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Résumé 

 

Les cultures céréalières sont importantes, se concentrent principalement dans les zones arides 

et semi arides là où les conditions climatiques limitent sérieusement le potentiel de production. En 

raison du caractère imprévisible de la contrainte hydrique, la tolérance s’avère la stratégie la plus 

efficace dans les situations de stress sévère et prolongé. Lors de cette tolérance on assiste à des 

modifications de structure ou de fonctions qui augmentent la probabilité de survie et de production 

des plantes lors de ces conditions. 

Dans ce travail, nous avons fixé comme objectif d’évaluer l’effet du stress hydrique et LE 

traitement des graine par l’ABA  sur des paramètres physiologique et biochimique tel que la 

résistance stomatique, intégrité membranaire, l’activité peroxydase, catalase, MDA, SOD et ABA. 

Et d’examiner les différences en ces paramètres entre trois variétés de blé dur Hoggar, Hedba3 et 

Sigus. 

L’analyse des résultats a montré que, lors de privation de l’ eau, le comportement des plantes 

se manifeste différemment d’un niveau de stress à un autre et d’une variété à une autre. 

En général, les conditions de contrainte hydrique, ont entraîné chez les trois  variétés étudiées 

une grande variabilité de réponse face au stress hydrique qui a causé une production des ROS chez 

les trois variétés. Le dosage de l’ABA par HPLC a permis de quantifier le taux de cette dernière qui 

a un rôle défensif très important contre le stress oxydatif. Ainsi que L’apport  exogène de l’ABA  

qui a  été e efficace dans l’induction  de  la tolérance la sécheresse. 

 

Mots clés : Blé dur, stress hydrique, stress oxydatif, ABA, HPLC. 
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Summuray 

 

Cereal crops are important, crops are concentrated mainly in the arid and semi arid areas 

where climatic conditions severely limit production potential. Because of the unpredictability of 

water stress, tolerance proves the most effective strategy in severe and prolonged stress situations. 

When this tolerance we are witnessing structural changes or features that increase the probability of 

survival and production plants in these conditions. 

In this work, we have set a goal to evaluate the effect of water stress and seed processing 

THE ABA on physiological and biochemical parameters such as stomatal resistance, membrane 

integrity, peroxidase activity, catalase, MDA , SOD and ABA. And to examine differences in these 

parameters between three varieties of durum Hoggar Hedba3 and Sigus. 

Analysis of the results showed that when deprivation of water, plant behavior is manifested 

differently from a stress level to another and from one variety to another. 

Generally, water stress conditions, resulted in three varieties studied a great deal of 

variability in response to water stress caused a production of ROS in three varieties. The ABA 

HPLC assay was used to quantify the rate of the latter has a very important defensive role against 

oxidative stress. As the exogenous ABA was an effective in inducing tolerance to drought. 

In conclusion, the study showed that both varieties studied used the same tolerance strategies to 

water stress 

 

Keywords: Durum wheat, water stress, oxidative stress, catalase, peroxidase, MDA, SOD, ABA, 

HPLC 
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 الملخص

 بهوش القاحلة المناطق في رئيسي بشكل هامة تتركز محاصيل هي الحبوب محاصيل          

 المائي هادالإجب التنبؤ على القدرة عدم بسبب. الإنتاج إمكانيات من بشدة تحد المناخية الظروف حيث القاحلة

 جهادالا هذا ونيك عندماف. الأمد وطويلة شديدة الإجهاد حالات في فعالية الأكثر الاستراتيجية عتبري مل الاجهادتح

.                  وفالظر هذه ظل في والإنتاج النباتات بقاء احتمال من تزيد  جزيئية و هيكلية تغييرات النبتة شهدت

                                                                                     

يك على القياسات الحبوب المعالجة بحمض الابسيسوالبذور المائي الإجهاد تأثير لتقييم هدفا وضعنا العمل، هذا في

الكاتالاز و نشاط البيروكسيداز الغشاء سلامة الفيزيولوجية و البيوكميائية مثل مقاومة الثغور.  

.ABAو SOD MDA و    

وسيقوس 3. هضبةالهقار . القاسي القمح انماط وراثية من  ثلاثة بين المعايير هذه في الاختلافات ودراسة  

 مجموعة نوم آخر إلى التوتر مستوى من  النبات سلوك ختلفي الماء، من الحرمان عند أنه النتائج تحليل وأظهر

.أخرى إلى . 

 تركيز  يف التغير من كبيرا قدرا و التي عرفت أصناف ثلاثة ةسادر عن أسفرت المائي، الإجهاد ظروف عموما،

بالاضافة الى المعايير الاخرىحمض الابسيسيك في الجدور   

لمائيا للإجهاد تحمل استراتيجيات نفس استخدام المدروسة الأصناف من كلا أن الدراسة وأظهرت الختام، في  

 

  البيروكسيديز، الكاتلاز، التأكسدي، الإجهاد ي،ائالم الإجهاد ، القاسي، القمح: البحث كلمات

.HPLC,MDA،SOD  ،  

 



7 
 

 

%               Pourcentage 

ABA                Acide abscissique 

BD                    Solution nutritive de Broughton et Dillworth 

CAT                          Catalase 

ERO               Especes réactive d’oxygene 

FAO               Food and Agriculture  Organization  

H+               Proton 

HPLC              Chromatographie liquide a haute performance  

ITGC    Institut Technique des Grandes Cultures 

MDA     Malondialdehyde 

NBT    NitroBlue tetrazolium 

O2 .-    Anion superoxyde 

O2     Oxygene 

POX    Peroxydase 

Rs     résistance stomatique 

SOD     Super oxyde dismutase 

uM    Micro mole 
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La culture des céréales est la spéculation prédominante de l’agriculture algérienne. Elle 

s’étend sur prés de six millions d’hectares dans un système biennal dominant jachère -céréale. La 

production nationale est faible et ne permet de satisfaire qu’environ 35 % des besoins d’une 

population de plus en plus croissante (Bedrani, 2004 ; Hervieu et al., 2006) 

Le pays figure actuellement parmi les premiers importateurs mondiaux de blé dur en 

s’accaparant de près de 50 % du marché mondial (CIC, 2007) 

En effet, la majeure partie des emblavures se trouve sur les hauts plateaux caractérisées par 

l’altitude, des hivers relativement froids, un régime pluviométrique insuffisant et irrégulier, des 

gelées printanières fréquentes, et l’apparition du sirocco en fin de cycle (Baldy, 1974 ; Mekhlouf et 

al., 2006). 

Dans les régions arides et semi-arides, l'eau constitue le principal facteur limitant l'extension 

et l'intensification des cultures céréalières (Alem et al., 2002). 

L’amélioration des performances des cultures, conduites sous stress hydrique, peut être 

réalisée par des changements agronomiques et/ou par la création de variétés résistantes à ces 

contraintes (Richards et al., 2002 ; Araus et al. 2003) 

La connaissance des génotypes résistants au déficit hydrique nécessite 

l’identification des mécanismes de résistance aux conditions défavorables du milieu, Pour cela, 

Plusieurs critères de tolérance physiologiques et agronomiques ont été identifiés à l'échelle des 

organes et de la plante entière et sont utilisés dans le but de la discrimination entre les différents 

génotypes pour la résistance a la sécheresse. C'est par cette voie que l'on pourra sélectionner des 

espèces ou des génotypes céréaliers susceptibles de s'adapter aux milieux secs avec la production de 

rendements appréciables. 

Une conséquence des stress environnementaux, comprenant le stress hydrique, est 

l'apparition du stress oxydatif (Hernandez et al., 2001), c'est-à-dire l'accumulation d'espèces 

réactives d'oxygène (ROS) à des concentrations élevées (Azevedo et al., 2006), qui endommagent 

les structures cellulaires (Parent et al., 2008). Ces derniers sont à l'origine du dysfonctionnement de 

l'appareil photosynthétique et les autres troubles métaboliques (Rahnama et Ebrahimzadeh, 2005). 

De nombreux travaux montrent que des métabolites enzymatiques et non enzymatiques antioxydants 
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telles que les superoxyde-dismutases (SOD), les ascorbate peroxydases (APX), les catalases (CAT), 

des glutathion-S-transférases (GST) et les glutathion peroxydases (GPX) s'accumulent plus pendant 

le stress hydrique (Sudhakar et al., 2001) 

Cependant, la tolérance des plantes à la contrainte hydrique est fortement corrélé à leur 

capacité de synthèse des antioxydants nécessaire pour faire face au ROS et de maintenir leur 

concentration à faible niveau dans les cellules lors du stress (Reddy et al., 2004). 

La recherche des mécanismes pour comprendre l'action hormonale sur le processus 

de germination constitue une clé majeure pour améliorer la germination des espèces 

sensibles au stress  et ultérieurement leur mise en place dans des conditions de secheresse (ATIA et 

al., 2009). Parmi les hormones, l’acide abscissique (ABA) qui est une phytohormone impliquée 

dans l’abscission des feuilles et la dormance des bourgeons ; elle est considérée aussi comme le  

composant clé de l’adaptation des végétaux aux stress abiotiques, notamment la 

sécheresse et le stress salin (HUBBARD et al., 2010; FUJITA et al., 2011). L’accumulation de 

l’ABA dans les cellules augmente en réponse des stress abiotiques tels que la chaleur, la secheresse, ou 

déclanchement des réponses biochimiques spécifiques. Lorsque la contrainte est atténuée , l’hormone 

est métabolisée en produits inactifs (Seo et Koshiba,2002) . 

L’objectif de ce travail est d’évaluer l’action hormonale à savoir l’acide abscissique sur les  

génotypes étudiés de blé dur  soumis à une contrainte hydrique. 

Nous proposons dans un premier chapitre une revue bibliographique comportant trois parties : 

*la première est basée sur L’importance du blé dans le mone et en Algérie 

*la seconde partie s’inscrit dans le sens de la compréhension de la notion e stress en particulier les 

stress hydrique et oxydatif. 

*une troisième partie est réservée pour définir les radicaux libres et leurs sources suivi d’une 

quatrieme partie qui explique les systèmes de défenses antioxydants. 

Le deuxième chapitre décrit la méthodologie adoptée au cour de cette expérimentation ; 

l’exploitation des résultats obtenus est décrite dans un troisième chapitre, ainsi que la 

discussion des résultats obtenus portant sur l’action hormonale et hydrique sur diférents 

parametres .Enfin une conclusion suivie de références bibliographiques et annexes .  
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Le blé dur (Triticum durum Desf.) occupe une importante place parmi les céréales dans le 

monde. Le grain du blé dur sert à la production de pâtes alimentaires, du couscous, et à bien d’autres 

mets comme le pain, le frik, et divers gâteaux (Troccoli et al., 2000). Il est utilisé pour préparer les 

chappattis dans le souscontinent indien et tortillas en Amérique Central et du Sud (Pena et Pfeiffer, 

2005). La paille est utilisée comme litière et comme aliment pour les animaux (Bahlouli et al., 

2005) 

1-1 Dans le monde :  

Le blé dur occupe 8 à 10% du total des terres réservées aux blés dans le monde. La FAO 

(2007) estime que la superficie moyenne consacrée annuellement à la culture du blé dur est de 18 

millions d’hectares, pour une production annuelle moyenne de 27.5 millions de tonnes. La culture du 

blé dur est concentrée au Moyen-Orient, en Afrique du Nord, en Russie, aux Dakotas, au Canada, en 

Inde et en Europe méditerranéenne. Avec une production de 8.08 millions de tonnes par an, 

moyenne de la période 1994-2007, l’Union européenne est le plus grand producteur de blé dur 

(Tableau 1). Le Canada arrive au deuxième rang avec 4,6 millions de tonnes par an, suivi de la 

Turquie et des États-Unis, avec 1.99 et 2.67 millions de tonnes respectivement.Ces quatre pays 

fournissent à eux seuls les deux tiers de la production mondiale (Tableau 1) 

Tableau1. Production (106 t) mondiale de blé dur (FAO, 2007)     

 

 

1-2 En Algérie  
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La superficie totale de l’Algérie est de 238 millions d’hectares dont 191 millions sont 

occupés par le Sahara. La superficie agricole représente 3% de ce total. La surface agricole utile est 

de 7,14 millions d’hectares, dont près de la moitié est laissée en jachère chaque campagne. Les 

cultures herbacées couvrent 3,8 millions d’hectares. La céréaliculture constitue la principale activité, 

notamment dans les zones arides et semi-arides. Les terres annuellement emblavées représentent 3,6 

millions d’hectares, soit 50% des terres labourées (Madr, 2007). 

 Le blé dur est une culture traditionnelle dont l’origine remonte selon Laumont et Erroux 

(1961) , à la venue des arabes. Cette spéculation se partageait avec l’orge, l’essentiel des 

emblavements; alors que le blé tendre s’est développé après l’indépendance. La superficie occupée 

par le blé dur est de 1 457 913 hectares, en moyenne pour la période 1996/97- 2003/2004. 

L’importance des superficies occupées par les blés, comparativement à celle de l’orge, est influencée 

par le prix à la production garanti par l’état. Ces prix sont de 4500, 3500 et 2500 DA le quintal 

respectivement pour le blé dur, le blé tendre et l’orge. 

 

Figure 1 : Evolution de la demande en céréales des pays du bassin méditerranéen (Hervieu et al., 

2006) 
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La culture du blé dur demeure encore difficile à maîtriser tant que celle-ci reste confrontée et 

soumise à plusieurs contraintes (aléas climatiques et faible maîtrise de l’itinéraire technique). Cette 

situation engendre une production faible et variable qui ne couvre que 30 à 35 % des besoins. Pour 

la période 2000-2005, la production de blé dur a varié de 4 863 340 à 20 017 000 q, avec une 

moyenne de 13 414 780 q (Madr, 2007). Comparativement, celle de blé tendre a varié de 2 740 270 

à 11 625 590 q, avec une moyenne de 7 271 314 q. Pour la même période, la production des blés a 

varié de 7 603 610 à 29 648 520 q, avec une moyenne de 20 686 094 q. Cette production est loin de 

couvrir la demande qui est de plus en plus importante, suite au faible nombre de produits de 

substitution et au soutien des prix des céréales (Bedrani, 2001). 

 Les rendements réalisés sont très bas, comparativement à la moyenne mondiale qui est de 29 

q/ha, comparativement au rendement moyen des pays voisins qui est de 20 q/ha .Le rendement de 

blé dur stagne à une moyenne de 10 q/ha, avec de fortes variations interannuelles. (FAO, 2007). 

2-   Le stress  

2.1 Notion de stress :  

 Le stress est l’ensemble des perturbations physiologiques ou pathologiques provoqués dans 

l’organisme par des agents biotiques(parasite, pathogène) ou abiotiquesa (salinité, secheresse, 

température, pollution..etc) ( Maarouf et Raynaud,2007). Naturellement, les plantes doivent donc 

s’adapter pour faire face à des agréssions biotiques et abiotiques (Ishida et al.,2008). 

 Parmi les contraites environnementale, on peut distinguer suivant leur nature plusieurs types  

de stress. Les stress abiotiques induisent des changement physiologiques (Langridge et al., 2006) et 

des changements dans les processus cellumaires ( Chinnusamy et al.2006 ; Talame et al.,2007). Il 

engendrent généralement un perturbation du potentiel hydrique chez les plantes (Atienza et al.,2004 ; 

Verslues et al.2006). compensée par une fermeture des stomates, suite à une perte de turgescence 

dans les cellules de garde, ou une diminution de la pression osmotique cellulaire (LangridgE et al., 

2006). 

 

Figure2  : Séquence de réaction au stress (Laurent et al., 1991) 
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 Les stress peuvent egalement affecter le fonctionnement de la plante en perturbant les flux 

ioniques ( Langridge et al.,2006) ou en alterant les parois ou membranes cellulaires (Zhu,2001 ; 

Wang et al.,2003). Les tissus doivent alors mettre en place plusieurs mécanismes d’adaptation afin de 

limiter les dégats engendrés par le stress (Verslues et al., 2006). 

2.2 Le stress hydrique 

Le déficit hydrique est une contrainte permanente de la production agricole dans de nombreux 

pays au climat de type méditerranéen. Elle est à l'origine des pertes de production agricole dans de 

nombreuses régions. Les risques du manque d’eau sont et deviendront de plus en plus fréquents et 

persistants, à l'avenir, par suite des changements climatiques causés par l'effet de serre (Witcombe 

et al., 2009). Passioura (2004) définit le déficit hydrique comme étant les circonstances dans 

lesquelles les plantes accusent une réduction de croissance et de production suite à une alimentation 

hydrique insuffisante. Tardieu (2005) mentionne que le statut hydrique de la plante passe 

progressivement par trois principales phases, selon le développement du stress hydrique. Au cours 

de la phase initiale, la transpiration et l’assimilation se déroulent comme si la plante dispose de l'eau 

à volonté. Cette phase se poursuit jusqu’au moment où le niveau d’absorption racinaire ne peut plus 

satisfaire la demande climatique que subit le feuillage. La réserve utile du sol est alors épuisée à 50 

%. Après ce seuil, la plante entre dans la seconde phase, au cours de laquelle la transpiration et 

l’assimilation sont réduites relativement au potentiel. La plante réagit de façon dynamique au cours 

de cette phase, pour rétablir l'équilibre entre la demande climatique et l'offre du sol, faisant 

intervenir des mécanismes qui lui sont propres dont le développement du système radicinaire, la 

régulation stomatique et/ou l’ajustement osmotique.  

 

Figure 3 : Mécanisme de réponse des plantes a la secheresse et les caracteres impliqués 

dans la réponse (De leonardis et al, 2010) 



20 
 

Quand le déficit hydrique devient plus intense, alors la plante entre dans la troisième 

et la dernière phase au cours de laquelle les stomates se ferment complètement (Fig 3), annulant 

toutes activités photosynthétiques. Toutes les pertes hydriques de la plante se font alors à travers les 

voies non stomatiques (cuticule). Il n'y a plus de gain de matière sèche, la respiration consomme les 

hydrates de carbone stockés et la plante passe au stade de survie. La période de survie dépend du 

rythme de la transpiration résiduelle et de la tolérance à la dessiccation des tissus vivant restants.  

 

Figure 4: Fermeture des stomates lors d’un stress hydrique 

Selon Kameli et Losel (1996) la croissance s’arrête avant qu’aucun abaissement notable ne soit 

perceptible dans le contenu relatif en eau. Le premier effet du déficit hydrique est de réduire la 

vitesse de croissance des cellules de la tige. Le déficit hydrique induit le dépôt de cire sur le limbe et 

la gaine de certaines variétés de céréales. Ce dépôt est d'autant plus marqué que l’environnement est 

plus sec. L’inflorescence des céréales est relativement protégée de l’évaporation par des surfaces 

protectrices comme une cuticule épaisse qui fait que le statut hydrique des inflorescences est 

meilleur que celui des feuilles (Shepherd et Griffiths, 2006). Le déficit hydrique provoque la 

réduction du nombre de grain par épi, du nombre d’épis par plant, du poids moyen du grain, de 

l’indice de récolte et du rendement grain (Chenafi et al., 2006). Sous stress hydrique, la matière 

sèche augmente progressivement, mais elle reste sous le seuil de 50%, comparativement à 

l'évolution de la matière sèche du témoin non stressé. Cette réduction est assez conséquente pour 

affecter significativement le rendement grain (Bouzerzour et Benmahammed, 2009). Le déficit 

hydrique affecte significativement les composantes du rendement. Le rapport poids des racines/ 

poids des tiges augmente chez les plantes exposées au déficit hydrique, à cause de la croissance 

racinaire au détriment de la partie aérienne (Benmahammed et al., 2008). Parmi les solutés, 

accumulés sous stress hydrique, on note une augmentation des sucres solubles, des acides aminés 

comme la proline et à un degré moindre la glycine- bétaïne, dont le rôle est la protection des 

membranes (Hussain, 2006). 
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2.3 Le stress oxydatif et son origine : 

Une des conséquences des stress environnementaux, comprenant les stress hydrique et salin 

est l’apparition d’un stress oxydatif ; c'est-à-dire l’accumulation d’espèces réactives de 

l’oxygène (ROS). (Smirnoff ;1993). Elles sont produites pendant le métabolisme régulier mais 

leur production est drastiquement stimulée si les plantes sont exposées au stress comme des 

fortes intensités lumineuses, des faibles températures ou a la sècheresse. (Dron ;2009)  

L’oxygène est a l’origine d’espèces réactifs de l’oxygène (EAO), des molécules ayant des 

effets a la fois bénéfiques et délétères conduisant a la mort  cellulaire. Pour se protéger a cette 

toxicité, et pour permettre aux EAO d’intervenir dans la réponse physiologique, les plantes ont 

développé  des mécanismes contrôlant l’accumulation de l’EAO. On connait plusieurs sources 

d’EAO dans les différents compartiments de la cellule végétale. (W.Droge ; 2002) 

Les EAO sont produites lors d’activités métaboliques telles que la photosynthèse et la 

respiration, et en réponse aux stress environnementaux. ( Curtin j.F et al ; 2002) . 

La principale source est la chaine de transporteurs des électrons de la machinerie 

photosynthétique (PS). Au niveau du PSI, le transfert sur le dioxygène d’un électron provenant 

des transporteurs d’électrons produit l’O2- .  A partir de cette première espèce formée, d’autres 

EAO sont produites. Cette réaction évite que les transporteurs d’électrons de la chaine ne soient 

trop réduits, limitant ainsi le phénomène de photoinibition. Cependant, dans les conditions des 

stress environnementaux, la production d’EAO lors de la photosynthèse devient néfaste  pour la 

cellule .Au niveau de la mitochondrie, les transporteurs d’électron de la chaine respiratoire sont 

également susceptibles de céder un électron au dioxygène pour former O2-. Ces réactions dites 

d’auto-oxydation des complexes d’électrons de la chaine respiratoire permettraient de dissiper un 

excès d’électrons. Le peroxysome est également une source d’EAO. Lors de la photorespiration, 

le ribulose 1.5 bisphosphate carboxylase/oxygénase peut utiliser le dioxygène pour produire 

deux glycolate a partir du  le ribulose 1.5 bisphosphate. Le glycolate est alors transporté depuis 

le chloroplaste jusqu’au peroxysome. La glycolate peroxydase produit alors le peroxyde 

d’hydrogène en transformant le glycolate en glyxylate . Dans cet organite la B acide gras 

oxydase et la xanthine oxydase sont également des enzymes produisant respectivement H2O2 et 

O2- . (Mittler.R ; 2004). 

 

 



22 
 

3- Les radicaux libres : 

3.1 Définition : 

Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non 

appariés,ce qui le rend extrêmement réactif (Vansant,2004). L'ensemble des radicaux libre et de 

leurs précurseurs est souvent appelé espèces réactives de l'oxygène  (Favier,2003). 

L’appellation “ dérivés réactifs de l’oxygène ” n’est pas restrictive. Elle inclut les 

radicaux libres de l’oxygène proprement dit , mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non 

radicalaires dont la toxicité est importante tel que le peroxyde d’hydrogène (H2O2), (Novelli, 1997). 

 

Figure 5 :Voix métabolique de l’O2 et des ERO(especes réactives d’oxygene).( Favier,A . 2003)  

Les ERO peuvent être produites par des agents physiques comme les 

rayonnements, des réactions chimiques et surtout enzymatiques. En effet, toute 

réaction impliquant de l'O2 et un système réducteur de transfert d’électrons est 

susceptible de libérer des ERO. C’est ainsi que la chaîne respiratoire provoque 

une libération importante d’ERO, mais dont l’intensité demeure controversée. 

 

3.2 Principaux radicaux libres : 
 

- l'anion superoxyde(O2-) : la molécule d'oxygène,mise en présence d'une quantité d’énergie 

suffisante, peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi l'anion superoxyde. Cet 

anion intervient comme facteur oxydant dans de nombreuses réactions.  O2 + e- ____ O2- 
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- le radical hydroxyle (OH-) : 

Il est très réactif vis-à-vis des structures organiques et joue un rôle initiateur dans l'auto -

oxydation lipidique,  il se forme soit par la dégradation du peroxyde d’hydrogène en présence de 

métaux de transition sous leur forme réduite : 2O-2 + 2H
+
______H2O2 + O2          

     Fe
2+

 + H2O2_______Fe
2+

 + OH
-
 + 

°
OH     (réaction 1) 

ou par son action avec le radical superoxyde selon la réaction de haber Weiss (Figure 03): 

HO-OH + O2°-   _________ O2 + 
-
OH + °OH     (réaction 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Fig 6 : Schéma des différentes formes de ROS 

- l'oxygène singulet (O2-) :  

forme «excitée» de l'oxygène moléculaire,est souvent assimiléà un radical libre  en raison de sa forte

 réactivité.   (Hadi, 2004). 

-Le peroxyde d’hydrogène H2O2 :  également appelée dioxyde de dihydrogène ou eau 

oxygénée est très soluble dans l’eau, pénètre facilement les membranes biologiques, et peut 

provoquer la dégradation des protéines, la libération de Fe3+ ; l’oxydation de l’ADN, de 

lipides, ou encore de thiols, mais également l’inactivation d’enzymes. Sa capacité à traverser 

les membranes biologiques et à diffuser loin de son lieu de synthèse,fait du peroxyde 

d’hydrogène une des composantes utilisée par les cellules dans la signalisation intra et /ou 

intercellulaire. En effet, en faible concentration, il ne présente pas de toxicité pour la cellule. 

Cependant, en forte concentration, il induit une cytotoxicité par le biais des ROS qu’il génère. 

En se décomposant en anions hydroxyles et en radicaux hydroxyles par la réaction de Fenton 

en présence de sels métalliques (Fe2+ et Cu-), il devient toxique. 
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Figure 07 : Les différents stades de réduction d’oxygène 

 La combinaison de l’anion superoxyde avec deux protons (H+) conduit à la formation du 

peroxyde d’hydrogène (H2O2). Ce (H2O2) n’est pas un radical libre mais une molécule avec tous ses 

éléctrons appariés qui présente une toxicité par intermédiaire des réactions de type Fenton ( Réaction 

1) ( présence de cations métalliques comme Fe
2+
 ou Cu

2+
)(Wardman et, Candeias, 1996).  

 

3.3 Sources des espèces réactives de l’oxygène (ROS)dans la cellule végétale : 
 

Chez les plantes, il existe plusieurs sources cellulaires d’espèces réactives de l’oxygène 

localisées à divers endroits de la cellule ,et qui sont produites de façon permanente 

durant le métabolisme normale et durant les périodes de stress. Ces sources incluent : 

 Les chaines de transport d’électrons (CTE) des chloroplastes. 

 Les chaines de transport d’électrons (CTE) des mitochondries. 

 La photorespiration dans les peroxysomes. 

 Les molécules photosensibilatrices comme la chlorophylle. 

 

Tableau 2 : Origine et localisation des especes réactives d’oxygène ( Smirnoff ;2005) 
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3.4 Quelles sont les cibles des ROS : 

La présence des ROS (qui peuvent être soit des radicaux, mais aussi des molécules non 

radicalaires) par leur nature instable, sont capables de provoquer des conséquences potentiellement 

graves pour la cellule, qui s’expriment par : 

 Des cassures et des mutations d’ADN. 

 Inactivation des protéines et des enzymes. 

 Oxydation des pigments, des sucres … 

 Mise en place de processus de peroxydation lipidique au sein des acides gras polyinsaturés 

des lipoprotéines ou de la membrane cellulaire.(Costa,V., Moradas,F ; 2001) 

 

Figure 08: Effets nuisibles des ROS (Anonyme 2009). 

Les organismes vivants possèdent des systèmes de défense ; ainsi à l’état physiologique il existe 

un équilibre "naturel" entre la production des radicaux libres et les systèmes antioxydants. Sous 

certaines conditions, il apparaît un déséquilibre provoqué soit par une production exagérée de 
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radicaux libres soit par une diminution des défenses antioxydantes sous l’effet de certains stimuli 

pathologiques endogènes ou exogènes. On parle alors de stress oxydant à l’origine bien souvent 

d’altérations moléculaires participant à de nombreux processus pathologiques .Cependant, il est 

difficile d’évaluer le rôle précis de ces ROS au cours des différents stades du processus 

pathologique. Les ROS ont longtemps été considérées comme des agents cytotoxiques en raison des 

dommages oxydatifs qu’elles causent à la cellule. Cependant, il est important de noter que les 

radicaux superoxydes peuvent jouer un rôle au niveau des mécanismes de signalisation cellulaire. 

(Gardès-Albert et al .,2003) . 

 

4- Les systèmes de défense antioxydants : 

L'organisme est déterminé d’un ensemble de systèmes de défenses antioxydants très efficaces afin 

de diminuer la concentration des espèces oxydants dans l’organisme. Les antioxydants sont des 

systèmes enzymatiques ou non-enzymatiques (Mates J. M et al ;1999) . 

 

Figure 9: Pyramide des systèmes de défenses antioxydants  

4.1 Systèmes antioxydants enzymatiques : 

Les antioxydants enzymatiques (le superoxyde dismutase la glutathion réductase) sont considérés 

comme la première ligne de défense contre les différentes espèces oxydantes. Leur rôle principal est 

de diminuer la quantité des ROS dans la cellule. Parfois, ces enzymes nécessitent des cofacteurs 

comme les oligoéléments (Zn, Cu, Mn, Se, Fe) pour exercer leur activité enzymatique. 
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Tableau3 : Différents mécanismes des systèmes antioxydants (Mittler et al., 2001) 

 

4.1.1 Superoxyde dismutase (SOD) : 

Les SOD sont les premieres enzyme à intervenir dans la cascade des ROS. Ce sont des 

métalloprotéines qui catalysent la dismutation des ions superoxydes (O2•-) en peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) et oxygène (O2). (Powers S. K et al, 1999). Les SOD se différencient par leur 

localisation cellulaire et par leur cofacteur métallique : SOD à Manganèse (Mn-SOD) dans les 

mitochondries, à ions cuivre ou à zinc (Cu/Zn-SOD) dans le cytoplasme et les mitochondries. 

(Faridovich I,1995). Il a été nouvellement montré que la (Cu/Zn-SOD) était également présente 

dans l’espace inter membranaire. (Sturtz L. A et al ;2001).  

 

Figure 10 :  schéma de système de défense antioxydant enzymatique  
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4.1.2 Glutathion peroxydase (GPx) : 

Elle agit en synergie avec SOD puisque son rôle est d’accélérer la dismutation de H2O2 en H2O 

et O2. (Arora et al ; 2002) 

4.1.3 Catalase (CAT) : 

Sont des enzymes majoritairement peroxysomales catalysant la dismutation du peroxyde 

d’hydrogène (Arora et al ; 2002) 

4.1.4 Les peroxydases (POX): 

Sont une large famille multigénique d’enzymes hémiques catalysant la réduction d’un substrat 

oxydé en utilisant de nombreux co-substrats comme donneurs d’électrons. (Arora et al ; 2002) 

4.1.5 Malondialdéhyde MDA  

Le MDA est l’un des produits terminaux formés lors de la décomposition (oxydation) des 

acides gras polyinsaturés (PUFA) médiée par les radicaux libres. Les taux élevés de MDA 

signent donc un stress oxydatif portant notamment sur l’oxydation des lipides (Chebab et al, 2009). 

 La détection spectrophotométrique du malonedialdéhyde (MDA) par le test à l’acide 

thiobarbiturique (TBA) est la méthode la plus ancienne et la plus populaire pour mesurer la 

peroxydation lipidique. Cependant, la MDA reste un indice peu représentatif de la présence 

d’une  peroxydation lipidique puisqu’elle ne représente qu’un pourcent des produits de 

décomposition des peroxydes lipidiques (Pincemail et al, 1999). Néanmoins de nombreux 

laboratoires dans le monde reposent sur ce dosage pour évaluer l’augmentation ou la 

diminution du MDA afin d’évaluer les effets des traitements antioxydants. 

4.2 L’hormone végétale ABA 

L’acide abscissique (ABA) est une phytohormone inicialement impliquée dans l’abscission des feuilles et la 

dormance des bourgeons. Aujourd’hui, l’ABA est considéré comme le composant clé de l’adaptation des 

végétaux au stress abiotique, notamment la sécheresse et le stress salin (FINKELSTEIN et al., 2002). 
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Figure 11 : Srtructure biochimique de l'acide abscissique (ABA) (HOPKINS, 2003) 

4.2.1 Nature chimique -biosynthese : 

L’acide abscissique (ABA) est un sesquiterpène appartenant aà la grande famille des 

isoprénoïdes. Ces molécules ont pour origine commune la polymérisationde deux  précurseurs 

à cinq atomes de carbone : l’isopentényl phosphate (IPP) et son isomère,lediméthylallyl 

pyrophosphate(DMAPP).  

Deux voies de biosynthèse ont été successivement proposées pour l’ABA, la 

première dite voie en C15 correspondrait à la condensation de 3 molécules d’isopentenyl 

pyrophosphate selon un mécanisme analogue à celui de la synthèse des Gibbérellines 

(KERMODE, 2005). 

          La deuxième voie dite en C40 a été caractérisée plus récemment, elle correspond à une 

coupure de carténoides en C40 du type zeaxanthine selon la séquence : 

Zéaxanthine→ Violaxanthine→ Xanthoxine→ ABA aldéhyde →ABA 

(C40) (C40) (C15) (C15) (C15) 

 

           Au total il est maintenant admis que la voie en C15 n’est pas opérationnelle chez les 

plantes mais chez certains champignons, la totalité de l’ABA venant de la voie C40chez les 

organismes chllorophylliens ou la synthese de l’ABA a d’ailleurs lieu dans les chloroplastes en 

carténoides.  (la zéxanthine epoxydase correspond à un ADNc présentant une séquence 

d’adressage vers le chloroplaste) 

          Le catabolisme de l’ABA procède via une hydroxylation pour donner le 8 hydroxy ABA 

ensuite converti en acide phaséique, l’ABA 8hydrohylase est une monooxygénase à 

phytochrome P50. Cette dégradation intervient, par exemple lors du retour à un état hydrique 

normal après une période de secheresse pour réduire le taux d’ABA(CHAUHAN et al., 2009) 
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Figure 12 : Voie de biosynthese de l’ABA 

L’ABA peut également etre converti en formes conjugées inactives : 

 ABA glucosyl ester sur le COOH 

 ABA glucoside sut l’OH di carbone asymétrique 

Au cours de la période hivernale on assiste chez certaines especes à une interconversion 

entre formes libres et formes conjuguées. 

L’ABA peut également être converti en formes conjuguées inactives : 

 ABA glucosyl ester sur le COOH. 

 ABA glucoside sur l’OH du carbone asymétrique. 

 

4.2.2 Effets physiologiques et mécanismes d’action : 

L’ABA est une hormone régulant de nombreux processus physiologique chez les 

végétaux comme la germination, la fermeture des stomates, l’initiation des racines secondaire, 

la régulation de la croissance foliaire ou encore les interactions plantes pathogènes  

(Tardieu et al., 2010). 

Initialement identifié comme agent pathogène responsable de l’abscission des fruits, son 

role dans la réponse des plantes au contraites environnementales (secheresse , stress salin, stress 

osmotique , froid) a été  intensément étudié ces derniere années (Hubard et al.,2010 ; 

Raghavendra et al., 2010 ; Fujita et al.,2011) 
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Une hormone majeure pour les semences 

L’ABA est défini comme un répresseur de la germination ( Finsh S et LeubnM,2006). 

Un apport exogène provoque une inhibition de la germination, bien que le phénotype observé ne 

corréspond pas a celui de la dormance (Carrera et al.,2008). De nombreux gène implique dans 

la signalisation ABA au niveau de la graine mais également au niveau de la plante entière ont 

ainsi été isolés. On retrouve par exemple des gène codants des protéines de type LEA, des 

facteurs de ranscription, des proteines kinase et des phosphatases ainsi de nombreux 

transporteurs et enzymes impliqués soit dans la synthese d’osmoprotectants, soit dans le 

métabolisme des acides gras et/ou du carbone. A l’inverse, parmi les gènes réprimés par l’ABA 

nombreux sont qui participent à la croissance et au devlepppements (Fujita et al.,2011) 

Cette phytohormone peut induire ou prolonger la dormance des grainesquand les 

conditions environnementales ne sont pas optimales pour initier la germination. La maturation de 

la graine est également caractérisée par une accumulation des résèrve et l’aquisition de la 

tolérance à la déssiccation. 

.   
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Matériel et 

méthodes  

 

 

 

1. Matériel végétal : 

Le matériel végétal utilisé dans ce travail est constitué de trois variétés de blé dur 

(Triticum durum Desf), Hoggar , Hedba et Sigus  
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Ces variétés sont répertoriées dans le catalogue officiel de l’ITGC- EL Khroub. 

2. Mise en place de l’essai :  

Cette étude est réalisée au niveau du laboratoire de Génétique Biochimie et 

Biotechnologie Végétale (GBBV), équipe2 ‘’ Biotechnologie et Amélioration des Plantes ‘’ à 

Chaabat el R’ssas au niveau de l’université Mentouri . 

3. Dispositif expérimental et conduite de l’essai : 

L’expérimentation consiste à tromper  les graines de trois variétés de blé dur pendant 

8h puis les transporter dans des boites contenant du papier filtre imbibé d’eau.  

Les boites sont ensuite mises en pré-germination dans l’obscurité et à une température 

ambiante d’environ 25°C, afin de provoquer le gonflement de caryopses.Après 48h, on a 

effectué une application exogène d’ABA a deux niveaux (8h et 16h) puis on les a remis dans 

les boites contenant du papier filtre imbibé d’eau pendant 24h. Après traitement par  l’ABA, 

On a effectuer une culture hydroponique pendant quatre semaines , . 

Dans des bacs en plastique, on a placé des pots de 10cm de diamètre et 14cm de 

hauteur remplis a moitié de sable puis ils ont été émergés dans une solution nutritive 

BD.(Tableau N°4) Dans ces derniers, on a repiquée nos jeunes plantules à raison de  6 

plantules par pot  ( Fig 13) 

 

Figure 13: Disposition de l’essai 

Tableau  4 : Composition du milieu BD 

Solutions mères Pour 100 ml Volume a préparer 

Cacl2  2H2O 29.4g 5ml/10L 

KH2PO4 13.6g 5ml /10L 
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MgSO4  7H2O 

K2SO4 

MnSO4 

12.3g 

8.7g 

0.034g 

 

5ML/10L 

Fe,EDTA 0.734g 12.5ml /10L 

Oligoélement : 

H3BO3 

MgSO4 7H2O 

Cu SO4  5H2O 

CoSO 7H2O 

NaMoO4 2H2O 

Pour 500ml : 

0.1235g 

0.144g 

0.05g 

0.028g 

0.024g 

 

 

5ml /10 L 

La solution nutritive a été changée une  fois par semaine pendant 4 semaines, au  stade 

troisime feuille. 

L’étude de la réponse des trois variétés de blé dur face au stress hydrique a été réalisée 

au stade trois quatre feuilles, par l’application d’un stress hydrique a deux niveaux (2h et 4h) 

tout en conservant les autres conditions de culture : une température ambiante de 27°C et une 

humidité de 49%. 

4. Paramètres étudiés :  

4.1 Paramètres physiologiques : 

4.1.1 La résistance stomatique : 

La résistance stomatique a été mesurée à l’aide d’un Poromètre type Delta Devices MK3  

 

Figure. 14 :Mesure de la résistance stomatique 

En premier lieu, on fait l’étalonnage de l’appareil; puis on lance la lecture. Il s’agit 

d’insérer la partie médiane de la feuille dans la pince (Herbinger et al., 2002). Les données 

de la résistance stomatique sont stockées dans l'appareil de mesure et ensuite transférées vers 

un ordinateur pour leur traitement. 

4.1.2 L’intégrité membranaire. 
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Le pourcentage d’intégrité cellulaire A été évalué par la méthode 

de Thiaw (2003) qui  consiste à mesurer la libération d’électrolytes suite à la destruction 

partielle de la membrane plasmique. Pour commencer nous devons tout d’abord prélever trois  

échantillons de chaque niveau de stress, les rincer soigneusement avec de l’eau désionisée, les 

couper en petits morceaux de 1cm et les recueillir dans des tubes à essai contenant 10ml d’eau 

distillée. Ces derniers ont été fermés hermétiquement et  incubés  pendant  30minutes à une 

50°C '(fig. 15). 

 

Figure 15: incubation des échantillons a 50°C 

 La deuxième lecture est effectuée après avoir autoclaver les tubes à 100°C pendant 

30minutes. 

L’intégrité cellulaire est calculée comme suit : 

IC % = (M1 / M2) × 100          

4.2 Paramètres biochimiques : 

4.2.1   Dosage de l’acide abscissique par la technique de chromatographie 

liquide à haute performance (HPLC) : 

a) Principe de la chromatographie : 

La chromatographie est une méthodes d’analyse permet la séparation ou la purification d’un 

ou de plusieurs composés d’un mélange en vue de leur identification et de leur quantification. 

La chromatographie en phase liquide a permis de réaliser des analyses qui n’étaient 

auparavant pas possible avec les techniques sur couche mince ou en phase gazeuse. A 

l’origine la chromatographie en phase liquide se faisait sur des colonnes en verre. Le liquide 

traversait la phase stationnaire par gravité ou sous faible pression. Puis pour augmenter le 

débit, des manipulations ont été réalisées sous pression plus forte. C’est ce que l’on a appelér 

la chromatographie liquide sous haute pression (HPLC). Très rapidement le P de pression est 
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devenu le P de performance lorsque l’on a optimisé la technique (diminution de la taille de 

particules de la phase stationnaire, régularité de cette phase…). en chromatographie liquide à 

haute performance (HPLC) la séparation des composés se fait par des interactions avec la 

phase stationnaire et avec la phase mobile. Ces interactions sont primordiales. 

L’échantillon est entraîné par la phase mobile au travers de la phase stationnaire qui a 

tendance à retenir plus au moins les composés de ce dernier à l’aide de différentes 

interactions. Les composés à séparer (solutés) sont mis en solution dans un solvant. Ce 

mélange est introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules, 

elles interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne 

chromatographique.  

La phase mobile poussée par une pompe sous haute pression, parcourt le système 

chromatographique. Le mélange à analyser est injecté puis transporté au travers du système 

chromatographique. Les composés en solution se répartissent alors suivant leur affinité entre 

la phase mobile et la phase stationnaire. En sortie de colonne, grâce à un détecteur approprié, 

les différents solutés sont caractérisés par un pic .L’ensemble des pics enregistrés est appelé 

chromatogramme (Skoog, 2010). 

La concentration de l’acide abscissique est calculée a partir de la courbe d’étalonnage 

selon la formule   suivante  : y = 6.3376x - 64.583 (Annexe 1) 

b- Extraction de l’acide abscissique (ABA) 

selon Zhou, 2003  l’extraction de l’ABA consiste à :  

 Peser 300 mg de matière fraiche des feuilles et des racines des échantillons témoins et 

stressés et puis la broyer avec de l’azote liquide à l’aide d’un mortier et un pilon et les 

placer dans des tubes Eppendorf de 1.5ml.  

  Ajouter au broyant 750µl de solution d’extraction puis passer au sonicateur  pendant  

5 min   

 Centrifuger 2 min à 4°C et à 10 000 rpm.  

  Récupérer le surnageant délicatement dans un nouveau tube sans détacher le culot et 

re extraire ce qu’on a récupéré avec 750µl de la solution d’extraction, passer au 

sonicateur pendant 30 min puis centrifuger 2 min à 4°C à 10 000 rpm et ajouter le 

deuxième surnageant.   
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 Evaporer le tampon d’extraction en versant les échantillons dans des boites Pétri puis 

dans un lyophilisateur à pression de 0.133 mBar et une température de - 46°C. Après 

avoir sécher les boites, le culot est récupéré avec 200 µl de solvant d’extraction et 

filtré (Whatman-Glass microfibre filters) pour passer à l’analyse. 

a) Préparation de la gamme étalon  

 La reproductibilité et la linéarité du système chromatographique a été estimé par cinq 

injections consécutives de différentes concentrations de ABA ainsi que des 

échantillons enrichis des feuilles et des racines du blé dur. La solution mère (1000  

µg/ml) de l'ABA pur a été préparée en dissolvant 25 mg d’ABA dans 25 ml 

d'acétonitrile de qualité HPLC. Les échantillons d'étalonnage de concentration de 1, 5, 

10, 50 et 100 µg/ml ont été préparés par dilutions successives de la solution. 

(Thompson et al., 2002). 

4.2.2 Dosage de Catalase : 

Le dosage de la catalase est effectué selon la méthode de Chance and Maehly (1955) .  

La décompsition du peroxyde d’hydrogène est déterminée par la diminution de 

l’absorbance à 240 nm (ε=39.4 mM−1 cm−1). 

Le mélange réactionnel contient 2.9ml de 0.1M tampon phosphate ph7.0 (Annexe 2 )et 

0.1ml de 20mM du peroxyde d’hydrogène,10 ul de l’echantillon. La lécture est effectuée à 

240nm directement après l’addition de l’extrait enzymatique, à chaque minute, durant 2 ou 3 min 

au maximum. 

Calcule de l’activité de la CAT : 

Activité catalase =Abs × V total / ε × V Echantillon 

                                                                  ε :36M-1/cm 

4.2.3 Dosage de la Peroxydase : 

Le dosage de la peroxydase est effectué selon la méthode de Chance et Machl(1967), 

il consiste a prendre 0.5ml de l’extrait enzymatique et l’ajouter au mélange réactionnel 

contenant 2ml de tampon phosphate 0.1M pH 6.8, 1ml de H2O2 0.05M. Le mélange 

est incubé à 25° pendant 5min. La réaction est arrêtée par l’addition de 1ml de 2.5M 

de NH2SO4. 

Le blanc est préparé par l’addition de l’extrait enzymatique après H2SO4 et l’activité 

enzymatique est exprimé en unité soit 0.1 mn
-1

 mg
-1

 de protéine. 

Calcul de l’activité peroxydase : 
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Activité = (Ʌ DO/ Ʌt) x (1/Ɛ) x (Vc /Vext) 

Ʌ DO/ Ʌt : pente de la courbe de la densité en fonction du temps 

Ɛ : Coefficient d’extinction = 26.6cm²/µmole 

Vext : volume de l’extrait 

Vc : volume de la cuve 

4.2.4 Mesure de l’activité enzymatique  SOD : 

L’extraction a été réalisée avec 50 à 100mg de feuille et racine dans l’azote liquide, 

puis broyées mécaniquement à l’aide d’un mortier, ensuite les tubes sont conservés à -80° afin 

d’empêché la dégradation des enzymes jusqu'à utilisation.        

Les feuilles et racines sont récupérées et mis dans une solution tampon d’extraction 

Tris-HCL PH =7.8  (annexe 3), puis refroidie à 4°C. L’homogénat est centrifugé à froid 

pendant  15minutes à 10.000 rpm. Le surnageant ainsi obtenu est utilisé en tant que source de 

superoxyde dismutase. 

L’activité superoxyde dismutase (SOD) est déterminée en utilisant la méthode de 

Beauchamp et Fridovich (1971), qui mesure par spectrophotométrie à 560 nm l’inhibition de 

la réduction photochimique du nitrobleu de tétrazolium (NBT) (Annexe 5). Une unité 

d’activité SOD est définie comme étant la quantité d’enzyme nécessaire pour une inhibition 

de 50% du taux de réduction du NBT. Les constituants du  milieu réactionnel  sont présents  

dans le   tab.ci dessous 5) :  

Tableau 5: La constitution du milieu réactionnel. 

Réactifs Echantillons Témoin 

Solution tampon de phosphate de potassium 

(annexe.01) 0.067 M , ph=7,8 (ml) 

2,55 2,55 

Solution d’EDTA disodique (annexe.04) 0.1 M, 

ph=7.8 (ml) 

0,20 0,20 

Extrait enzymatique : liquide de culture 0,10 0,10 

Solution de NitroBleu Tertrazolium(NBT) 

(annexe.03) 1,5 Mm (Annexe 5) 

0 ,1 0,1 

Solution de riboflavine 0,12 Mm 0,05 0,05 
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L’échantillon et le témoin sont exposés à l’illumination, 5 minutes exactement, devant 

une lampe à néon, à une distance de 10 cm .On procède à la lecture des extinctions 

(absorbances) de l’échantillon et du témoin, à 560 nm, comparées à celles de l’eau distillée. 

4.2.5 Dosage  du malonedialdéhyde (MDA) : 

Les feuilles et racines sont mises dans une solution tampon d’extraction TCA 

(annexe.02.5) 1% sous hote. L’homogénat est centrifugé à froid 5min à 10.000 rpm. Le 

surnageant ainsi obtenu est utilisé en tant que source de MDA. La mesure de la concentration 

des MDA est déterminée en prenant 4ml de TCA à 20%  TBA 0,5%. Puis on ajoute 1 ml de 

surnageant, le tout est placé pendant 30min dans un bain marie 95% .pour arrêter la réaction, 

les tubes sont placés dans la glace puis centrifuger à 10.000 rpm pendant 10 min. 

L’absorbance est  mesurée par un spectrophotomètre  à 532 nm puis à 600 nm. 

 L’activité MDA est calculée par la formule suivante : 

Activité (nmol/min/mg de protéines) = DO/ mn x1000 x Vext 

                                     є x V 

.Les résultats  sont exprimés en mmol/min 

DO/mn : variation de densité optique par minute 

V : volume de l’échantillon en ml (1ml) 

Vext : volume de surnageant (1ml) 

є : coefficient d’extinction molaire 155mM-1/cm 

5. Traitement des données  

Les résultats sont soumis à l'analyse de la variance à deux facteurs (logiciel Statistica). Les 

moyennes et histogrammes ont été calculés par  l’excel 2007. 
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Résultats et 

discussion  
 

 

 

 

 

 

 

1- Paramètres physiologiques  

1.1 La résistance stomatique  

Une nette augmentation de la résistance stomatique est observée chez la plupart des génotypes 

étudiés dans le 2eme niveau de stress (4h). On  observe que la résistance stomatique augmente 

successivement selon l’intensité du stress, mais le taux d’augmentation reste en corrélation 

avec la variété étudiée. 
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Sous les conditions non déficitaires, les différents génotypes présentent des résistances 

stomatiques faibles. Nos résultat permet de dire que le stress hydrique a un effet significatif 

sur la résistance stomatique, quelque soit le génotype étudié, cette dernière varie selon 

l’intensité du stress, pour les témoins non traités avec l’ABA on observe une faible Résistance 

stomatique  qui varie entre  ( 2,42 s/cm²). (3,5s/cm²)et de 0.47s/cm² notées successivement 

chez les variriétés Hogar Hedba et Sigus (figure 16) 

Concernant le traitement par l’ABA, on remarque que L’augmentation de la résistance 

stomatique est plus élevée par rapport à la duré de traitement  par ce dernier , La Rs est plus 

élevé chez les génotypes  traités 16h avec l’ABA en les comparant avec ceux qui sont traités 

8h avec l’ABA. 

La figure 16,  montre que cette augmentation de la RS d’un niveau du stress à un autre 

diffère selon le génotype étudié.  En condition  lors d’un stress sévère(traitement 16h avec 

l’ABA et 4h de stress hydrique)  (figure. 16) ,  on observe une augmentation remarquable de 

ce paramètre, Elle atteint une valeur maximale de l’ordre de 38,11 s/cm² notée chez la variété 

Sigus suivie par  Hogar avec  33 s/cm²),  et Hedba3 : 37,12 s/cm². 

 Bousba et al., (2009) ont montré que le blé répond au stress hydrique par une 

augmentation de la résistance stomatique. La fermeture stomatique rapide est la meilleure 

adaptation au stress hydrique, elle permet à la plante d’économiser l’eau disponible et de 

maintenir une teneur en eau des tissus élevés (Djekoun et Planchon, 1992 ; Djekoun et 

Ykhlef, 1996). 
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Figure16 : Variation de la résistance stomatique chez les trois variétés étudiées  sous 

deux niveaux de stress hydrique (2h et 4h)  et traitement avec l'ABA 

1.2  Intégrité membranaire  

Les mesures de la conductivité (Fig 17) indiquent que globalement, les feuilles des 

plantes stressées perdent autant d'électrolytes que celles des témoins. 

Les résultats obtenus montrent que le pourcentage de fuite d’électrolytes chez les 

plantes stressées est supérieur à celui obtenu chez les plantes témoins, ça s’explique par une 

altération de  l’intégrité membranaire des cellules lors du stress, donc ça révèle une différence 

nette entre les plantes témoins et les plantes stressées. 

En effet l'analyse de la variance révèle une différence hautement significative (p = 

0.02%) apparaît entre les pourcentages de fuite d'électrolytes enregistrés chez les plantes 

stressés par rapport aux  témoins.et un effet non significatif du traitement par l’ABA. 
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Figure 17 : Pourcentage de l’intégrité membranaire chez les génotypes sous  stress (4h) 

et témoins (IC1 : Temoins  . IC2 : stressés 4h) chez l’ensemble des variétés étudiées 

 

Bajji et al (2001) ont montré que le maintien de l’intégrité de la membrane cellulaire 

et de sa stabilité dans des conditions de déficit hydrique est une importante composante de la 

tolérance à la sécheresse chez les plantes, car la membrane cellulaire est l’une des premières 

cibles de la contrainte hydrique ( Levitt.,1972). 

2- Paramètres biochimiques 

2.1  Dosage de l’ABA  

Les résultats de la teneur en ABA  dans les racines après analyse par HPLC ont montré que :  

Le taux de cette phytohormone augmente Chez la variété Hedba3 contrairement aux 

autres variétés qui montre une diminution de ce dernier après privation d’eau,   

On note une  concentration de (410.73 ug/300mg de MF) par rapport aux variétés 

Hoggar et Sigus qui présentent des valeurs  (200 ug/300mg de MF) et (370.954 ug/300mg de 

MF)  

Le traitement des variétés par  l’ABA sans privation d’eau a permis d’observer une 

diminution de l’accumulation de ce dernier notée  chez les variétés Hoggar et Hedba3 là ou on 
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note des valeurs de (87,519 ug/300mg de MF) et (391,724 ug/300mg de MF) contrairement a 

Sigus qui enregistre une valeur de  (500 ug/300g de MF) 

Après l’application du stress hydrique d’une durée de  4h sur les génotypes traités par l’ABA, 

on remarque que les deux variétés Hoggar et Hedba3, se comporte de la meme manière vis-à-

vis la contrainte hydrique  et   présentent une augmentation importante de la concentration 

d’ABA accumulée avec des valeurs (207,933 ug/300g de MF) et (727,617 ug/300g de MF)  

comparativement à  la variété Sigus qui montre une diminution de la concentration d’ABA  

avec une valeur de  347,361 ug/300g de MF). 

 D’une manière générale, on peut dire que le stress hydrique provoque une diminution 

de concentration de l’ABA dans les racines des variétés stressées a l’exception de Hedba3,  

Cependant et après traitement par  par l’ABA pendant 16h les deux variétés  (hedba 3 

et hogar ) présentent une augmentation de concentration de l’ABA , à l’exception de la variété  

Sigus  qui marque une diminution de cette concentration .ça s’explique peut être par la 

consommation de l’ABA dans la défense contreles ROS 

 

Figure. 18: Niveau de l’acide abscissique chez les trois variétés étudiées en 

condition de stress sévère (T : Non traité avec l’ABA et non soumis a un stress hydrique, T4h : Non 

traité avec l’ABA et soumis a un stress hydrique de 4h, 16h/T : Traité 16h avec l’ABA et non soumis a un 

stress hydrique, 16h/4h : Traité 16h avec l’ABA et soumis a un stress hydrique de 4h).  
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Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Davies & al. (1994) qui ont 

montré que le traitement exogène  par  l’ABA et sous condition d’un stress hydrique les 

plantes présentent une réponse par l’accumulation des protéines de réparation de domage , des 

enzymes  et d’osmolytes qui peuvent aider au maintien de la stabilité membranaire (Noraud 

et al .,2001) . 

L'effet de l'acide abscissique (ABA) en tant qu'inducteur de la fermeture stomatique a 

été largement documenté (Wartinger & al., 1990; Davies & Zhang, 1991), mais il y a 

encore des incertitudes sur son origine et sur sa contribution exacte à ce phénomène (Sumera 

I.,2001). Le signal de la fermeture stomatique en conditions de sécheresse à été attribué à une 

production de l'acide abscissique (ABA) par les racines (Meinzer & Grantz, 1999), mais 

l'état hydrique de la plante entière reste un facteur important à considérer car il intervient sur 

la sensibilité des stomates par la concentration d'ABA produite dans les racines (Salah & 

Tardieu, 1997). 

 

2.2  Dosage de l’activité de la catalase  

Après l’application du premier niveau de stress (2h) l’activité catalase diminue chez 

tout les génotypes sauf chez la variété Hoggar traitée 16h avec l’ABA  on observe une 

augmentation légère. (Fig 19 b) 

Apres l’application du deuxième niveau de stress (4h), l’activité catalase des 

génotypes non traités avec l’ABA et les génotypes traités 8h avec l’ABA diminue 

contrairement a celle des génotypes traités 16h avec l’ABA là ou on observe une 

augmentation chez les variétés Hedba3 et Sigus (Fig c)  , on peut traduire cette augmentation 

par une faible production de ROS. Ainsi, une telle concentration en ROS n’a pas d’effet 

majeur sur l’expression de cette   enzyme. 

D’après Kim et al(2005) Chez les céréales , la catalase est considérée comme un 

marqueur central dans la protection contre le stress oxydatif, principalement dans des 

conditions de stress abiotique. (Kim et al., 2005) . c’est une enzyme oxydoréductase la plus 

universelle qui catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogène en eau et dioxygène. Elle est 

requise pour la désintoxication des ROS dans la plante. (Bhaduri A.M., Fulekar M.H.,2012) 
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Ainsi, les travaux de Kim et al en 2005 et Khosravinejad et al en 2008, ont montré 

que l’activité de la catalase augmente dans les feuilles des céréales pendant un stress. De 

même, des plantes infectées avec des virus connaissent une augmentation de l’activité des 

enzymes du système antioxydant dont la catalase (Gil-ad et al,., 2001; Kim et al., 2009). 

Cependant, dans notre étude, l’activité de la catalase diminue après le traitement avec l’ABA 

sauf pour la variété Hoggar qui augmente légèrement avant l’application d’un  stress 

hydrique.(Fig 19 b) 

La présence d’une activité catalase dans  les feuilles peut  s’expliquer par la  présence 

de l’enzyme dans le peroxysome pour éliminer la peroxyde d’hydrogène qui se forme lors du 

cycle photoréspiratoire suite a l’action de la glycolate oxydase (Del Rio L.A  et al., 2006) 

   

 

Figure 19 : Variation de l’activité Catalase chez les trois génotypes (a : Témoins , b 

:2h de stress hydrique, c :4h de stress hydrique) 
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2.3 Dosage de l’activité peroxydase 

Avant l’application du stress et au premier niveau de stress, on observe que l’activité 

peroxydase reste faible chez les TROIS  varietés ET  sous différents niveaux de traitement avec 

l’ABA SAUF la variété Hoggar traité 8h ave l’ABA qui marque une augmentation remarquable 

au deuxieme niveau de stress. 

Apres privation (4h de stress) d’eau, l’activité peroxydase augmente légèrement au niveau 

des feuilles des trois génotypes étudiés, en particulier les génotypes traité 8h avec l’ABA la 

ou on observe une activité très élevée et qui diminue presque totalement après traitement avec 

l’ABA pendant 16h 

Cependant, l’activité enzymatique ne montre pas de différences majeures entre les génotypes 

témoins et stressés 2h, après lesquelles l’activité augmente sensiblement pour atteindre un maximum à 

4 heures pour les varietés  traités 16h avec l’ABA 

La variation de l’activité  des peroxydases est observée chez plusieurs espèces cultivées 

sous différents stress abiotiques et biotiques ,ces stress provoquent une augmentation des 

peroxydases dans les fractions solubles et ioniques préparées à partir d’écotypes tolérants.( 

KHALES, A. et BAAZIZ ,M.,2006)  

 

Figure20 : Variation de l’activité peroxydase chez les génotypes étudiés traité par 

l’ABA et soumis a deux niveau de stress hydrique 
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Selon  Kim et al., 2005, l’activité de  peroxydase Dans les conditions d’un stress 

abiotique reste faible par rapport à celle de la catalase. Cette diminution peut être également 

due a la production excessive de H2O2qui devient un inhibiteur de la peroxydase et qui  

provoque donc la diminution de son activité (Asada K .1994)  

2.4 Mesure de l’activité enzymatique SOD 

Dans ce travail l’activité de la SOD diffère d’une variété a une autre selon le traitement et le 

stress appliqués . 

Avant l’application du stress hydrique ainsi qu’au premier niveau de stress (2h),on constate 

que l’activité de la SOD diminue chez les Témoins et les traités 8h avec l’ABA des variétés 

Hoggar et sigus contrairement a la varieté Hedba qui marque une augmentation lègere avant 

l’appliquation du stress hydrique et une augmentation remarquable apres le premier niveau du 

stress , cette derniere peut s’expliquer par l’activation de mécanismes de défense par 

l’augmentation de d’activité enzymatique anti oxydantes notamment la SOD provoquée par 

l’accumulation des ROS.  

 Apres le traitement 16h avec l’ABA , le pourcentage d’inhibition de la SOD augmente chez 

les varietés Hoggar et Sigus soumis a un stress hydrique de 2h en les comparant avec la varieté 

Hedba qui marque un diminution de pourcentage d’inhibition de la SOD. 
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Figure 21 : Pourcentage d’inhibition de la SOD (a : temoins, b : 2h de stress hydrique, c :4h 

de stress hydrique)  

Après l’application du dexieme niveau de stress hydrique(4h),la varieté Hoggar et Sigus 

traité  8h avec l’ABA presentent une augmentation importante de pourcentage d’inhibition qui 

atteint 21.24% puis il diminue a 21.32% et  apres l’aplication de l’ABA pendent 16h 

contrairement a la varieté Hedba3 dont le pourcentage d’inhibition diminue apres le traitement 

8h avec l’ABA et augmente jusqu’ au  21,35% apres le traitement 16h. 

2.5 Dosage de MDA 

La figure (22) montre que la teneur en MDA dans la  diffère d’une variété a une autre 

selon le traitement appliqué et le niveau de stress. En effet, on observe une diminution de la 

teneur en MDA après l’application du stress hydrique pendant 2h chez les génotypes Hedba  

et Sigus  et une diminution chez Hoggar (Fig 22 b). Mais pour les variétés traitées par l’ABA 

et soumis au même niveau de stress hydrique ,on remarque une augmentation plus élevée que 

celle des témoins privés de l’eau sauf pour la variété Sigus( fig 22 b). 

Après l’application du deuxième niveau de stress(4h) , on observe chez les variétés 

Hedba3 et Sigus  le même comportement vis-à-vis le traitement appliqué la ou on constate 

une diminution de l’accumulation de le MDA après traitement de 8h avec l’ABA et une 

augmentation de cette dernière après traitement de 16h avec l’ABA contrairement à la variété 

Hoggar qui marque une diminution apres application d’ABA pandant 8h puis une 

augmentation apres application de 16h. 
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Dans ce travail  les varietés Hedba3 et Sigus présentent une accumulation d’MDA plus 

importante que celle de la variété Hoggar lors d’un stress sévère. 

Selon Geret et al (2002) , lors d’un stress oxydatif, le niveau de MDA est 

proportionnel à l’étendue de la peroxydation lipidique, d'où son utilisation comme 

biomarqueur pour la mesure du stress oxydant. La MDA est généralement corrélée avec la 

réduction de la totalité des enzymes antioxidatives . 

 

 

 

Figure22 :Variation de l’activité MDA chez les trois génotypes étudiés (a : Témoins, 

b :soumis a un stress hydrique de 2h, c : soumis a un stress hydrique de 4h) 

M. K. Daud et al (2015) constate que le niveau de MDA augmente chez le colza 

stressé. Le niveau du MDA invariable semble être une caractéristique des plantes tolérantes à 
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abiotiques est fonction de la capacité des plantes à se protéger contre les agents oxydatifs (A. 

Shalata et M. Tal.,2001 ; V. Mittova et al.,2001 ; M. Ashraf et P. J. C. Harris.,2004)  

Il a été admis pendent longtemps que l’MDA jouaient un role d’indicateur de stress 

abiotique par conséquent il peut être utilisé comme biomarqueur de stress oxydatif (Ladhar- 

 

Chaabouni et al. 2007 ; Funes et al. 2005 ; Giguère et al. 2003). Comparativement à l

a littérature les stress environnementales provoquent une accumulation de MDA qui permet de 

montré une accumulation de MDA soit racinaire pour certains auteurs (Dixit et al., 2001; 

Mishra et al., 2006) soit foliaire (Yannarelli et al., 2006; Liu et al., 2007). 
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La tolérance au stress hydrique demeure la résultante de nombreux mécanismes 

adaptatifs fonctionnels durant la vie de la plante. La réponse des plantes au changement de 

stress varie selon l’intensité du stress et les caractéristiques de la plante même. 

Les résultats de cette étude ont montré que le déficit hydrique a influencer sur les 

différents paramètres étudiés chez les trois variétés on note que la résistance stomatique et 

l’intégrité membranaire ont marqué une augmentation en fonction de l’intensité de stress et le 

traitement appliqué.  

L’analyse de l’ABA synthétisé et accumulé dans les racines des plantes soumis a 

différents niveaux de stress a été effectué par la technique de la chromatographie liquide a 

haute performance qui nous a permis de montrer que lors d’un stress oxydatif la concentration 

de cette phytohormone endogène augmente dans les racine pour aider a éliminer les ROS . on 

remarque  aussi que l’apport exogène de l’acide abscissique a joué un rôle très important dans 

la réponse des plantes a la contrainte hydrique. 

Ainsi, l’activité de la catalase a marqué une diminution lors des stress appliqués et ça 

montre peut être que l’effet exogène de l’ABA a aider la plante a catalyser la dismutation du 

peroxyde d’hydrogène, on excepte les variété Hedba et Sigus au niveau des stress sévère ou 

on peut dire que le traitement 16h par l’ABA n’a pas été bénéfique. Par ailleurs l’activité 

peroxydase a connue une augmentation en fonction de l’intensité du stress ainsi que le 

traitement appliqué afin de réduire les substrats oxydés lors de ce stress  

L’augmentation de l’activité de la SOD montre une importante production de ROS 

observé chez les trois variétés , en effet l’activité de cette enzyme converti l’anion superoxyde 

O2- en H2O2. 

La MDA est généralement corrélée avec la réduction de la totalité des enzymes 

antioxidatives. Dans cette étude la production de MDA est différente d’un niveau de stress a 

un autre et d’une variété a une autre. 

En fin, on peut dire que les trois variétés utilisent les mêmes stratégies pour tolérer les 

différents stress abiotiques. 
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Annexes 2  

Tampon phosphate de potassium 0.067 M, au PH=7,8 

Dans un ballon de jaugé de 500 ml on dissout 0,2917 g KH2PO4 si 5,4616 g 

K2HPO4 , dans 400 ml eau bidistillée. On corrige le PH à 7,8 avec de la 

solution KOH 1N, soit avec de la solution d’acide phosphorique 1 :3. On 

complète à 500 ml avec de l’eau bidistillée. 

Annexe 3 

Solution tampon Tris-Hcl 0,1M au PH=7,8 

Contenant 1mMole dithiothéréitol (DTT) et 1 mMole acide éthylène diamine 

tétraacétique (EDTA). 

Annexe 4 

Solution EDTA disodique 0,1 M, au PH=7,8 

Dans un ballon de jaugé de 100 ml on dissout 3,7223 g éthylène diamine tétra 

acétate de sodium (EDTA-Na2*2H2O), dans 75 ml eau bidistillée. On corrige le 

PH à 7,8 avec solution NaOH 1N, et on complète à 100 ml avec de l’eau bi 

distillé     

Annexe 5 

Solution de nitroBlue tetrazolium(NBT) 1,5 mM 

on dissout 12,26 mg nitroBlue tetrazolium dans 10 ml d’eau bidisillée. On garde 

au réfrigérateur. 
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