles) a été placésdies tubes a essai contenant 4 ml de
méthanol40 %. Les tubes ont été recouverts avegagier aluminium pour minimiser les
pertes du méthanol par évaporation avant d’étredanis un bain-marie, préalablement porté
a 85 °C, pendant 1 h. lls sont ensuite refroidissdan bac a glace et conservées dans des
tubes de 5ml a4 °C.
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La teneur en sucres totaux solubles a été dosée kseméthode décrite par DUBOIS
et al, (1956). 0,5 ml de phénol a 5% a été ajou@g5aml de I'extrait méthylique. Apres
agitation au vortex, 2,5 ml d’acide sulfurique,8@,) concentré ont été additionnés. Apres
une deuxiéme agitation au vortex, le mélange aialisé a été laissé refroidir pendant 15
minutes. La solution vire progressivement versdaleur rougeatre. La densité optique a été
mesurée a une longueur d’onde de 487 nm a l'aida dpectrophotometre UV-visible de
type « BECKMAN DU 520 ».

Les teneurs en sucres solubles sont déduitesqietién de la courbe de référence qui
a été établie en utilisant une gamme de concemtisationnues du glucose :

y = 0.2084x — 0,226

Photo 04 :Extraits des sucres totaux solubles.

6.3.3. Dosage de la proline
La méthode utilisée est celle de TROLL et LINOSLE®S55 in AZZOUZ, 2009).Les
extraits a doser ont été obtenus par chauffage°@ &&ns un bain marie pendant 60 min.des
tubes a essai contenant 0,1 g de du matériel Wédédas et 4 ml de méthanol a 40%,
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A 1 ml de I'extrait, nous avons ajouté 1 ml d’aca@tique, 25 mg de ninhydrine et 1
ml de meélange (120 ml deau distillée, 300 ml disciacétique et 80 ml d'acide
orthophosphorique d=1,7).

Le mélange ainsi réalisé a été a I'ébullition ainlmarie durant 30 minutes. La solution vire
progressivement au rouge. Aprées refroidissement| 8e benzéne ont été pour séparer deux
phases. La phase supérieure a été récupérée etdphise grace a I'adjonction d’'une spatule
de sulfate de sodium anhydre ¢S&). La lecture est effectuée a laide d'un
spectrophotometre UV-visible de type « BECKMAN DR05» & la longueur d’'onde de 528

nm.

Les teneurs en proline sont déduites de I'équateola courbe de référence qui a été

établie en utilisant une gamme de concentrationawes de proline :

y = 0.0179x - 0.0187

Photo 05:Extraits de la proline.
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6.4. Dosages de l'activité enzymatique de la catse

6.4.1. Extraction
0,2 g de matiére fraiche de plantes ont été brogars 8 ml de 50 mM SPB (Sodium

Phosphate Buffer) (pH 7,0 contenant 1 %(w/v) deyydallpyrrolidone) dans un bain de

glace.

L’homogénat a été centrifugé a 15000 g/20 min @. 4% surnageant a été utilisé pour la

détermination de la teneur en protéines et desggssde I'activité enzymatique.

Photo 06: Extraits enzymatiques obtenus.

6.4.2. Dosage
L'activité de la catalase est mesurée selon lahoa& de CHANCE et MAEHLY

(1955) avec quelgues modifications. La solutiorctiéanelle de catalase (3 ml) contenait 1,9
ml du SPB 50 mM (pH 7,0), 1 ml de 15 mM deQd, et 0,1 ml d’extrait enzymatique.
La réaction a été initiée en ajoutant I'extrait ynatique. Les changements de I'absorbance

de la solution réactionnelle a 240 nm sont lusa®igs 15 s.
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7. Traitement des données
Les résultats obtenus ont fait I'objet d’'une analyatistique a l'aide du logiciel
STATISTICA (Version 8). Une analyse de la varian@dNOVA) au seuil de 5% a été
appligué dont le but été de déterminer la significades différents durées de stress hydrique
et leur effets sur les parametres que nous avoikeét En cas de différence significative, le

test de Newman-Keuls a été choisi pour identiisrgroupes homogeénes.
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CHAPITRE III : RESULTATS
ET DISCUSSION



|. Effet de stress hydrique sur les parametres miphologiques et physiologiques

1. Effet de stress hydrique la longueur des plantules
La figure 01 représente la variation de la longusmayenne des plantules selon le
degré du stress hydrique appligué. On remarquel’qupact du stress hydrique sur ce
parametre est variable selon son degré. En effetstress faible et moyen ont engendré une
augmentation de la taille des plantules jusqu'@tl®3,8 cm respectivement par rapport a
celle des plantules témoins qui ont marqué unietdé 13,2 et 12 cm. Par contre, le stress

hydrique séveére a réduit jusqu’au 13 cm la taille plantules.
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Figure 01 : Effet du degré de stress hydrique sur la longdearplantules dil. arborea.

L’analyse statistique des résultats obtenus maqniecle degré de stress hydrique n'a

aucun effet significatif sur la longueur des pldesu

Tableau 02 :Analyse de la variance de I'effet du stress hydrigur la longueur des plantules

deM. arborea

Tests Univariés de Significativité pour Longueus géantules
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypathe

Effet SC Degr, de liberfdViC F P

ord. 2244068 1 2244.,068 1222,3700,000000
Origine

Traitement 11,328 5 2,266 1,234 0,396777
Erreur 11,015 6 1,836
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2. Effet de stress hydrique sur le poids frais
L'effet de degré de stress hydrique sur la prodactie matiere fraiche chez les

plantules deM. arboreaest illustré par la figure 02. En effet, le strésible a engendré une

augmentation du poids frais de 0,21 g sous lestregnt T1 a 0.22 g sous le traitement N1. Le
poids frais des plantules n’a pas été influencdetmitement N2 par rapport a son témain, il
est presque constant a la valeur de 0.2g. Enfimaitement N3 a engendré une diminution de

la biomasse fraiche des plantules de 0.1 g cortipan@ent a son lot témoin.
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0257 ] I |
02 [7] l I I |

0,15 -
0,1 -
0,05 -

0 | | .
T1 N1 T2 N2 T3 N3

Degré de stress hydrique

Poids frais (g)
HH

Figure 02 : Effet du degré de stress hydrique sur le poids ftaM. arborea.

L’analyse statistiqgue des résultats (ANOVA) n'a évaucun effet significatif du

stress hydrique sur la masse fraiche des plardelésspéce étudiée.

Tableau 03 :Analyse de la variance de I'effet du stress hydrigur le poids frais des

plantules deM. arborea

Tests Univariés de Significativité pour le poidsi§rdes plantules
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypathe
Effet SC Degr, de liber{dMC F P
ord. 0,494711 1 0,494711 547,4683 0,000000
Origine
Traitement 0:016046 5 0,003209 3,5514 | 0,07725Y
Erreur | 0:005422 6 0,000904
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3. Effet de stress hydrique sur le poids sec

La figure 03 récapitule les résultats obtenus @é#fet de stress hydrique sur la
production de matiére séche chez les plantulea tlezérne arborescente. La conséquence de
la contrainte sur le poids sec des plantuleMdarboreaest semblable a celle observée pour
le poids frais. Le traitement N3 a affecté d’unenmee plus remarquable le parametre

concerné.
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Figure 03: Effet du degré de stress hydrique sur le poidsiedd. arborea.

Comme pour le poids frais, I'analyse statistique désultats (ANOVA) n’a réevélé
aucun effet significatif du stress hydrique sumlasse séche des plantules de I'espéce étudiée
(tableau 04).

Tableau 04 :Analyse de la variance de I'effet du stress hydrigur le poids sec dé.

arborea

Tests Univariés de Significativité pour poids sec
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

Effet SC Degr, de liber{dVC F P

ord. 0,002535 1 0,002535|202,47210,000008
Origine

Traitement 0,000033 5 0,000007|0,5352 0,745295
Erreur 0,000075 6 0,000013
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Discussion

Les résultats que nous avons obtenus concerndfet |du stress hydrique sur les
paramétres morphologiques (longueur et poids) @ntaccord avec ceux obtenus par
HIRECH (2006), LOUSSAIEF et al (2009) et BOUAZZAM& al (2015). Ces auteurs ont
rapporté que le stress hydrique a affecté la lomget les masses séche et fraiche chez
différentes variétés dd. sativa.Le méme effet a été noté sous stress salin par GADNK
(2014) che¥icia faba

La réduction de la croissance est une réponse comichez les plantes soumises aux
stress (JALEEL et al.2008). C’est une capacité tatip nécessaire a la survie des plantes

face a ces facteurs.

Selon BENREBIHA et al.(2011), le manque d’eau e@n&aine diminution de I'hydratation
des tissus et une réduction de I'expansion et Wesahs cellulaires cellulaire ce qui traduit

par une diminution des paramétres morphologiquevégétaux.

4. Effet de stress hydrique sur la teneur en eau
Les résultats de l'effet du stress hydrique sutelaeur en eau des plantules Me
arborea sont portés sur la figure 04. Comparativement #moins, la teneur en eau des
plantules diminue lorsque la durée de stress hydrigjallonge. Cette chute atteint une valeur
de 15%, par rapport au témoin, sous le traitem@nt N
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Figure 04 : Effet du degré de stress hydrique sur la tenewaendeM. arborea.
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L’analyse statistique des résultats (ANOVA) a coné I'effet significatif du stress

hydrique sur la teneur en eau des plantules dedasétudiée (tableau 05).

Tableau 05 :Analyse de la variance de l'effet du stress hyarigur la teneur en eau e
arborea

Tests Univariés de Significativité pour la teneareau
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

Effet SC Degr, de liberfdViC F P

orq. , 81511,19 1 81511,19 11990,62 0,000000
Origine

Traitement 265,45 5 53,09 7,81 0,013245
Erreur 40,79 6 6,80

De ce fait, les traitements ont été répartis enx @gaupes homogenes, le groupe a qui
comporte le traitement N3, et le groupe b qui nade les autres traitements c'est-a-dire T1,
N1, T2, N2 et T3.

Tableau 06 :Test de Newman-Keuls au seuil de 5% de I'effettdess hydrique sur la teneur
en eau des plantules e arborea

Traitement Groupe
T1 a
N1
T2
N2
T3
N3

To| o o

5. Effet de stress hydrique sur la teneur relative erau
La variation de la teneur relative en eau de ldigpa@erienne des plantules bk
arboreaest indiquée sur la figure 05. L'augmentation ddueee de stress hydrique se reflete
par une diminution de la valeur du parameétre canedra valeur la plus élevée, de 90,83%, a
été obtenue sous le traitement T1, alors que kuvadh plus faible (83,1%) a été enregistrée

sous le traitement N3.
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Figure 05 : Effet du degré de stress hydrique sur la teneativelen eau dil.

arborea.

L’analyse statistique des résultats obtenus maqnieele degré de stress hydrique n’'a

mis en évidence aucun effet significatif du stassla teneur relative en eau.

Tableau 07 :Analyse de la variance de I'effet du stress hydrigur la teneur relative en eau
deM. arborea

Tests Univariés de Significativité pour la teneelative en
eau
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése
Effet SC Degr, de liber{dMC F P
ord. 89898,42 1 89898,42 1871,767 0,000000
Origine
Traitement 117:27 5 23,45 0,488 0,775619
Erreur 288,17 6 48,03
Discussion

Les résultats obtenus confirment 'effet du striegdrique sur la situation hydrique,
évaluée par la teneur en eau et la teneur relativeau, de I'espece étudiée. La méme
observation sous stress hydrique a été rapport8@arGDAD et BENKADDOUR (2015)

chez 9 populations de la luzerne dont 7 sont Iscatedeux introduites, 'une saoudienne et
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l'autre italienne, par TOUMI et al. (2014) chez "ewariétésBrassicanapuspar AMENAS,

(2007) chezAtriplexhalimus et par AZZOUZ (2009) che®haseolusvulgaris D’autres

auteurs ont signalé également ce résultat soussssain tels que KADRI et MIDOUN
(2015) chez certaines populationshMesativaentGHAMANIA (2014) che?/icia faba

La teneur relative en eau est un bon indicateutédat d'équilibre hydrique d'une
plante qui exprime la résistance des especes vis-@un stress hydrique (MEFTI et al. 2002
in CHAHBAR et al. 2013). Les espéces veégétales maintiennent des teneurs foliaires
relatives en eau élevées sont considérées commedéts especes résistantes a la sécheresse
(BERKA et AID, 2009).

Il. Effet de stress hydrique sur les parametres ibchimiques

1. Effet de stress hydrique sur la teneur en chlorophies
L'effet de la durée de stress hydrique sur la teresu chlorophylles a, b et en

caroténoides est schématisé par la figure 06.

La prolongation de la durée de stress est en oalgiroportionnelle avec la teneur en c
chlorophylle a et en caroténoides. A I'opposéeteetir en chlorophylle b diminue en fonction

du degré de stress hydrique.
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Figure 06 : Effet du degré de stress hydrique sur la teneeghrophylles dé. arborea

L’'analyse de la variance (ANOVA) des résultats gisteés a mis en évidence I'effet
significatif du stress hydrique sur la teneur efordphylle a (tableau 08). Ainsi, le test de
Newman-Keuls au seuil de 5% nous a permis de iédag traitements en 3 groupes

homogeénes comme l'indique de tableau 09.

Tableau 08 :Analyse de la variance de I'effet du stress hydrigur la teneur en chlorophylle

a deM. arborea

Tests Univariés de Significativité pour la teneun| e
chlorophylle a

Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

Effet SC Degr, de liberfdVC F P

ord. 1968,963 1 1968,963 282,6041 0,000003
Origine

Traitement 156,416 5 31,283 4,4901| 0,047586
Erreur 41,803 6 6,967
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Tableau 09 :Test de Newman-Keuls au seuil de 5% de I'effettdess hydrique sur la teneur

en chlorophylle a des plantules e arborea

Traitement Groupe
T1 a

N1 ab

T2 ab

N2 ab

T3 ab

N3 b

L’application de l'analyse de la variance pour fégéfde du stress hydrique sur la
teneur en chlorophylle b et en caroténoides n’a&léév aucune différence significative

(tableaux 10 et 11 respectivement).

Tableau 10 :Analyse de la variance de I'effet du stress hyakigur la teneur en chlorophylle

b deM. arborea

Tests Univariés de Significativité pour la teneun| e
chlorophylle b

Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

Effet SC Degr, de liberfdViC F P

ord. 2551,637 1 2551,637/123,59730,000032
Origine

Traitement 103,794 5 20,759 1,0055| 0,486982
Erreur 123,869 6 20,645

Tableau 11 :Analyse de la variance de I'effet du stress hywriqur la teneur en caroténoides

deM. arborea

Tests Univariés de Significativité pour la teneun| e
caroténoides

Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

Effet SC Degr, de liberfdViC F P

ord. 910,8221 1 910,8221/418,4471 0,000001
Origine

Traitement 30,8696 5 6,1739 2,8364| 0,118350
Erreur 13,0600 6 2,1767
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Discussion

Des résultats semblables, stress hydrique, a nesndaiions ont été signalé par
BOUGDAD et BENKADDOUR (2015) chez 9 populationsnd@ sont locales et deux sont
introduites, de luzerne et par AZZOUZ (2009) chezadiétés dePhaseolusvulgarisAussi,
sous stress salin, KADRI et MIDOUN (2015), ont rapp des résultats identiques chez

plusieurs 9 populations dé. sativa

Selon SRIVASTAVA et al. (1988 in AIT YAHIA et ZEMMORA, 2015), la teneur
en chlorophylle est considérer comme parametr@ldeance au stress abiotique (sécheresse,
salinité), chez plusieurs especes. En conditiodé&lieit hydrique, la teneur en chlorophylles
diminue, ceci pouvant étre la conséquence de lactiéoh de la photosynthése (BOUSBA et
al, 2009).

2. Effet de stress hydrique sur la teneur en proline
L’accumulation de la proline sous l'effet du strésgrique dans les plantules de
I'espece étudiée est simplifiée sur la figure O7 effet, plus le stress hydrique est séveére, plus
'accumulation de la proline est importante. Sdeisstress le plus sévere c'est-a-dire le

traitement N3, les plantes stressées ont accumpiésgue le double de leur témaoin.
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Figure 07 : Effet du degré de stress hydrique sur la tenegreine deM. arborea
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Selon le tableau 12, le stress hydrique présengdffansignificatif sur I'accumulation

de la proline dans les plantulesMearborea

Tableau 12: Analyse de la variance de I'effet du stress hydgigur la teneur en proline de

M. arborea
Tests Univariés de Significativité pour la tenearproline
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése
Effet SC Degr, de liber{dVC F P
ord. 4360,547| 1 4360,547 485,9112 0,000001
Origine
Traitement 209:922 | 5 41,984 | 4,6785| 0,043543
Erreur 53,844 | 6 8,974
Discussion

Nous avons noté une accumulation importante etgotiopnelle de la proline a la
durée de stress. Ceci confirme les observations Eoméme contrainte de plusieurs autres
tels que HIRECHE (2006) ched. sativa Ainsi sous stress salin, KADRI et MIDOUN
(2015) ont trouvé un résultat identique chez plusiepopulations de la méme espece.
Cependant, BOUGDAD et BENKADDOUR (2015) ont ragparne remarque inverse, c’est
a dire une diminution de la teneur en proline, clbertaines populations dél. sativa

soumises au stress hydrique.

Selon NAKASHIMA (1998), la proline est la molécubeganique la plus accumulée
chez les organismes lors d’'un stress. Son accuionlast une des stratégies adaptatives
déclenchées par la plante face aux contraintes atesifonnement (BELKHODJA et
BENKABLIA, 2000).

La proline est une molécule organique dominante agit comme un médiateur de
I'ajustement osmotique sous le stress hydriquestalpilisateur de structures subcellulaires, un
puits d’énergie. Elle participe aussi dans I'osngatétion de la cellule et de la protection des
protéines au cours de la déshydratation, et it pgit comme un régulateur enzymatique en
conditions de stress (RONTAIN et 2002 in BOUGDAD et BENKADDOUR, 2015
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3. Effet de stress hydrique sur la teneur en sucres t@ux solubles
L’effet des différents degrés de stress hydriquel’'aacumulation des sucres totaux
solubles dans la partie aérienne des plantuldd.deboreaest schématisé par la figure 08.
Comparées aux plantules des lots témoins, cellesnises a une restriction hydrique
produisent plus de sucres. Les plantules soumiseésagiement N1 ont accumulé une valeur
de 31,3 pg/g MF qui est la plus faible. En revanepeés un stress de 11j, 'accumulation des
sucres totaux solubles a atteint une valeur degd@ MF.
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Figure 08 : Effet du degré de stress hydrique sur la tenewsueres solubles totaux ti

arborea

Sur le plan statistique, I'effet du stress hydrigue I'accumulation des sucres totaux solubles

dans les plantules d@. arborean’est pas significatif (tableau 13).

Tableau 13 :Analyse de la variance de I'effet du stress hydriqur la teneur en sucres

totaux solubles dBl. arborea

Tests Univariés de Significativité pour la teneuarseicres
solubles totaux

Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése

Effet SC Degr, de liber{dVC F P

ord. 12364,92 1 12364,92 662,1699 0,000000
Origine

Traitement 39,64 5 7,93 0,4246 | 0,817264
Erreur 112,04 6 18,67
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Discussion

D’une maniére générale, nous avons remarqué umeeaigtion de la teneur en sucres
totaux solubles en fonction du degré de stressiduyelr Des résultats analogues et sous le
méme type de stress ont été publiés par AZZOUZ9R6Bez 4 variéts dehaseolus vulgaris
et par HIRECHE (2006) chez 10 populationsMesativa De méme sous stress salin par
KADRI et MIDOUN (2015) chez 9 populations dé. sativa.Par contre, BOUGDAD et
BENKADDOUR (2015) ont remarqué une diminution dedaeur en sucres totaux solubles
chez certaines populations Klle sativaconduite sous stress hydrique.

Le processus de concentrations des sucres soldales les tissus foliaires des
plantules stressées est reconnu comme une castigiézid’adaptation (KAMELI et LOSEL,
1995). C’est une composante non moins importani&pstement osmotique observée chez
de nombreuses espéeces cultivées comme le blé (ADJAR ; ADJAB et KHEZANE, 1998)
et la luzerne (MEFTI et al. 2000).

L’accumulation des sucres solubles est un moyeptéaduar les plantes en cas de stress, afin
de résister aux contraintes du milieu (MOUELLEF1@)P Les sucres solubles protegent les
membranes contre la déshydratation (BOUGDAD et BERROUR, 2015).

4. Effet de stress hydrique sur I'activité enzymatiquede la catalase

L’effet du stress hydrique sur I'activité enzymaiiqde la catalase dans les feuilles des
plantules deM. arboreaest illustré par la figure 09. Il est a remarqgee la contrainte
hydrique imposée a causée une augmentation devitaale la catalase notamment sous le
traitement N2. Cette enzyme assure la dismutatiopetoxyde d’hydrogene en eau et en
dioxygéne.
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Figure 09 : Effet du degré de stress hydrique sur I'activiedalcatalase dé. arborea

Selon l'analyse de la variance (ANOVA) que nousrasveoéalisée, 'effet du stress
hydrique sur l'activité enzymatique de la catalasest pas signification au seuil de 5%
(tableau 14).

Tableau 14 :Analyse de la variance de I'effet du stress hyaigur I'activité catalase des

plantules deM. arborea

Tests Univariés de Significativité pour la tenearCAT
Paramétrisation sigma-restreinte
Décomposition efficace de I'hypothése
Effet SC Degr, de liber{dMC F P
ord. 0,027744 1 0,027744 33,810200,001136
Origine
Traitement 0:007083 5 0,001417/1,72643 | 0,261995
Erreur 0,004924 6 0,000821
Discussion

D’aprés nos résultats, le stress hydrique a indag augmentation de lactivité
enzymatique de la catalase. L'augmentation desi@sienzymatiques (POD, CAT, SOD,
...) a été largement rapportée chez les plantes sesnaiu stress hydrique. AIT YAHIA et
ZEMMOURA (2015) et AZOUZ et BACHAR (2018) ont notéhez Triticum durum et

33



Sorghum bicolor, respectivement, une augmentation des activitegneatique de SOD, de
POD et de CAT. Ainsi ched.. spartum, H. pallidunfBENHAMDI, 2014) etLens caulinus
(BOUNAB et SAHLI, 2014), le stress métallique a iitdune augmentation des activités
enzymatique de SOD, de POD et de CAT.

Pour se protéger contre les ROS et leurs interrinédjdes cellules végétales et leurs
organites, comme les chloroplastes, les mitocheadet les peroxysomes, développent des
systemes de décence antioxydants puissants (DUQUES&t al. 2010 in BENHAMDI,
2014). Les concentrations des ROS dans les tissua plante est le résultat d’un équilibre
dynamique entre les taux de leur productions dedeélimination (DJEBALI et al. 2011 in
BENHAMDI, 2014).

La catalase participe a la dégradation dgOoHgénéré par la présence en exces de
xénobiotiques dans I'environnement de la plantARKGO 1994 in KHALDI et al. 2013).
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CONCLUSION



CONCLUSION

Notre étude consiste a I'évaluation de l'effet dress hydrique appliqué par arrét
d’irrigation pour différentes durées sur les rémm physiologiques e biochimiques de la
luzerne arborescente. Pour achever cette évalyatioms avons adoptés des parametres
morpho-physiologiques; qui sont le poids, la longué& teneur et la teneur relative en eau; et
biochimiques c'est-a-dire la teneur en pigmentsaetumulation osmolytes (sucres totaux
solubles et proline) ainsi que I'évolution de liade du systeme antioxydant représenté par la

catalase.

Selon les résultats obtenus, le stress hydriquiteet@ le poids frais, le poids sec et la
longueur des plantules. Un effet significatif smténeur en eau a été également noté.

La photosynthése, le processus de base pour lssarme végétale a été ainsi atteint

par le manque d’eau. Ceci a été constaté par ladiion des teneurs en chlorophylle a et b.

Face au stress hydrique, et en termes de résistamoeis avons enregistrés une
augmentation des teneurs en proline et en sudeasxtsolubles. Ces deux osmolytes sont les

plus remarquablement signalés dans la littérature.

En outre, les résultats enregistrés ont indiquéinteasification de I'activité enzymatique de
la catalase qui a été proportionnelle au degrét@sssinduit. Cette enzyme est parmi les

antioxydants majeurs pour la détoxification des ERO

A lissue de cette étude, nous proposons de I'dppdir en incluant d’autres

parametres d’évaluation telle que la conductarmaatique.
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Annexe 01 :

Absorbance

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

£

Concentration (ug/ml)

Courbe d’étalonnage des sucres solubles totaux.

Annexe 02 :

Absorbance

0,12

0,1 7y

<

1
o
=
0

I
o
©
w

0,08

0,06

0,04 L % L 4

0,02

0 ] 2 3 4 ]
|

-0,02
Concentration (ug/ml)

Courbe d’étalonnage de la proline.
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ABSTRACT

Our work aims to evaluate the effect of water str@s physiological and biochemical
parameters of tree alfalfdMédicagoarbored..). The obtained results showed that this stress
has a depressive effect on all measured morphagibggal characters, namely: weight,
length, water content and chlorophyll pigments eantlt also results in an accumulation of
osmolytes, proline and total soluble sugars, acemepl by an increase in CAT enzymatic

activitiy.

Key words: Water stress, alfalfa, physiological parametergctemical parameters,

enzymatic activity.

RESUME
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Notre travail vise a I'évaluation de l'effet du ets hydrique sur les parametres
physiologique et biochimique de la luzerne arbaete Medicagoarbored..). Les résultats
obtenus ont montré que la sécheresse a un effeesfpsur tous les caractéres morpho-
physiologiques mesurés a savoir : le poids, lauleng la teneur en eau et les teneurs en
pigments chlorophylliennes. Il se traduit égalemaat une accumulation des osmolytes, la
proline et les sucres totaux solubles, accompagaéen accroissement de I'ymatique de la

catalase.

Mots clés: Stress hydrique, luzerne arborescente, parameéttgsiogique,

parametres biochimique, activité enzymatique.





