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Résumé

L’effet du NaCl sur la germination, la croissance, la fixation symbiotique de I'azote et les
composantes du rendement, a été étudié pour évaluer la réponse de quatre variétés de
féverole (Vicia faba L minor), Castel, Maya, Espresso et Sidi Aich vis a-vis de la salinité.
L’objectif étant de contribuer a la mise au point d'un test de sélection pour
I'amélioration de la féverole sous contrainte saline.

Les résultats de la germination montrent que les graines des variétés Espresso, Maya et
Castel, n’ont pas été affectées par le stress salin a des concentrations inférieures et
égales a 250 mM NaCl ; contrairement a la variété Sidi Aich qui présente une sensibilité
a partir de 150 mM NacCl. L’effet du stress salin se traduit par un effet dépressif sur tous
les parametres de croissance (hauteur des plants, surface foliaire, nombre de feuilles et
de ramifications ainsi que le poids sec total), de la nodulation (nombre de nodule/plant
et poids sec de nodule) et de la fixation symbiotique d’azote (activité nitrogénase). Cet
effet varie en fonction de la concentration en NaCl et de la variété. Les pigments
chlorophylliens et les caroténoides sont également réduits. Les variétés Castel et Maya
enregistrent en présence de 100 mM NaCl des baisses de poids sec de 84%, tandis que
les variétés Sidi Aich et Espresso moins affectées, montrent des baisses inférieures a
60% par rapport au témoin. Une augmentation des teneurs en proline chez les 4 variétés
est enregistrée, notamment a 100mM NaCl chez les variétés Sidi Aich et Espresso. Par
ailleurs, les variétés Castel et Maya accumulent plus d’ions Na* dans leurs feuilles et
dans leurs racines que les autres variétés. Elles enregistrent un taux de survie de 40%, a
100 mM NaCl alors que le double (80% de survie) est notée chez les variétés Sidi Aich et
Espresso. A cette concentration, les variétés Castel et Maya affichent des baisses de
poids de 100 graines de 66% et 84% respectivement, contre une baisse de 42% et 46%
chez Espresso et Sidi Aich respectivement. L’analyse en composantes principales sous
les différents traitements salins fait ressortir deux groupes, l'un tolérant au sel
comprenant les variétés Sidi Aich et Espresso, l'autre concernant les variétés Castel et
Maya sensibles au sel. En effet, les variétés Sidi Aich et Espresso présentent des teneurs
en pigments chlorophylliens moins affectées par le sel, une meilleure production de
matiere seche, des teneurs en Na* plus faibles dans les feuilles, une meilleure capacité de

survie, des teneurs en proline plus élevées et un meilleur rendement. De ce fait ces



caractéres pourront servir de critere de sélection pour la tolérance au sel chez la
féverole.

L’analyse numérique des profils phénotypiques des souches testées montre que les 4
variétés de féverole soumises a différentes concentrations en sel sélectionnent des
souches diversifiées. Ceci nous permet toutefois de sélectionner avec précision les
bonnes souches pour tout essai d’'inoculation et ce dans le but de favoriser la fixation
symbiotique de I'azote et par conséquent d’améliorer la production durable de cette
culture sous contrainte saline.

Mots clés : Féverole, Stress salin, Germination, Croissance, Fixation de N2, Tolérance.
Souches, Taxonomie numérique.
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Abstract

The NaCl effect on the germination, growth and nitrogen fixation has been studied to
evaluate the responses of faba bean cultivars (Vicia faba L. minor), Castel, Maya,
Espresso and Sidi Aich under the salt stress. The purpose of this study is to improve the
faba bean under the salt stress.

The germination results showed the Espresso, Maya and Castel seeds have not been
affected by salt sress under concentrations below or equal to 250 mM NacCl, contrary to
Sidi Aich who demonstrate a sensibility starting from 150 mM NacCl.

The salt stress caused a reduction for all growth parameters (plant height, leaf area,
number of leaves and branches and total dry weight), of the nodulation (nodule
number/ plant and nodule dry weight) and the nitrogen fixation (nitrogenase
activity).The responses varied with cultivars and with the salt dosage applied. Castel and
Maya cultivars recorded in the presence of 100 mM NaCl a decrease in dry weigh by
84%, while the cultivars Sidi Aich and Espresso less affected, show a declines above 60%
compared to the control.

An increase in proline content in 4 cultivars registered, at 100 mM NaCl in cultivars Sidi
Aich and Espresso. Moreover, the Castel and Maya cultivars accumulate more Na+ ions
in their leaves and roots in comparison to others varieties. They recorded a 40% of
survival rate, at 100 mM NacCl, while the double (80% of survival rate) was noticed in
Sidi Aich and Espresso cultivars. To this concentration, the Castel and Maya exhibit a
decline weight of 100 seeds by 66% and 84% respectively, against a decline of 42% and
46% at Espresso and Sidi Aich,

The analysis of the main components under different salt treatments revealed two
groups, the first one is salt tolerant this include Sidi Aich and Espresso cultivars, the
second is salt sensitive and this include Castel and Maya cultivars. Indeed, Sidi Aich and
Espresso cultivars have chlorophyll pigment content less affected by salt, better
production of dry matter, the Na* lowest in the leaves, better survivability contents

higher proline and better performance. Therefore these characters can be used as



selection criteria for salt tolerance in faba bean.
The numerical analysis of phenotypic profiles of the strains tested showed that 4
varieties of faba bean subjected to different salt concentrations select diverse strains.
However, this allows us to accurately select the right candidates for any inoculation test
and with the aim of promoting the symbiotic nitrogen fixation and thus to improve the
sustainable production of this crop under stress.

Keys words: Faba bean, Salt stress, Germination, Growth, Nitrogen fxation, Strains,

Taxonomy.
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Introduction

Introduction générale

Dans les régions arides et semi arides, le clirratcsée un effet évaporatif élevé ce qui
nécessite de grandes quantités d’eau pour l'iidgades cultures. L'utilisation intensive des
ressources en eau, conduit inévitablement a laisafion des sols, pouvant limiter séverement
leur productivité.

Selon Lepri (2006), 10 a 15% des surfaces irrigutsess le monde souffrent, a des degrés
divers, de problemes de salinisation ; 0,5 a 1%sdésices sont perdues chaque année et prés
de la moitié des surfaces irriguées sont menacéagaerme. Actuellement, sur 1.5 milliard
d’hectares de terre cultiveée dans le monde, envifbmillions d’hectares sont affectés par la
salinisation (Munns et Tester, 2008).

En Algérie, prés de 3,2 millions d’hectares subisse des degrés de sévérité variable, le
phénoméne de salinisation dont une bonne parti¢rcaeve localisée dans les régions
steppiques ou ce processus est plus marqué ddefaitempératures élevées durant presque
toute 'année, du manque d’exutoire et de I'abselecdrainage efficient (Szablocs, 1989). Ce
probleme a été observé dans plusieurs régions vl (@hélif, Relizane, Ain Témouchent,
Hautes plaines de Sétif et de Constantine). Latsita grave dans laquelle se trouve certains
périmétres irrigués de I'Oranie, illustre parfaiemh les dimensions de ce phénoméne
(Kessiran, 2003).

L’exces de sel dans le sol, affecte la germinaties semences, retarde la croissance des
plantes entrainant par conséquent une baisse damemt (Munns, 2002).

La plante exposée a la contrainte de salinisaténlenche des mécanismes de tolérance ou
une réaction d’adaptation lui permettant de fa@reefa cette nouvelle situation et poursuivre
sa croissance (Flowemst al, 1977).

Ces mécanismes qui peuvent s’exprimer déja dagslae pourrait étre un indicateur de la
tolérance des plantes au sel pour les stadeseuitérde développement (Misra et Dwivedi,
2004). D’autres criteres ont été proposées commseanae, la vigueur, les dommages foliaires,
la taille des plantes et le rendement (Subbarmleanken, 1994 ; Ashraf et Harris, 2004);
ainsi que la production de métabolites spécifiqptd@accumulation d’'ions (Hasegawéaal,
2000).

Pour trouver une solution a cette contrainte deshodés efficaces sont requises pour
ameéliorer la tolérance au sel pour de nombreusestéa de plantes cultivées. Ceci passe
obligatoirement par la sélection des variétés pouvse développer et fournir de bons
rendements sous stress salin. Le choix des variél&santes aux sels est tributaire d’'une
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connaissance approfondie des mécanismes physiaksgef biochimiques mis en jeu par les
plantes pour s’adapter a cette contrainte (Trinckaml, 2004). Ces mécanismes sont plus
complexes quand il s’agit d’'une légumineuse etaresymbiote.

Le choix de la féverole pour ce travail est diché gon intérét tant sur le plan nutritionnel, par
son apport en protéines, que sur le plan agronamigar sa contribution a I'enrichissement
du sol en azote grace a la fixation symbiotiquéadmte qu’elle réalise en association avec
des rhizobia (Ducet al.,, 2010). De ce fait la recherche de souches Rigzobium
osmotolérantes a haut potentiel fixateur d’azotet ddre intégrée dans la sélection
d’association®khizobiurAégumineuses tolérantes a la salinité. La séedat I'identification

de ces souches permet ensuite la fabrication cliinon et I'inoculation des cultures et des
semences de légumineuses par Rbgzobiumtolérantes a la salinité. C’est une pratique qui
permet d’implanter de maniére durable dans un’swculum rhizobien afin qu’il puisse
établir au rythme de la succession des culturessymbiose efficiente avec sa plante hote
(Rasanen, 2002).

C'est dans cette problématique que s’inscrit cétiede qui a pour objectif principal,
I'évaluation de la réponse de 4 variétés de féeefdicia fabal. minor) au stress salin. Ces
réponses sont évaluées par la mesure des paramdétm@eissance, de nodulation ainsi que
des parametres physiologiques et biochimiques. jeaih étant de contribuer a la mise au

point d’un test de sélection pour 'améliorationldééverole sous contrainte saline.

La présente thése comporte trois chapitres

Chapitre 1
Revue bibliographique rapportant 'importance dsylimbioseRhizobiumleégumineuse et

I'effet du stress salin sur la croissance et leettiypement des légumineuses en général.

Chapitre 2
Effet de différentes concentrations en NaCl swdanination, la croissance, la symbiose et le

rendement de quatre variétés de féverdleig fabaL. minor).

Chapitre 3
Isolement et caractérisation phénotypique des ssudeRhizobium gtraites des nodosités

de 4 variétés de féverole.
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1. La symbioseRhizobium légumineuse

La symbiose intracellulaire qui s’établit entre thgerses bactéries du sol appelées rhizobia,
et les plantes de la famille des lIégumineuses #@baua formation de structures appelées
nodosités sur les racines des plantes et parfoilesuiges des plantes aquatiques. Dans les
cellules de ces nodosités, les bactéries se diif@et en bactéroides capable de réduire
I'azote atmosphérique Nen une forme assimilable par la plante héte (leinal, 1996 ;
Francheet al, 2009). En contre partie, la plante fournit aact@éries une niche dans laquelle
elles peuvent se multiplier abondamment et des osggpcarbonés issus de la photosynthése.
Cette interaction constitue une symbiose, puisgs@éux partenaires vivent en contact étroit,
et un mutualisme, puisqu’il s’agit d'une associati@ bénéfice réciproque. Grace a cette
symbiose, les |égumineuses sont capables de pailmserdes sols pauvres en azote minéral
ou organique (Gough, 2009).

1.1. Les Fabacées ou légumineuses

Les légumineuses constituent la troisieme supeiliarpar ordre d'importance chez les
angiospermes (Doyle et Luckow, 20083 famille deg-abaceaeappelée aussi légumineuses
est extrémement diverse, avec environ 18000 es@ecdsgveloppement tres varié, incluant
de petites plantes herbacées annuelles, des apdstelianes et des arbres (Gough, 2009).
La majorité des espéces sont dans la sous-faRulf@lionideaeavec 476 genres et environ
14000 especes. La sous-familtmosoideaecontient 77 genres et environ 3000 especes. Et
la sous-famille de€aesalpinoideaeontient 162 genres et environ 3000 espéces (Sdtrir
al., 2005). La sous famille deRapilionoideaeregroupe les especes cultivées les plus
importantes économiquement: le sdialycine may, le haricot Phaseolus vulgar)s le pois
(Pisum sativur) la luzerne Medicago sativg I'arachide Arachis hypogaéea le pois- chiche
(Cicer arietinun), et la feve VYicia fabg (Broughtonet al., 2003). Parmi les espéces de
légumineuses décrites, seulement 2800 ont été arasiipour la nodulation racinaire
(Sprent, 2001).

Les |[égumineuses représentent 35% des protéinésaleg) utilisées au niveau mondial pour
I'alimentation humaine et animale. D’un point desvoutritionnel, la composition en acides

aminés des légumineuses est tres complémentagelldedes céréales. En effet, les protéines
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provenant des céréales sont déficientes en lysheles légumineuses a graines sont
déficientes en acides aminés sulfurés et en trijzatiop (Wangetal., 2003).Les Iégumineuses
sont également cultivées pour leurs huiles alimesgta(soja, arachide). En plus de leur
contribution a la fixation symbiotique de I'azo&des constituent un potentiel de reforestation
et de contrble de I'érosion des sols et un couxégétal pour les terres dégradées lorsqu’elles
sont en association (Revellin, 2009). Les légunsaeuUavorisent également la survie de la
faune sauvage, ce sont des especes source de ontelbgant au développement des
pollinisateurs tels que les abeilles (Terzot etkat, 2007).

Les Iégumineuses associées a leurs symbiotes pgediverutilisées en phytoremédiation car
elles ont la propriété de faciliter la dégradatitencontaminants du sol, comme les pesticides
et les herbicides (Revellin, 2009). Elles ont lapieté également de réduire leN
(protoxyde d’azote) puissant gaz a effet de sema\b. Ces effets ont été observés sur un sol
de luzerne avesinorhizobiummeliloti (Henault et Revellin, 2011).

La culture des légumineuses représente donc léennerhoyen de produire des protéines tout
en respectant I'environnement : c’est un exemplewwire dans le cadre d’'une agriculture

durable.

1.1.1. La féverole Yicia fabaL. minor)

Les féves et féveroles appartiennent au g¥ivia fabaa 2n = 12 chromosomes. Cette espéce
de Iégumineuse annuelle de la famille #adaceae sous-famille des-aboideae tribu des
Fabeaedont elle est le type ; présente une assez gnreautikebilité morphologique (biologie
florale, taille et composition du grain, hauteus gantes, rendement, efficience de la fixation
symbiotique de I'azote atmosphérique et la tolésaauax stress abiotiques et biotiques) (Duc
et al, 2010).

Selon Muratova (1931) la féverol¥i€ia fabal.) posséde deux sous-espevedabasubsp
paucijauga(Alef.) Murat. etV. fabasubspeu-faba Dans la sous-espéea-fabaon dénombre
trois variétés différentes classées selon la tdéléeurs graines (Gallais et Bannerot, 1992) :
-Vicia faba L. minor Beck, la petite feve ou féverole dont la grainespetite, est plus ou
moins cylindrique ou ovoide Iégerement compriméésée pour I'alimentation animale ;
-Vicia faba L. equina Pers, la feve a cheval a grains moyens, utilisgseénent pour

I'alimentation animale ;
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-Vicia faba L. major Harz, la féve maraichére, a grosse graines aplatiegant mesurer 2 a

3 cm de long, destinée a la consommation humaine.

La culture de la féverole est pratiquée danadnde entier. Elle est trés répandue en Europe
occidentale et du nord, destinée particulieremdiaienentation du bétail. C’est une culture
de l'ancien monde répandue avec la révolution tiéqlie, dont les plus anciens centres
connus se situent au septieme et huitieme milléraaiant notre ére au proche orient dans le
croissant fertile (Doré et Varoquaux, 2006). Seftubero (1973), le centre d’origine de
Vicia fabaest le proche Orient ; elle s’est ensuite diffusgeeEurope, de I'’Afrique du Nord

en direction de la cbte espagnole, le long dupik vers I'Ethiopie, et a partir de la
Mésopotamie vers I'Inde. Par contre, selon Maxi&iPp), le centre d’origine déicia faba
serait le Sud Est de I'Europe et le Sud OuestAtsd.

Décrite par Linné en 1753, la féverole (Ticlaben anglais et Foueyla en arabe) est une
plante dicotylédone, annuelle herbacée d’une tqilievarie entre 60 a 200 cm.

Elle se caractérise par une tige robuste et cré&ilgeposséde une capacité d’enracinement de
60 a 80 cm, portant des nodosités abondantes darg0lpremiers centimétres. Les feuilles
sont composées de deux a trois paires de folialge$ ovales, entieres et succulentes.

Ses fleurs, de couleur blancbmées de motifs noirs et pourpias violaces, sont disposées
par grappes de 2 a 9 fleurs a I'aisselle des &= (BGallais et Bannerot, 1992)e fruit est une
gousse contenant 4 a 9 graines, disposée en beugukaisselle des rameaux foliaires.
D’abord verte, elle est noiratre a maturité (Laumagnl979). La plupart des graines sont de
formes ovales, plus ou moins réguliéres et parfigcies en leur milieu suivant les variétés
et de couleur blanche, beige, verte ou marron [tk et wind, 2008).

Deux types de développement peuvent étre distingjugs la féverole :

-le type hiver ramifié a sa base, a longue périgggtative et présentant un certain niveau de
résistance au froid,

-le type printemps a tige généralement unique,tdmg de végétation rapide, sensible au
froid (Moule, 1972).

La féverole pousse particulierement bien dans ¢¢s argileux ou de limon argileux bien
drainés. Elle craint les fortes températures esdaheresse a la floraison et au stade de
remplissage des grains. La température optimatgaissance est comprise entre 21 et 27°C.
Elle n’aime pas les sols humides et asphyxiantiessols séchant et peu profonds, ni les pH

trop faibles. Par contre, elle tolere bien les smdlouteux avec une bonne capacité de
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rétention d’eau. Sa culture peut étre effectuées dies zones bénéficiant d’une pluviométrie
supérieure a 400 mm/an (Zaghouane, 1991).

1.1.1.1. Intéréts et domaines d’utilisation de |&verole

La féverole est d'une valeur énergétique élevéeotaposition moyenne de féverole pour
100g de MS a montré gu’elle constitue une bonngceode glucides (48,9-52%), de
protéines (27- 29%) et de fibres (8%), et présangefaible teneur en matieres grasses (1,5%)
(Cuq et Leynaud-Rouaud, 1992). Elles se mangeithes, ou en légume sec quand elles
sont récoltées a maturité. La qualité des féverpleposées a Il'alimentation humaine a
progressé avec la sélection de variétés a faibkeuteen vicine-convicine (MC Vicaat al,
2013). Elles sont connues également pour leut é&eéduction du cholestérol dans le sang,
et leur effet hypoglycémiant (Messina, 1999). Celaen, leurs graines contiennent des
facteurs antinutritionnels comme les facteurstiyp$iques qui vont baisser la digestibilité
des composants nutritifs de la graine et des pléytalglutinines qui altérent et atrophient les
villosités de la muqueuse intestinale (Calet, 1992)

Depuis peu, en Europe du Nord, la farine de féeesel substitue partiellement & la farine de
soja qui est aussi utilisée comme adjuvant de atidn (Crepon, 2007). La féverole offre
également de grandes possibilités pour l'alimematies animaux d’élevage (ruminants et
volailles) grace a son excellente valeur nutritidge son appétibilité universelle et a sa
préparation facile (INIP, 2002).

La féverole apporte une certaine contribution esteaen fixant et en intégrant une partie de
'azote atmosphérique, lorsqu’elles sont utiliséas rotation ou en association dans les
systemes de culture (McVicat al, 2013). Les résidus de cette culture sont plcises en
azote et contribuent a enrichir le sol en cet étémlees cultures succédant aux légumineuses
peuvent aussi bénéficier indirectement de I'azi® far I'entremise des résidus laissés par la
|égumineuse (Chalck, 1998).

Dans beaucoup de cas la féverole a confirmé séréinén tant que plante de couverture, de
surcroit c’est une légumineuse avec une capacifixalton de 30 a 100 kg de N/ha pour une

interculture de 2,5 a 3 mois.

Par ailleurs, la taille des graines qui augmentelame des semences, lui octroie un pouvoir

germinatif sans égal et suffisamment de réservag pdnstaller quel que soient les
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conditions climatiques ou de semis. En complémeatte culture posséde un systeme
racinaire trés agressif et structurant qui en mlastravailler le sol et induire de la bio
fissuration, en consommant lI'eau du profil, dynamsomme toutes les Iégumineuses,

I'activité biologique (Proléa, 2009).

1.1.1.2. Production de la féverole dans le mondeen Algérie

La production mondiale de graines est de I'ordr&@enillions de quintaux, dont le principal
pays producteur est la Chine avec 14 millions datgux. Les autres pays producteurs sont
I'Ethiopie (7,15 millions de quintaux), I'Australi@ millions de quintaux), le Royaume-Uni
(3,77 millions de quintaux) et la France (3,06 ioils de quintaux) (Unip et Eurostat, 2014),
ce dernier étant aujourd’hui le seul pays capakldodirnir des graines a faible teneur en

vicine-convicine.

En Algérie, la féverole a été l'une des espéces des utilisées dans les régions
montagneuses, particulierement en Kabylie, polimentation humaine et animale. La seule
variété de féverole cultivée connue est « Sidi AiqZaghouane, 1991).

Peu d’effort de recherche et de travaux ont étésésasur I'introduction de semences et la
création variétale. De nos jours, la féverole vaki est souvent issue d’'un mélange variable
de semences. Les agriculteurs utilisent une vadié@&e ferme, c’est a dire qu’ils produisent
leurs semences eux mémes, et ne tiennent pas cdmptepureté variétale. Cette culture voit
sa superficie décroitre a chaque campagne agratode retrouve actuellement en voie de
régression.

La feve et féverole constituent les Iégumineuskseaitaires les plus cultivées en Algérie. La
superficie totale réservée a ces cultures est d&#68#ha avec un rendement moyen de 11,3
gx/ha (DSAEE, 2013). Les principales zones de cellen Algérie sont Chlef (6255 ha),
Tlemcen (4570 ha), Skikda (4490 ha), Guelma (2740 Souk Ahras (2400 ha), Relizane
(2145 ha) et Mostaganem (1445 ha). Le rendementemaje ces régions est faible,
n'excédant pas les 13,5 gx/ha. Toutes les autrg®n® du Nord de I'Algérie, cultivent
également la feve et la féverole, mais sur desrfaes beaucoup moins importantes. Le
rendement moyen le plus élevé est enregistré @snefions de Tipaza et Saida atteignant
21 gx/ha suivi de Constantine et Bejaia avec 1RajDSAEE, 2013).
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1. 2. Les rhizobia:Rhizobium leguminosarunbv viciae

Les rhizobia sont des bactéries aérobies du sdloguipartie de la subdivision des 3 ety
protéobacteries, un groupe important et diversiféé@ micro-organismes a Gram négatif.
Actuellement, on préfere utiliser le terme BNL (Baes Nodulant les Légumineuses) a la
place du terme rhizobia qui lui dérive du nom dorg&hizobium(Zakhiaet al.,2004).

Ces bactéries présentent la capacité de rentreyrehiose avec des plantes de la famille des
fabacées en formant des nodosités racinaires dinaiaes (Oldryod et Downie, 2004).

Cette symbiose confere aux fabacées, I'aptitudguenparmi les plantes de grande culture de
fixer I'azote de I'air et de s’en nourrir (Gougt(D).

Les rhizobia sont capables également d’'interagecde systeme racinaire des plantes non
légumineuses et d’améliorer la productivité agecdtlles sont regroupées sous le terme de
« Bactéries promotrices de la croissance végétéilant growth promoting rhizobacteria ou
PGPR). Ces bactéries en interaction mutualiste Eageplantes n’induisent pas la formation
d’'un organe spécifique, mais les deux organismedigonés tirent profit de cette relation non
obligatoire. Différents travaux ont démontré lesfeisf bénéfigues deRhizobium
leguminosarunsur la laitue et la canne a suc(gingh, 2013). Les effets bénéfiques de ces
PGPR se traduisent par une synthése de phytohosmdeesidérophores (Ahemad et Khan,

2011) et une augmentation de la solubilisatiopldosphate (Khan, 2010).

1.2.1. Evolution de la classfication des rhizobia

La taxonomie de®hizobiaceae connu de profonds remaniements du fait de I'dbardu
spectre d’hdéte comme important critére pris en dengour la définition des espéces et de
I'adoption des criteres généralement retenus pouetassification bactérienne (Vandamete
al., 1996).

Initialement Fred etWaksman (1932) ont défini les groupes d’inoculattonisée, en partant
du concept que les rhizobia peuvent étre classésnetion de la plante hote avec laquelle ils
entrent en symbiose. Cependant, les limites de ckssification sont rapidement apparues.
Parallelement, Lohnis et Hansen (1921) proposdemnhotions de rhizobium & croissance
lente et rhizobium a croissance rapide baséesesuvitesses de croissance sur milieu de
culture. Le terme croissance rapide se réfere ahiasbia associés a la luzerne, au tréfle, au
haricot et au pois ; tandis que le terme croissamct désignait les rhizobia du soja et de

vigna.
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La classification proposée par Bergey’'s Manuasydtematic Bacteriology (Jordan, 1984)
reconnaissait deux genres regroupés dans la famédke Rhizobiaceae Rhizobium et
Bradyrhizobium Le genreRhizobiunmcomprenait trois espéces loti, R. melilotiet

R. leguminosaruimcette derniere espece étant divisée en troisalsavrifolii, phaseoliet
viciae (Jordan, 1982)Le genreBradyrhizobiumne comprenait que I'espégaponicum
(Jordan, 1982).

En 1988, la combinaison d’études polyphasiques #&ylogénétiques a modifié
considérablement la taxonomie des rhizolileux genres nouveaudzorhizobiumDreyfus

et al, 1988) efSinorhizobium( Chenetal., 1988) et six nouvelles espéces ont été proppsée
A. caulinodans(Dreyfus et al., 1988), S.fredii et S. xinjiangensig Chenet al., 1988),R.
galegae(Lindstrom, 1989)R. tropici (Martinez-Romeretal., 1991),R.huakuii(Chenetal.,
1991). Cette classification a été contestée, tantieeau de certaines especes et biovars que
pour certains genres comn&norhizobiumJarvisetal., 1992).

Plus tard, I'étude des genes codant pour 'ARNr agmontré la proximité phylogénétique
entre le genreRhizobium et Agrobacterium d’'une part et entreBradyrhizobium,
Rhodopseudomonast Nitrobacter d’autre part (Sawadat al., 1993). Ceci a conduit a une
classification plus affinée et une nomenclatures gitécise dans les genre#\gfobacterium

et Rhizobium Ainsi, en plus des quatre genres des bactériebistiques des lIégumineuses :
Rhizobium SinorhizobiumBradyrhizobiumet Azorhizobiumet une vingtaine d’espéces ; un
cinquieme genreMesorhizobiuna été reconnu.

L’isolement de nombreuses souches a partir de shgenégumineuses non étudiées
auparavant et leur caractérisation par des appsqublgphasiques et phylogénétiques basées
sur l'analyse des locis atp D et rec A (Gaetdl., 2001 ; Vinuesa&t al, 2001) et sur 'ADN
16S ont permis de décrire de nouveaux genres ebulelles especes (Zakhia et de Lajudie,
2001 ; Sawadat al., 2003).

Actuellement, un total de 98 espéces de rhizolpartis en 14 genres et appartenant aux
classea- Proteobacteria (11 genre$); Proteobacteria (2 genres) et Proteobacteria (1
genre) ont été identifiees (Berrada et Fikri Behbra, 2014). Les genres de la classe
Proteobacteria Rhizobium (Franck, 1889),Bradyrhizobium (Jordan,1982),Azorhizobium
(Dreyfus et al., 1988), Ensifer (anciennement Sinorhizobiumh (Chen et al, 1988),
Mesorhizobium(Jarviset al.,1997), Methylobacterium(Sy et al., 2001) Devosia,(Rivas et

al., 2003), Microvirga (Kanso et Patel, 2003)Qchrobactrum (Trujillo et al, 2005)
PhyllobacteriumVValverdeet al.,2005),et Shinella(Lin et al, 2008).
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Les genres de la clasge ProteobacteriaBurkholderia(Moulin etal., 2001)et Cupriavidus
(anciennement RalstonigiChenet al., 2001). Le genre de la classe- Proteobacteria est
Pseudomonas gshiraissiet al, 2010).

Cette classification est loin d’étre définitiveleebst dynamique et en perpétuel changement,
ce qui la rend complexe. Cette complexité est reiesnent liée a la diversité des isolats
bactériens et des plantes Iégumineuses mais aussiad phénomene naturel qui est le
brassage génétique entre les bactéries du soktjgoavent soldé par un transfert latéral des
genes entre les souches du méme genre ou de diff@yenres (Berrada et Fikri-Benbraham,
2014).

Les bactéries symbiotiques nodulant le geviregia faba ont été initialement décrites par
Franck (1889)Rhizobium leguminosarutmiovar viciae (RIv) est capable de noduler toutes
les especes de Iégumineuses appartenant a ladggiciae comprenant les genre¥icia,
Pisum LathyrusetLens(Jordan, 1984).

A l'instar du terme biovar, Rogetal. (2011) ont proposé récemment le terme symbicrar,
suivant le concept pathovar classique pour lesébiast pathogénes des plantes. Symbiovar
s’applique pour différencier les rhizobia d’'une &sp mais qui possede une gamme d’héte
différente. Ainsi, ce terme s’est étendu a d’autgesires :Ensifer Mesorhizobiumet
Bradyrhizobium

Divers travaux ont porté sur la diversité et lacHip@té symbiotique vers les plantes hotes des
souches d&hizobium leguminosaruiiovar viciae isolées de tous les continents (Laguerre
etal., 2003 ; Barret al., 2008). Ces travaux ont mis en évidence desrdiffées génétiques
entre ces souches capables de noduler les |égusemde la tribu dédiciae

Alvarez Martinezet al (2009) ont suggéré une origine commune en Eupope les souches
de Rhizobium leguminosarurbiovar viciae d'ou elles auraient diffusés vers d’autres
continents.

Depuis 2008, d’autres especesRlgzobiumcapables de noduler les [égumineuses de la tribu
de Viciae ont été décrites, comnkthizobium fabadsolées a partir de nodules de féverole en
Chine capable de noduler le pois (T&tral., 2008), présentant des génes nodC similaires a
ceux du biovawiciae (Rogel et al, 2011). Saidet al (2014) ont proposé une nouvelle
especeRhizobium laguerreaecapable de noduleVNicia faba dans différentes régions

géographiques (Tunisie, Pérou et Espagne).
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1.3. La nodulation

La symbiose rhizobia-légumineuse résulte d'unerattton hautement spécifique entre la
plante et la bactérie. L'établissement et le farmiement de la symbiose sont sous le
controle génétique des deux partenaires. La recssarae entre les deux symbiotes est

possible grace a des échanges de signaux molé&su(aimpens et Bisseling, 2003).

1.3.1. Les signaux moléculaires

L’installation de la symbiose est contrélée pardimlogue moléculaire qui se met en place
entre la bactérie et la plante héte (Fig.1). Esgmée de substances inductrices provenant des
exsudats racinaires (flavonoides et bétainespri@®ines regulatrices synthétisées par Nod
D de la bactérie sont activees. Ces derniéres pessald@ maniére constitutive chez les
rhizobia, sont des facteurs de transcription danraille LysR indispensables a I'activation des
génes nod (Long, 2001).

Les genesiod ABClJsont des genes communs tres conservés chezflaeuiés espéces de
rhizobia. L’expression des génes structuraux ciradla production de signaux bactériens
constitués de lipo-oligosaccharides ; ce sont &gefirs de nodulation ou facteurs Nod
(Duhoux et Nicole, 2004).

Legume

n=2-3

Rhizobium

oH
OH /
HO
Flavonoid

HO ©

Figure 1: Echanges de signaux controlant les imactions symbiotiques précoces
(Lindstrom et al, 2010).
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Les génes de rhizobia essentiels pour I'infectibla @odulation incluent les géneed (nod,

nol, nog, les génedisn (génes de nodulation spécifiques de I'héte) ettdés genes qui
codent pour I'expression et la synthese de moléalgestructure de la surface bactérienne tels
que les genegxo responsables de la synthése des exopolysacchaatidss genedps
responsables de la synthese des lipopolysacchdBdasghtonet al, 2000).

Les facteurs Nod sont des lipo-chito-oligosacchewidLCOs), formés par 3 a 5 résidus N-
aceétyl-glucosamine liés par des liaisons 3 (1-f)atide gras est lié a la partie non réductrice
du sucre terminal (Dénaret al, 1996). Ces facteurs Nod synthétisés par diftéseespéeces
de rhizobia portent diverses substitutions (fucoswlfuryle, acétyle, méthyle, carbonyle et
les résidus arabinosyle) qui déterminent la sp@t@fid’hdte (Oldoryd et Downie, 2004). lIs
jouent un roéle dans l'induction du programme sytique précoce de la plante héte
(Gough, 2009).

Chaque espece de rhizobium produit une structufaaeurs Nod qui lui sont propres, avec
des substitutions différentes déterminant sa sp#ééifi’hote et son activité biologique. Ainsi,
un nombre restreint de rhizobia est capable delapdm nombre restreint de légumineuses,
en revanche, certains microsymbiotes s’associeat glusieurs partenaires. Les réponses
cellulaires aux facteurs Nod sont les plus visibldsux processus sont simultanément mis en
place, le développement du nodule au niveau dexadcinaire et le développement d’'un

cordon d’infection depuis les poils absorbants ytesg nodule (Perredt al., 2000).

1.3.2. La formation des nodules

Apres perception des facteurs Nod par la plants, filx d’ions traversent la membrane
plasmique de I'épiderme racinaire et entrainent aépolarisation membranaire. Cette
derniere s’accompagne d'oscillations périodiques catcium intracellulaires ainsi que
I'expression des génes de la plante impliquée desmstapes précoces du cycle cellulaire
(Anéet d., 2004).

Les différents événements aboutissant a la formationodule (Perredt al., 2000) sont a.

la fixation du rhizobium ainsi que la déformatioesdoils absorbants de la racine permettant
d’englober la bactérie située a proximité formation d’'un cordon d’infection conduisant la
bactérie jusqu’a un primordium nodulaire issu dessions cellulaires corticales (Crespi et
Frugier, 2008 ; Oldroycet d., 2011); c. libération des bactéries par endocytose dans les
cellules du primordium nodulaire (lvanoet al, 2010); d. le primordium nodulaire se

développe alors en nodosité pendant que les celhdretrent dans les cellules végétales et se

12
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différencient en bactéroides formant ainsi le sysbine (Brewin, 2004) dans lequel la
fixation de N va se réaliser (Djordjevic, 2004 ; Giraedal.,2007).

. Pales
radicaux
Rhizobia
-— 7 3 |
La bacténese transforme {110 : j -
2 © . bactéroide 3 l'inrieur 2 ) —
da la eallula 1Epatla &} Formation du cordon 4 infection
par lequal les thizobivms pénstrar
dane les callules vépsdtales.

Figure 2 : Les différentes étapes du processus de nodulatidraghire, 2012).

Les bactéroides sont responsables de la réductonl’adote atmosphérique ,Nen
ammoniaqueNH;" grace a l'action de la nitrogénase (Peters eta®yil 2006). Le
développement d’'un nodule fonctionnel nécessitpréaluction par les cellules hoétes, d’'un
certain nombre de protéines spécifigues du nodappelées nodulines. Les nodulines
précoces sont exprimées pendant le processus diorieet le développement du nodule.
L’expression des nodulines tardives coincidentcalee début de la fixation, elles sont
impliquées dans le fonctionnement et la maintenahceodule. La leghémoglobine est la
noduline tardive la plus abondante, elle est d@dine de la couleur rose chez les nodules et

permet la régulation de I'oxygene chez les baat@®(Oldroyeckt al, 2011).

Sur la base de leur morphologie, du site d'inibiatdes divisions cellulaires du cortex et la
durée du fonctionnement du méristéme nodulairendesiles de légumineuses se subdivisent
en deux catégories : nodules déterminés et indétésnfFransseat al, 1992 ; Maunourgt

al., 2008).

13
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Chez les légumineuses tropicales telles Bhaseolus vulgariet Glycine max les nodules
de type déterminés sont initiés a partir du codrterne dont la persistance du méristeme
disparait trés tot et la longueur du nodule esitdimLa croissance du nodule se fait par
élargissement des cellules, donnant une forme @digon

Les nodules des légumineuses tempérées tellelledieago truncatulaPisum sativunou
Vicia fabasont indéterminés. lls se développent a partircédiales du cortex interne, et ont
un méristeme apical persistant qui produit en ooietide nouvelles cellules, ce qui se traduit

par des nodules de forme allongée (Timnetral, 2000).

1.3. 3. Fonctionnement des nodosités

Le nodule mature est capable de réduire 'azote&outdire grace a un complexe enzymatique
appelé nitrogénase. Le pouvoir fixateur des baitémest codé par des génes bactériens qui
sont : les genelix essentiels a la fixation d’azote et les gemésmpliqués dans la synthése
de la nitrogénase, dont les génes de structifire nifD et nifK (Halbeib et Ludden, 2000 ;
Masson-Boiviret al., 2009).

La nitrogénase est composé de deux métalloproté@nescomportent trois groupements
prosthétiques (Deaat al, 1993). La protéine | appelée dinitrogénase ed€tramére de haut
poids moléculaires (220.000 Daltons) contenanbfaateur a fer et a molybdene appelé Fe-
Mo-Co au niveau duquel 'azote moléculaire est ittdn ammoniaque (Newton, 1993). La
protéine Il ou dinitrogénase réductase qui contdntfer et du soufre est responsable du
transfert des électrons a la dinitrogénase (Elrhefi®97).

Le genenifH code pour la dinitrogénase réductase, alors qugdaexifD et nifK codent
pour la dinitrogénase. Durant la catalyse, lestilas sont délivrés de la dinitrogénase, dans
un processus impliquant I'association et la diss#tmi des composants protéiniques et
I'hydrolyse de deux molécules Mg-ATP pour chaquangfert d’électrons. Ces électrons
peuvent étre représentés par des produits de pintihése, de fermentation de sucres, ou de
composes du cycle de Krebs (Eady, 1986).

La nitrogénase exige non seulement la présence diumeur d’électron a bas potentiel
d’oxydoréduction, mais aussi celle de 'ATP et d$aVig™.

La fixation d’azote est un processus trés coutuxnergie, la réduction par la nitrogénase
d’'une molécule de Nen 2 molécules de NHnécessite au moins 16 molécules d’ATP et 8

électrons (Jonest al, 2007). La réaction catalysée par cette eezgstla suivante :
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Mg™
N+ 8H" +82~ + 16ATP — 2Ng# Ho+ 16 ADP + 16 Pi

La production de 'ammoniaque s’accompagne d’'unagément de molécule d’hydrogéne.
L’émission d’hydrogéne constitue une perte d’éreemgii réduit I'efficacité de la nodosité. |l
existe des bactéries fixatrices d’azote telles Bsmlyrhizobiumpossédant une hydrogénasse
membranaire Hup+ permettant de recycler I'hydrogeraguit par la nitrogénase ce qui a
pour effet d’'améliorer I'efficacité des nodositéta(beib et Luden, 2000).

Le fonctionnement de la fixation d’azote néceskiteontribution des deux partenaires. La
plante fournit un environnement micro aérobie, Wmdrgie et des sources de carbone
nécessaires au fonctionnement de la nitrogénaseorbglexe nitrogénasique est tres sensible
a l'oxygéne alors que I'énergie requise par latfora de l'azote implique une activité
respiratoire aérobie chez les bactéroides. Ce ph&me paradoxal est résolu par plusieurs
mécanismes qui participent au contrdle de la cara#on intra-nodulaire de I'oxygéne, ils
concourent également a la protection de la nitragércontre I'oxygénea. la respiration
intense des bactéroides empéche I'accumulationodggeéne et diminue son taux intra-
nodulaire ;b. existence a la périphérie des nodules, au niveaicéllules internes du cortex,
d’'une barriere a la libre diffusion de I'oxygene.;la présence d’'une protéine propre a la
symbiose rhizobium-légumineuse, la leghémoglobioe fixe I'oxygéne et permet de le
maintenir a faible pression partielle (@ttal, 2005).

L’azote moléculaire fixé sous forme d’ammoniaqeerstrouve directement dans le flux
métabolique de la plante ou il est transformé enpmsés azotés organiques assimilables par

la plante (acides aminés, amides, etc.) (Grahd@a&bwsky, 2006).

1.4.La salinité

La salinisation des sols se traduit par une accatioul de sels solubles a la surface ou proche
de la surface des sols. Elle est due aux forts téémaporation qui favorise les remontées
capillaires et donc 'accumulation des sels quiedtadissous dans I'eau. Des précipitations
insuffisantes empéchent un lessivage des selsapausnulent. En dépassant un certain seuil
de minéralisation, le sol acquiert un caracterengMlermoud, 2006). La salinisation d'un
milieu implique la présence d’'une source de seigpqut étre naturelle, dénommeée primaire,
et une salinisation anthropique, généralementdiBerigation, que I'on appellera secondaire
(Cherbuy, 1991).
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A. Salinisation primaire

Dans le monde, prés de 80 % des terres saliniséesne origine naturelle, il s’agit d'une
salinisation primaire. Elle est due a la formatt@s sels pendant I'altération de minéraux et
de roches sodiques ou a des apports naturels esternDans les régions cotieres par
intrusion de I'eau salée ou submersion des terassds p. Inondation périodique par de
'eau de mauvaise qualitéc. Remontée d'une nappe phréatique salée prés dena z

racinaire (Mermoud, 2006).

B. Salinisation secondaire

L’agriculture moderne, en raison de défrichementdau lirrigation intensive conduit, a
'augmentation de la salinité des terres. L’irrigatcombinée a un mauvais drainage est la
cause la plus grave, parce qu’elle conduit a detepele terres agricoles productives. En
effet, méme une eau douce de meilleure qualitéemndes sels dissous, et si la quantité de
sels apportée par cette eau peut sembler néglegelabluantité d’eau apportée au fil du
temps entrainerait un dép6t cumulé de sel dansolesqui peut s’avérer considérable. L'eau
pure est perdue par évaporation mais les selsiteste’accumulent (Ciseau, 2006).

Qadiret al. (2001) énumerent d’'autres facteurs qui peuvedeanher une salinisation: des
pratiques culturales inadaptées, des effets indirde l'irrigation, l'intrusion marine et la

contamination par des déchets salins.

Il existe des moyens de prévenir ou de corrigealmisation a : Lixiviation, en donnant aux
cultures juste un peu plus d’eau que nécessaiéguigant ainsi la salinité dans la zone
racinaire et les sels sont transportés dans laheoaquifere qui les disperse, a condition que
le drainage naturel soit suffisar ; Drainage : des fossés ou des tuyaux souterraingepe
emporter I'eau salinecg : Meilleure utilisation de lI'eau d’irrigation, I'agpsion est plus

efficace que lirrigation de surface (Bouteyreatdr, 1992 ; Ciseau, 2006).

1.4.1. Définition des sols salés
Les sols salés ou sols halomorphes sont cargséduar leur teneur élevée en sels solubles
dans I'ensemble ou dans une partie du profil oulpaiégradation de la structure de I'un de

leurs horizons —ou de tout leur ensemble- soufiuénce de I'un des ions provenant de ces

sels en particulier du sodium (Aubert, 1976).
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On parle en général de sols salés ou sols halom®fphsque la concentration des solutions
en sels solubles dépasse 0.5g/L. Cette concemirash le plus souvent mesurée en
conductivité électriqgue (CE) de la solution de saturée exprimée en déci siemens par metre
(ds/m) (Robert, 1996). Selon Calvet (2003) unesil dit salé lorsque la conductivité de
I'extrait de sol saturé est supérieure a 4 dS/mba€C20u 4dS/m 40mM NaCl ou plus
(Tab.1). Les sels les plus communs présents daswudon du sol correspondent aux cations
Ca'2, Mg'2, Na', K*, et aux anions CISQ;2, NOs™.

Tableau 1. Classification des sols salinisés (Brad3002)

o Conductivité électrique Ratio d’adsorption
Classification L pH du sol .
(dS.m") du sodium
Saline >4.0 <8.5 <13
Salin-sodique >4.0 <8.5 >13
Sodique <4 >8.5 >13

Pour I'irrigation, la qualité de I'eau est d’'uneportance capitale pour le sol et la plante. Elle
est déterminée par ses composantes solubles, & sEvteneur totale en sels, la composition

ionique et la présence d'oligo-éléments. L’évalatie la salinité des eaux d’irrigation est en

général basée sur la conductivité électriqgue a 2588 eaux dont la conductivité électrique

est inférieure a 0.25 mmhos/cm sont faiblemennealalors que celles pour lesquelles cette
conductivité est comprise entre 0.75 et 2.25 mnanosont tres salines (Brady, 2002).

1.4.2. Importance de la salinité dans le monde et @lgérie

A la surface du globe existent de vastes zonesetsalinité élevée fait naturellement partie
de I'environnement. Les marais salins cotiers, samctéristiques de régions basses, souvent
des estuaires, qui sont submergées a marais hbum. forte salinité est également
caractéristique des déserts continentaux, I'évdioory est supérieure aux précipitations ; le

drainage est faible ou nul et les sels s’accumulans le sol (Fitter et Hay, 1987).

Une forte salinité est également présente suries de lacs intérieurs, comme le Grand Lac
Salé ou la Mer Morte, qui ne possédent pas d’'évaxuat qui accumulent du sel du fait de
I’évaporation. Une autre catégorie de sols tregssast constituée par les terres agricoles qui

ont éteé tres irriguées (Flowessal, 1977).
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Ainsi, la salinisation des terres est un probléemaenr a I'échelle du globe. Selon les
estimations les plus récentes, elle affecte déjanains 400 millions d’ha et en menace
gravement une surface équivalente (Nachtergael@wig, 2000). Selon FAO (2007), au
niveau mondial, 10 millions d’hectares des terndives sont abandonnées chaque année a
cause des problemes d'irrigation. Sur les 1,5 andé d’hectares de terres cultivées non
irriguées, seulement 2% (32 millions d’hectares)tsaffectés par la salinité a différents
degrés, alors que sur les 230 millions d’hectaesstdrres irriguées actuellement, ce chiffre
s’éleve a 20% (45 millions d’hectares) (Munns estér, 2008).

En Afrique, pres de 4M ha sont affectés par langaltion, soit pres de 2% de la surface
totale, en Tunisie 25%, en Afrique du Sud envi®dfh. Au Proche- Orient, pres de 92 Mha
sont toucheés, soit environ 5% de la surface totalePakistan, plus de 25% des surfaces
irriguées sont salinisées, aux USA 23%, en Indes pie 17%, et en Chine pres de 15%
(Mashaliet al., 2005).

En Algérie, prés de 3,2 million d’hectares subisserdes degrés de sévérité variable, le
phénomene de salinisation dont une bonne parti¢raaeve localisée dans les régions
steppiques ou le processus de salinisation estrpugué du fait des températures élevées
durant presque toute I'année, du manque d’exutelirde I'absence de drainage efficient
(Szablocs, 1989). Selon le Houerou (1995), les saliss occupent de vastes superficies. lls
sont localisés plus au Nord qu’au Sud, ils s’expnimmieux sous les isohyetes 450mm, qui
semble étre la limite supérieure des sols fortensamliques. Rouabhia et Djabri (2010)

estiment que 20% des sols irrigués sont concerredgs problemes de salinité en Algérie.

Ce phénomene est observé dans les basses plaimaiées de I'Ouest du pays ( Mina,
Cheliff, Maghnia, Habra Sig), dans les hautesnglaide 'Est (Constantine, Sétif, Bordj Bou
Arreridj, Oum EI Bouagui), aux abords des Chottsle@tSebkhas (Chott Ech Chergui, Chott
Gharbi, Chott Hodna, Chott Melghir, Sebkha d’'Orda Benziane, Zemmoul, Zazhrez Gharbi
et Chergui, etc..) et dans le grand Sud (dans #&s$s@t dans les régions sahariennes au Sud
de Biskra jusqu’a Touggourt, Quargla et au-del&).dy ( Insid, 2008).

Les travaux d’Aubert (1976) ont montré que l'orgides sols sodiques en Afrique du nord
est treés diverse, mais proviennent principalerdamie action de la mer ou de la présence de
dépobts lagunaires salés et gypseux répartis daabelle stratigraphique depuis le Trias
jusqu’au Quaternaire. Ces sols doivent égalementdéveloppement a la présence de nappes
salées, souvent proches de la surface ; et autbwedaines zones tres salées Sebkhas par

exemple, I'extension des terrains sodiques estdiaetion du vent.
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Figure 3 : Répartition des sols salins du nord déAlgérie (Insid, 2008).
1.4.3. Le stress salin

La terminologie utilisée dans la description d’'umvieonnement stressant et les réponses
gu’une plante peut y apporter a fait I'objet detcoverses. Levitt (1980) décrit la physiologie
du stress en I'abordant dans son aspect physicuame étant une force exercée par unité de
surface d’'un objet. En réponse au stress, I'objpiose une déformation, ou un changement
de dimensions. Pour Grime (1979), toute contragxterne au niveau d’'un écosysteme qui
limite la productivité en deca de la potentiali#@ngtique d’'une plante peut étre considérée
comme stress. Jones et Jones (1989) ont défitidssshiologigue comme étant une force ou
une influence hostile qui tend a empécher un systawnmal de fonctionner.

Les principaux stress environnementaux auxquelpléeges sont confrontées sont : le déficit
hydrique (sécheresse, faible potentiel hydrigua)salinité, la température élevée (chaleur) ;
les faibles températures (froid et gel), I'excégadi (inondation, anoxie), les radiations
(lumiere visible, ultraviolet), les produits chimies (pesticides, métaux lourds, polluants

atmosphériques) et biotiques (pathogenes, conmmp#titi
Le stress salin est une brusque augmentation cenlzentration en sel qui conduit d’une part

a un afflux plus élevé d’ions dans la cellule eaufite part a une perte d’eau par voie

osmotique. C’est pour cette raison que le strelgs shle stress hydrique se ressemblent sur
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certains points (Nultsh et Miesch, 1998). Cependarstress salin est plus complexe que le
stress hydrique car son effet osmotique est conidés phénomenes de toxicité ionique et
des interactions nutritionnelles (Greenway et Mynt@80). Le stress salin s’applique

surtout & un excés d’ions, en particulier, aux idaset CI' (Hopkins, 2003).

1.4.3.1. Effets du stress salin sur la plante

La salinité joue un rdle important dans la disttitm des plantes; a la différence des
halophytes croissants sur des sols trés salinglyesphytes sensibles ne peuvent tolérer que
de faibles quantités de sel et peuvent subir desmthges irréparables par des concentrations
inférieures a 50 mM. Beaucoup d’especes cultivégmitantes comme le haricéthi{aseolus
vulgari9), la feve et féveroleMcia fabg, le soja Glycine ma le riz Oryza sativa et le
mais Zea maypsont des glycophytes. La réponse de ces plantassalinité se manifeste
généralement par un effet dépressif sur la crocgsanle développement (Munns, 2002).

Le stress salin s’applique sur la plante sous dgpes de contraintes. Tout d’abord, le sel
exerce un effet osmotique des que les racinesesobntact avec le sel jusqu’a un niveau
seuil de concentration en sel. Ce niveau seuikewffd’'une plante a une autre. Dans un
deuxieme temps, le sel s’accumule a des concenmisatoxiques dans les feuilles et entraine

un stress ionique (Fig.4) (Munns et Tester, 2008).

a Augmentation de la b Augmentation de la C Augmentation de la tolérance
tolérance osmotique tolérance ionigue osmotique et ionique

Taux de croissance de
la partie aérienne

Temps Temps
> B »Temps
Phase Phase Phase Phase Phase Phase
osmotique ionique osmotique jonique osmotigque ionique

Figure 4: Schéma hypothétique de la réponse de la croissancexadeux phases de
réponse a la salinité pour les génotypes qui difféent par la vitesse a laquelle le sel atteint
des niveaux toxiques dans les feuilles (Munns et Ster, 2008).

Le stress osmotique est provoqué par la présenos ta solution du sol des ions
(principalement Naet CI) qui diminuent la disponibilité de I'eau aux ragsn(Lluchet al,
2007), une forme de sécheresse physiologique aétég ce qui rend de plus en plus difficile
I'acquisition d’eau par la plante (Munns, 2002 ;pHims, 2003).
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La toxicité ionique se produit quand les racineélgwent des ions Naet/ou Cl et les
accumulent a des niveaux nuisibles dans les feu{llduch et d., 2007), ceci inhibe le
prélevement et I'assimilation des éléments minéi@unnset al, 1995 ; Hasegawet al,
2000 ; Munns et Tester, 2008). Au dela d'une asetantensité de stress les plantes sensibles
présentent un flétrissement, un retard voire udtatu développement, une chlorose et la

sénescence des parties aériennes.

Des concentrations salines trop fortes dans leemiliprovoquent un déséquilibre de la
nutrition minérale des plantes (Llugh al, 2007) en particulier vis-a-vis des transporteurs
ioniques cellulaires. L’accumulation des ions'ar la plante limite I'absorption des cations
K* et C&? il y'aurait une compétition entre Nat Cd? pour les mémes sites de fixation
apoplasmiques (Haouk& al, 2006) ; de leur part, les ions Ginitent I'absorption des anions
NOj3, cet effet d'antagonisme est mieux connu cheglgsophytes que chez les halophytes
(Bouhmouchet al, 2005). Chez certaines plantes, 'augmentatiolad®ncentration en Na
s’accompagne d’une réduction de concentration en Mgt N. Ce déséquilibre nutritionnel
entraine une réduction de croissance en présersa tigsque des ions essentiels tels qlie K
Ca'? et NGy deviennent limitants (Gratan et Grieve, 1998).rb&me, la présence excessive
d’ions sodique, chlorique et borique engendrent aungmentation du pH du sol, ce qui a un
effet indirect sur I'impossibilité d’absorption dams ferreux, phosphate, zinc et manganese
indispensable pour la croissance des plantes (TegtteDavenport, 2003). Les effets
nutritionnels de la salinité incluent les deux @i primaires du sel sur les plantes: la toxicité
directe due a I'accumulation excessive des ions tltissus et un déséquilibre nutritionnel

provoqué par I'excés de certains ions.

La teneur en sel élevée dans les tissus influemeetément les enzymes photosynthétiques et
par voie de conséquence les réactions d’échangardere et de gaz. Or, la réduction de la
photosynthése a long terme entraine l'inhibitiodadformation et de I'expansion de la feuille
ainsi que I'abscission précoce de cette dernigréi@Bdawy, 2004). L’accumulation du Na
dans les tissus photosynthétiques se manifestauparbaisse de la teneur en chlorophylle et
en caroténoides, par une diminution de la surfatiaife, du nombre de feuilles et de la
conductance stomatique (Davenpetral, 2005). La réduction diaux photosynthétique chez
les plantes sensibles au sel engendre un stressitdxgvec formation des especes réactives
d’oxygene (ROS) (Foyer et Noctor, 2003) tels quedeoxyde d’hydrogene @@,) et les

radicaux superoxyde ¢ et (OH) qui attaquent les lipides, les protéines et lesles
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nucléiques causant une peroxydation des lipidemetdénaturation des protéines. Ces ROS
altérent également les enzymes antioxydantes tglleda superoxyde dismutase, la catalase
et la peroxydase (Han et Lee, 2005). La salinittuinégalement des changements dans
I’équilibre hormonal, par I'accumulation de l'aciddscissique (ABA) mais également par
une diminution des niveaux des hormones de craisseammme les auxines et les cytokinines
(Itai, 1999). L'accumulation de I'ABA provoque tres rapident la réduction de la
transpiration, ainsi qu’'une réduction de la crassavegeétative (Gravot, 2009). L’éthyléene
est aussi accumulé, mais s’oppose a un grand nodebreanifestations du développement
végétal ; inhibe par exemple le transport des asxireduisant ainsi I'’élongation racinaire
(Hartmanet al, 2000). Un stress salin extréme conduit a unisnamet a une inhibition de la
croissance racinaire. Les feuilles deviennent gskgs avant méme d'avoir fini leur

croissance et 'organisme tout entier risque deédeépssez vite (Calu, 2006).

1.4.3.2. Effets du stress salin sur la croissancel@ survie des rhizobia

La salinité affecte d’'une maniere délétére la samse et la persistance des souches de
Rhizobiumdans le sol (Farisgt d., 2014). En effet, en présence de sel toutephHases de

la croissance bactérienne sont affectées, la pti@datence se retrouve plus allongée ; le
temps de génération se dédouble et la phase exjmlleeast moins importante (Pocaetlal,
1987).

L'effet du sel sur la croissance et la survie dasraarganismes varie d'une souche
bactérienne a l'autre en fonction du degré d’hdodnce de la nature et de la concentration
en sel (Rai et Singh, 1999). En effet, certainagises de rhizobia sont inhibées en culture
pure a des concentrations de 100 mM NaCl, aloes djautres commeSinorhizobium
meliloti tolerent des concentrations allant de 300 mM a @@ NaCl (Zahran, 2001).
Cependant, des souches extraites de nodositésaa®sa sont révélées hautement tolérantes
au sel, elles peuvent croitre sur des milieuxement entre 500 et 850 mM de NaCl (Zahran,
2001).
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1.4.3.3. Effets sur la symbiosBRhizobium légumineuse

La symbioseRhizobiumiégumineuse est une relation complexe nécessitaat abnditions
optimale pour sa réalisation. La salinité peut@é#ela symbiose indirectement en réduisant la
croissance de la plante hoéte et la disponibilit mleotosynthétats (Delga@al., 1993), ou bien
directement en inhibant le processus d'infectioteetiéveloppement des nodules et enfin sur
I'activité des nodules (Georgiev et Atkins, 1993 Nady et Bellal, 2005; Arshad ak, 2010).
Chez les cultivars tolérants de pois chiche, lniga inhibe le processus d’infection et
affecte la taille et le nombre de nodules, tandis ghez le haricot, une inhibition du cordon
d’infection a été remarquée (Bouhmouehal, 2005). Chez la feve, la courbure du poil
absorbant et la colonisation bactérienne ont @itess en présence de 100 mM NaCl (Zahran

et Sprent, 1986).

1.4.3.4. Effets sur la fixation symbiotique de 'aate

La salinité limite d’'une maniére sévere la fixatispmbiotique de l'azote atmosphérique
(Zahran, 1999). Elle affecte négativement l'acévite la nitrogénase (Tejeed al, 2005 ;
Khadri et al, 2007) et la respiration nodulaire (Sertgl.,1994) qui cause par la suite, une
diminution des teneurs en azote totale de la plédtdehiet al, 2008). La réduction de
l'activité fixatrice d’azote est généralement dueurge limitation de la régulation de la
diffusion de I'oxygene (Serrat al, 1994) ou une diminution de la production dedé@nes
cytosoliques, la Iéghémoglobine, par les nodulesdd@doet al, 1994 ; Lopezt al, 2008).
Cet effet négatif a été corrélé avec une diminutil@s photosynthétats fournis pour les
nodules (Garg et Singla, 2004 ; Lopzl., 2008).

1.5. Stratégies d’adaptation a la salinité chez les plaes

La plante exposée a la contrainte saline, déclemigse mécanismes de tolérance ou une
réaction d’adaptation lui permettant de faire faceette nouvelle situation et poursuivre sa
croissance (Flowers, 2003). La tolérance au set dweplantes est un caractere complexe et
polygénique, ayant pour origine de nombreux pracesagissant de facon additive et

synergique (Parida et Das, 2005).

Les événements précoces de l'adaptation des plaelestress commencent par les

mécanismes de perception puis de signalisationumi@ transduction de signaux et de
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messagers afin d’activer les diverses réponsesiglbgijues et métaboliques, y compris

I'expression de génes de réponse au stress (CH6).2

L’adaptation cellulaire des plantes a la contraisedine repose sur des meécanismes
d’homéostasie ionique, la biosynthése et I'accutiariad’osmolytes organiques participant a

I'ajustement osmotique ainsi qu’aux remaniementstgmues nécessaires au maintien de
I'intégrité cellulaire (Hasegawet al, 2000 ; Munns, 2005).

1.5.1. Homéostasie

L’homéostasie ionique cellulaire est la capacitéutrégulation d’'un organisme pour
maintenir un état d’équilibre dynamique entre lesditions extérieures et les différentes
composantes de son milieu (Natial, 1995). La plupart des cellules parviennent anteair

un niveau élevé de potassium et un faible niveasodéum dans le cytoplasme a travers la
coordination et la régulation des différents tramsgurs et canaux (Blumwakt al, 2004). II
existe deux principales stratégies que les plantéisent pour faire face a la salinité : la
compartimentation des ions toxiques au sein dataoe et leur exclusion hors de la cellule
(Hasegaweet al, 2000 ; Munns, 2005). Ce sont les geB€xS(Salt overly sensitive) qui
codent pour des protéines responsables du maidiéehhoméostasie. La protéine SOS3
interagit avec la protéine SOS2, qui est une siéhi®nine protéine kinase. La cible du
complexe SOS3/ SOS2 est la protéine SOS1, un traesp membranaire Na+/H+ (antiport)

qui exporte les ions sodiums hors la cellule (C2006).

1.5.1.1. La compartimentation vacuolaire

Cette stratégie consiste a évacuer du cytoplass®fs N& en excés vers la vacuole afin
d’éviter leur effet toxique et inhibiteur a I' emdoe des processus enzymatiques (Flovweers
al., 1977). Ce mécanisme de compartimentation vaceolest assuré par l'action d'un
antiport vacuolaire sodium/proton (NE*) dont I'énergie est fournie par les pompes a
protons ATPases (adénosine triphosphatase) et ®R@seophosphatases) vacuolaires
(Zhanget al., 2001). Ainsi, grace a ce processus, la celluleipar a maintenir une faible
concentration de sodium dans le cytoplasme, mimimtiginsi son effet toxique; et d' autre
part, 'augmentation concomitante de la concemmatde sodium dans la vacuole va
engendrer une forte pression osmotique qui va feeolrabsorption d’eau et donc améliorer

la turgescence des cellules (Gleztral, 1999).
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Chez les plantes de type includer, les flux dewsodont essentiellement ascendants, et le sel
est accumulé dans les parties aériennes au nivesawatuoles. La compartimentation du
NaCl dans les vacuoles représente le mécanismeigainde détoxication du sel chez les
halophytes (Borsanet al, 2003), tandis que les glycophytes ont recoursmg&canisme
d’exclusion du sodium des cellules des partieseaggs vers les racines (Munns, 2002 ;
Tester et Davenport 2003; Blumwadtlal, 2004).

La compartimentation vacuolaire concerne égalenentons chlorures afin d'éviter leur
effet toxique. Les travaux réalisés par Hecheagdoaat al (1996) ont démontré I'implication
des canaux chlorures (CLC) dans le mécanisme dearmimentation des ions chlorures a
l'intérieur de la vacuole. Les cellules des plante¢rantes seraient alors capables
d'accumuler dans leurs vacuoles des concentragiorGl qui peuvent atteindre 200 a 1000
mmol/L sans exigence énergétique supplémentaiefi@mise a disposition par les pompes a

protons vacuolaires (Gleret al, 1999).
1.5.1.2. Exclusion des ions toxiques

Cette stratégie consiste a exclure le sodium thptasme vers I'extérieur de la cellule. Cette
stratégie caractérise les plantes excluder qui Esml@tre dotées d’'un mécanisme de
protection contre I'envahissement par le sodiunt, @oalusion de cet ion de leurs parties
aériennes (Rahmoura al, 2009). L’exclusion du sodium est réalisée fmution combinée
d’'une série de protéines de type SOS (Zhu, 2008 )prbtéine de type SOS1 est un antiport
(Na'/H") localisé au niveau de la membrane plasmique,rdaivient dans ce mécanisme
d’exclusion de sodium vers le milieu extérieur (Mgmet al, 2008). SOS2 et SOS3 assurent
conjointement la régulation de l'activité de SOSlisn@galement celle de I'antiport vacuolaire
NHX1 (Qiuet al, 2003). D’'autre part, afin de réduire 'accumigiatde sodium au niveau de
la partie aérienne de la plante, ce complexe maeciSOS interagit avec le transporteur
HKT1 (Ruset al.,2001) lui aussi situé sur la membrane plasmiqugiietst responsable de la
recirculation du sodium des feuilles vers les rasimia le phloeme (Hauser et Horie, 2009).
Aprés avoir été ramené dans la racine, il peut tdelement étre libéré dans le milieu,
réduisant ainsi son transport vers les feuillesl @i Grignon, 1991). Il existe une corrélation
positive entre I'exclusion des sels et la toléraada salinité chez plusieurs especes végétales
(Munnset d., 2006).
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1.5.1.3. Ajustement osmotique

Parmi les mécanismes d’adaptation, I'ajustementotigioe joue un réle primordial dans la
toléerance des végétaux a la contrainte saline (Mu2002). En effet, les plantes sont
capables de supporter le déficit hydrique engemparéle stress salin, en ajustant plus ou
moins rapidement leur potentiel osmotique avecicelu milieu extérieur (Calu, 2006).
L’ajustement osmotique se rapporte spécifiguementng@ augmentation nette de la
concentration de solutés provoquée par des prosessétaboliques déclenchés par le stress.
Ceci entraine une diminution du potentiel hydrigpermettant ainsi de maintenir le

mouvement d’eau vers les feuilles et par consédeanturgescence (Hopkins, 2003).

Les solutés qui participent a l'ajustement osmaigumprennent une série de composés
organiques et des ions inorganiques, principalenientK”. Ces composés sont dits
osmoprotecteurs ou solutés compatibles, ce somtipalement des acides aminés tels que la
proline, I'alanine, la 3-alanine et la taurine s@mmoniums quaternaires comme la glycine
bétaine, la choline-o-sulfate et la glycerophosgloboline ainsi que des sulphoniums
tertiaires comme (3 diméthylsulfoniopropionatelsducres ou leurs dérivés alcools tels que
le mannitol, le sorbitol, le pinitol, le glycératt le tréhalose (Hasegavea al, 2000). Ces
composeés sont non chargés a pH neutre, hydrophdesgnt qualifiés de compatibles car ils
ne perturbent pas les interactions entre les maclécules et le solvant. La MAPK
(Mitogen-Activated-Protein Kinase) est suggéré gmma l'origine de la régulation de la
réponse au stress osmotique par I'implication dagmgulateurs.

1.5.2. Induction des enzymes antioxydantes

Le stress salin provoque la formation des dérie@stifs de I'oxygene tels quée peroxyde
d’'oxygene (HO,), le superoxyde (£ et le radical hydroxyle (OM (Foyer et Noctor,
2003). Ces deérivés causent des dommages oxydakfditiérents composants cellulaires, y
compris les lipides membranaires, les protéinedest acides nucléiques (Halliwell et
Gutteridge, 1989)

Pour faire face aux dérivés réactifs de I'oxygdas,plantes possedent des antioxydants (de
nature non enzymatique) de faible masse moléculgiie que les composés phénoliques, les
flavonoides, les anthocyanes, et I'acide ascorbfgsaraf, 2008), mais aussi, elles emploient

des enzymes, telles que la superoxyde dismutaseatédase, I'ascorbate peroxydase, la
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glutathion S-transférase et la glutathion peroxgdéBairamet al, 2010). Dans ce sens,
I'induction de la superoxyde dismutase est conéelé&comme le premier mécanisme de
défense contre ces dérivés par réaction de disioitde Q en HO, et O.. La catalase et les

peroxydases assurent la conversio@iHen HOet O, (Grataoet al, 2005).

1.5.3. Régulation de la croissance

Pour s’adapter au stress salin, la plante peuerélés dommages par la réduction de la
croissance (Zhu, 2002). En effet, ce retard deldppement permet a la plante d’'une part, la
conservation des ressources en eau, ce qui peargirVie de la plante (Zid et Grignon,
1991), d’autre part, d’accumuler de I'énergie et dessources pour combattre le stress avant
que le déséquilibre entre l'intérieur et I'extérniele la plante n'augmente jusqu’a un seuil ou
les dommages seront irréversibles (Zhu, 2002). iAdasplante maintien une croissance
racinaire afin de s’adapter a ces conditions. bfadement racinaire peut étre di a une
augmentation d’activité des enzymes impliquées dansonstruction du cytosquelette ou
I'accumulation de proline (Ober et Sharp, 1994)s @eux actions sont régulées par I'acide

abscissique (ABA), qui est induit par le stresens@liaet al.,2002).

1.6.Amélioration de la tolérance au sel chez les léguneuses

L'utilisation des techniques moléculaires modereéd’introduction de deux especes de
légumineuses modélesMédicago truncatulaet Lotus japonicus ont contribué a une
meilleure compréhension des mécanismes moléculdiregress salin, de la tolérance et du
fonctionnement de la symbiose chez les légumingddaschanda et Garg, 2008).

Une des approches de I'amélioration du rendementédgimineuses cultivées sous contrainte
saline est la sélection des souches de rhizok®eatates au sel. Bak al, (1990) ont montré
gue des espécelAcacia niloticainoculées avec des souchesRiezobiumtolérantes au sel
étaient capables de maintenir une fixation d'apotehe de 70% a 12 ds/m en comparaison a
un taux maximal a 2 ds/m. Plusieurs travaux ont@&ésés sur les effets de I'inoculation des
souches d&hizobiumtolérantes au sekur I'amélioration de la fixation d’azote ch¥icia
faba(Cordovillaet al, 1999).

L’inoculation des cultures avec des mycorhizesetd-inoculationAzospirillum brasilense

Glomus claruh améliorent la tolérance des cultures au sel ciera faba (Rabie et
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Almadini, 2005). D’autres travaux ont montré chezsbja une augmentation de la fixation
d’azote en présence de genistein avec l'inoculugobia (Miransari et Smith, 2009).

El Hamdaoukt al, (2003), ont montré que la présence du calciududéore dans le milieu
pouvait contrecarrer les effets négatifs du sellawroissance, la nodulation et la fixation
d’azote chezPisum sativumBruning et Rozema (2013) suggerent que I'amddiion de la
productivité végeétale serait plus efficiente ensprice d’'une symbiose tripartit@izobium

mycorhize- [égumineuse).
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Chapitre 1l : Effet du stress salin sur la germindion, la croissance, la symbiose et le rendement
de 4 variétés de féverole

Chapitre Il Effet du stress salin sur la germinaton, la croissance, la
symbiose et le rendement de 4 variétés de féverole.

Introduction

Dans les régions arides et semi arides, les végétant exposés aux divers facteurs de stress
abiotiques (Ashraf, 2004). La salinité constitutuné des contraintes environnementales
majeures qui en réduisant la disponibilité d'eawnsdde sol, affecte profondément la
physiologie des végétaux et en particulier la péytthese ce qui limite par conséquent leur
croissance et leur productivité (Flexas al, 2007). Bien que les sols salins contiennent
beaucoup de sels a des concentrations éleveesad¢ ddmine généralement. Les effets
nocifs des conditions salines sur la plupart dpg@ss sont principalement provoqués par une
combinaison de stress osmotique et le stress ieregarcé par le Na&t/ou le Cl (Tavakkoli

et al.,2010).

La plante exposée a la contrainte saline, déclerdd® mécanismes de tolérance ou
d’adaptation (Ashraf et McNeilly, 2004) lui pernaett de poursuivre sa croissance ; par la
mise en place d’'un ajustement osmotique internetriboiant a la réduction des pertes en eau

et au maintien de la turgescence cellulaire (Gregmet Munns, 1980).

Compte tenu de l'importance de la phase germinateeesemences dans le déroulement des
stades ultérieures du développement de toute esp@gétale, il s’avere indispensable
d’étudier dans la premiere partie de ce chapiteffet de la contrainte saline sur la

germination des graines de quatre variétés dedk/&astel, Espresso, Maya et Sidi Aich.

2. Matériel et méthodes
2.1. Matériel végétal

Les graines consacrées a cette étude sont issupsatte variétés de féveroli¢ia fabaL.
minor) : Espresso, Maya, Castel et Sidi Aich.

Hormis la variété locale Sidi Aich qui provient lastitut Technique des Grandes Cultures,
d’El Khroub (Constantine), les autres variétés noos été fournies gracieusement par le
groupe GAE Semences (France). Les caractéristigess quatre variétés étudiées sont

données dans le Tableau 2.
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Le choix de ces variétés a été fait, suite a uitdefgyermination des variétés fournies par
''TGC d’El Harrach. Ces variétés sont : N86-138-2-4, B87-149FB, ILB 1812 (Syrie) et
F321 (Maroc).

Tableau 2. Quelques caractéristiques des variéetés de févero(®icia faba L. minor)
étudiées (Zaghouane, 1991 ; Proléa, 2009).

Teneur en
Variétés Type Hauteur Floraison Couleu_r dela protéines % P100G
graine MS (9)
Espresso printemps Mogael:ltr;e a précoce beige clair 28,2% 56
Maya printemps MogaeLTtr;e & demi tardive beige 27, 7% 58
Sidi Aich printemps mohyenne a précoce marron 27,7% 51
aute
Castel hiver courte demi tardive marron 29% 65

2.2. Milieux de germination et conduite de I'essai

Nous avons choisi comme milieu, de I'eau distikéklitionnée de NaCl a des concentrations
croissantes de 0 mM (témoin), 50, 100, 150, 2000 25 300 mM correspondant
respectivementa 0, 2,92, 5,84, 8,76, 11,68, 14t4%7,52 gl/l.

Les graines sont disposéees dans des boites decBstenant deux couches de papier filtre
imbibées d’eau distillée comme témoin (0 mM) oungsolution a différentes concentrations
de NaCl. Elles sont placées a I'obscurité a unepé&aiure de 27°C dans une étuve de
germination. Chaque essai porte sur 30 graines3s@pétitions de 10 graines par boite de
Pétri. Les observations sont effectuées quotidier@me pendant 7 jours. L'essai prend fin

lorsqu’aprés deux comptages successifs aucune mggian n'est enregistrée.

2.3. Caracteres mesurés pour le test de germination

Le pourcentage de germination a été exprimé paplgort du nombre de graines germées sur
le nombre total de graines. Une graine est cons@dgermée lorsque la radicule perce le
tégument (Come, 1970).
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La vitesse de germination exprimée en jour a étérohnée par la durée médiane de
germination (Scotét al, 1984).

Durée médiane = T+ (0.5- Q) / G2- G1 (T2-Ty)

Avec :

G, = pourcentage cumulé des graines germées dont larwese la plus proche de 50% par
valeur inférieure ;

G, = pourcentage cumulé des graines germées dmaldar est la plus proche de 50% par

valeur supérieure.

2.4. Conduite des cultures

La conduite des essais a été réalisée sous smmeitfons semi-controlées) a la station
expérimentale de l'Institut Technique des Cultuxgraicheres et Industrielles (ITCMI) de
Staouéli, Alger (altitude : 22m, longitude Est @, latitude Nord 36°-45'C). L'essai s'est
étalé de la fin du mois de novembre jusqu’au tidbumois d’auvril.

Les cultures sont conduites dans des pots de 1Bufgun sol cultivé de texture sablo-
limoneuse, sous éclairement naturel et dans deditams de température jour/ nuit de 23 +
5°C /10 £ 2°C et 70 + 10% d’humidité relative.

Le sol est de pH neutre (pH =7,56), Iégérement g&lE ds/m=2,40). Il se caractérise par une
faible teneur en phosphore assimilable (2,79 pgm)matiére organique (0,68 %), en azote
(0,03%) et une faible capacité d’échange cationique

Aprées germination des graines et transfert destydesdans les pots, I'arrosage s’effectue a
'eau courante (CE ds/m =1,45).

Le traitement salin est appliqué du stade troiglé=u(20 jours apres le semis), jusqu’au stade
floraison ; et l'arrosage s'effectue a l'eau cowearadditionnée ou non de différentes
concentrations de NaCl (0 mM, 50 mM, 75 mM, 100 nodjrespondant a 0 ; 2,92 ; 4,38 et
5,84 g/L (Delgadaet al, 1994 ; Cordovillaet al, 1995). Une irrigation a I'eau courante est
appliguée toutes les deux irrigations afin d’évliaccumulation du NaCl dans le substrat de
culture. La durée du stress est de deux mois.

Afin de préserver les cultures, nous avons proéétiépandage d’'une antilimace a base de
Métaldéhyde a 5%, du Karaté contre les pucerote luillie bordelaise contre les attaques

fongiques.
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2.5. Dispositif expérimental

Un dispositif en Split Plot a été adopté avec lfetiions. Chaque répétition comprend 2
facteurs, soit un total de 160 pots.

-Facteur 1 : représente le traitement salin avetrgwoncentrations de NaCl : 0 mM, 50 mM,
75mM et 100mM ;

-Facteur 2 : représente les quatre variétés.

2.6. Caractéres mesurés

A la fin de l'application du stress, les mesurealisées sur 5 plants par variété et par
traitement, ont porté sur les caracteres morphgleegs (hauteur de la tige, nombre de feuille
et ramification, surface foliaire, biomasse aéreenat racinaire), sur les caracteres
biochimiques : dosage des pigments photosynthétjqies la proline, des sucres solubles et
des protéines, dosage du malondialdéhyde et deréde réductase), caracteres liés a I'état
hydrique de la plante ( la teneur relative en dale epotentiel hydrique foliaire), caractéres
symbiotiques (hombre et poids sec des nodulegjiicréductrice de I'acétylene et dosage
de la leghémoglobine), et dosage des ions minéidaxet K" ).

A maturité, les composantes du rendement (nombgoudsses, nombre de graines par gousse

et poids de 100 graines) ont été mesurées surdemt restants par variété et par traitement.

2.6.1. Caractéres morphologiques

- Hauteur de la tige
La hauteur de la tiga été déterminée a partir du collet de la planggyiau bourgeon
terminal. Les mesures en (cm) ont été effectudesda d’'une regle graduée.

-Surface foliaire

La surface foliaire en (cfha été estimée a l'aide d’'un planimétre Area Méfromson
model Air Pax Methatronics). Cette mesure a étésémau laboratoire de la station Mahdi
Boualem (INRA, Baraki).
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-Nombre de feuilles et de ramifications
Le nombre de feuilles et de ramifications a étéméiné par simple dénombrement.

-Détermination de la biomasse aérienne, racinaiten@dulaire
A la fin de l'application du stress, les partiesi@énes, racinaires et les nodules ont été
séparés et mises a sécher pendant 48h a 80°@eafiaterminer le poids de la matiére séche

des difféerents organes.

2.6.2. Caractéres biochimiques

- Dosage des pigments photosynthétiques

Les teneurs en chlorophyllesetb et en caroténoides ont été déterminées selorotecote
d’Arnon (1949).

L’extraction est réalisée par 10 mL d’acétone a 8p&ur 0,1g de matiere fraiche. Le broyat
est centrifugé a 2000 trs/mn pendant 10 mn. L'di@we du surnageant est lue par
spectrophotométrie a des longueurs d’ondes de 645663 nm et 470 nm respectivement
pour la chlorophylle, b et les caroténoides.

Les concentrations en pigments sont calculées selméthode décrite par Lichtenthaler et
Welburn (1983).

-Chla=12.25 DO (663 nm) - 2.79 DO (647 nm) (ug/mL)
- Chl b =21.5DO (647 nm) - 5.10 DO (663 nm) ({rgL)
-Caroténoides = 1000 DO (470 nm) — 1.82 aht 85.02 chb / 198 (ug/mL)

- Dosage des sucres solubles
Les sucres solubles ont été dosés a I'anthronéapaéthode de Schields et Burnett (1960).
Le principe est basé sur la transformation des eseturfural et dérivés furfuraliques en

milieu acide et a chaud par I'acide sulfuriqugsB, concentré (Cerning-Beroard, 1975).

L’extraction est effectuée a partir de 0,1 g deienatfraiche (MF) broyée dans 3 mL
d’éthanol bouillant a 80%. Le broyat est centrifiByfis pendant 10 min a 3000 trs/min. Le
surnageant est destiné au dosage des sucres solubleéactif a I'anthrone est préparé en
mettant 0,2 g d’anthrone dans 100 mL d&6, a 91 %, le réactif est conservé au frais et a

I'abri de la lumiere.
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Dans une série de tubes a essai propres, on prEielvele I'extrait auquel on ajoute 2 mL de
réactif a I'anthrone. Aprés agitation, les tubestguacés au bain marie a 100°C pendant 8
minutes, une coloration vert- bleu est observée.

Apres refroidissement dans de la glace, les densfigiques sont lues au spectrophotometre a
une longueur d’'onde de 630 nm. Les teneurs ereswwnt déduites de la courbe étalon
réalisée a l'aide des concentrations croissantegli@ose obtenues a partir d’'une solution
meére de 100 pg/mL. Les teneurs sont exprimées g Mé .

- Dosage de la proline
Le dosage de la proline a été réalisé selon laodétde Batest al, (1973). Cette technique
est basée sur la capacité de la proline a réagimikeu acide et a chaud avec la ninhydrine
pour donner un composé de couleur rose a rougdylealans les solvants organiques tel que
le toluéne.
L’extraction est effectuée a partir de 0,1g de aratfraiche additionnée de 2 mL de méthanol
a 40%. Un volume de 1mL de I'extrait est additiomte& 1ml de mélange d’acide acétique
glacial et d’acide orthophosphorique (6M) (3 : 2VYet de 25 mg de ninhydrine. Apres 1h
d’'incubation a 100°C, les tubes sont refroidis dditonnés de 5ml de toluene. Apres
agitation au vortex deux phases se forment :

- la phase supérieure organique contenant la preshprélevée.

- la phase inférieure agueuse est éliminée.
L’absorbance est lue par spectrophotométrie alamgueur d’ondé. = 520 nm, les valeurs
obtenues sont ensuite reportées sur la courbdatiétge réalisée a partir de concentrations
croissantes en proline préparées a partir d'ungieolmere de 20 pug/mL. Les teneurs sont

exprimées en ug proline/g MF.

- Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été réalisé suivanttlzoae de Bradford (1976), dont le principe

est basé sur la formation de complexes entrelele e Coomassie (G250) et les résidus
basiques aromatiques des protéines. La formagdrasons protéine-bleu de Coomassie est
visualisée par I'apparition d’'une coloration bleue.

L'extraction des protéines est réalisée a partimd’ aliguote de 0,5g de matiere fraiche
foliaire, broyée dans 6 mL d’eau distillée, pushitifugée a 5000 trs/mn pendant 15 mn. Un

volume de 0,1 mL du surnageant est additionné a I3 diun meélange d'acide
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orthophosphorique a 85%, et 25 mg de bleu de Caaeé5250) et de 12,5 mL d’éthanol a
95%. Le volume est ensuite complété a 250 mL pdleda distillée. L’absorbance est lue par
spectrophotométrie a une longueur d’ohdes95 nm.

Les concentrations en protéines sont déterminéesppgection des densités optiques

obtenues sur la courbe d’étalonnage faite a pdittire solution mere de BSA.

-Dosage du malondialdéhyde (MDA)
La méthode utilisée pour l'estimation de la peratih des lipides est le dosage du
malondialdéhyde par la réaction a l'acide thiokarique (TBA). Ce procédé permet la

formation d’'un chromatophore rouge mesurable arBB8ZNair et Turner, 1984).

L’extraction est realisée a partir d’'une aliquote 6,5 g de matiéere fraiche foliaire
homogénéisée avec 1ml de TCA (10% p/v). L’homogéstrincé deux fois avec 5mL
d’acétone et centrifugé aprés chaque rincage (#@@9fpendant 10mn). Le culot est porté a
ébullition a 100°C pendant 30mn en présence de BRO, (1%) et 1mL de TCA (0.6%)
puis refroidi dans la glace. Un volume de 3mL dbutanol est ajouté au mélange puis
centrifugé a 4000 trs/mn. L’absorbance est luespactrophotométrie a une longueur d’'onde
de 532 nm et 600 nm. L’absorbance non spécifique @ua turbidité est éliminée en
soustrayant a la DO a 532 nm celle absorbée. leutean MDA est calculée en utilisant le

coefficient d’extinction molaire 155 mMC™.

- Détermination de l'activité nitrate réductase (ANR
Le dosage de I'activité nitrate réductase a ebsée par la méthode Rolehal (1983).
La nitrate réductase réduit le nitrate en nitrite @gveloppe une coloration rose par réaction

avec le N-Naphtyl-Ethylene Diamine-Dichlorure erieu acide.

Une foliole est placée dans des tubes venoject3damll contenant 0,5 m de KN@0,2 N).
L’anoxie est réalisée en introduisant deux aigsilzeuses de seringues dans les tubes
hermétiqguement fermés, permettant le balayage wagazeux sous pression (1,5 Bar). Le
balayage est interrompu apres 1 minute par retnaitiitané des deux aiguilles. L’obscurité
est assurée par une feuille d’aluminium entouranttube. Apres 30 mn d’incubation,
I'extraction du nitrite est réalisée par additiam4imL d’eau distillée bouillante et passage au
bain marie a 100°C pendant 10 minutes. Le nitricelpit est alors révelé en ajoutant 2 mL de
sulfanilamide (10 g/L dans HCI 1,5N) et 2 mL de Idgkityl-Ethylene Diamine-Dichlorure

35



Chapitre 1l : Effet du stress salin sur la germindion, la croissance, la symbiose et le rendement
de 4 variétés de féverole

(0,2 g/L). Apres 10 mn de réaction la coloration lege au spectrophotometre a 540 nm.

L’activité nitrate réductase (ANR) est expriméeemols de NQ/ h/ g MF.

- Mesure de I'activité réductrice d’acétylene (ARA)

Pour la mesure de [lactivité fixatrice d’azote desuples symbiotiquesRhizobium
légumineuse, nous avons retenu la technique dectiédude l'acétyléne en éthyléne et
guantifier le dégagement de ce dernier par chrognaphie en phase gazeuse (Haethal,
1968). Cette méthode est basée sur le fait quérlagénase contenue dans les nodules des

plantes fixatrices d’azote peut utiliser I'acétyen(GH,) comme substrat et le réduire en
éthyléne (GH,).

Le dispositif utilisé pour cette mesure est uneptation de la méthode de Balandreau et
Domergues (1971). La partie souterraine est isdkda partie aérienne de la plante, en
couvrant le pot par un sac en plastique bien feaméniveau du collet. A 'aide d’une
seringue, un volume de 10 mL d’acétylene est igjdans le pot a travers le sac en plastique.
Apres 30 mn d’incubation, un volume de 5 mL du mé&agazeux est prélevé, stocké dans
des tubes venoject. La teneur en éthylene prodtitnesurée au chromatographe en phase
gazeuse (CPG) de marque Perkin Elmer 8600 équip€ dBtecteur a ionisation de flamme
avec une colonne remplie de porapack R (80 meshdempérature du four est de 90°C et le
gaz vecteur est 'azote a la pression de 2 bars.

L’activité réductrice d’'acétylene (ARA) est expriem&n p mols gH, /h/plant. L'activité

spécifique est exprimée en p molgie/ h/ nodules.

- Dosage de la leghémoglobine nodulaire

Le dosage de la leghémoglobine a été réalisé muizanéthode de Becaeaal.,(1986).

Cette méthode colorimétrique est basée sur I'oxydatu Fé" de 'hémoglobine en Béde

la méthémoglobine par le ferricyanide, suivie ddolamation d'un complexe tres stable, la
cyanméthémoglobine grace aux ions cyanures de guaas(KCN). L'absorbance de la

cyanméthémoglobine, est directement proportionr@elieconcentration en hémoglobine.

Un poids de 100 mg de nodule frais est broyé dam& 8u réactif de Drabkin (52 mg KCN,
198 mg Kk Fe(CN)} et 1 mg de NaHC®dans 1L d’eau distillée). Le broyat est centrifidgé

500 trs /mn pendant 15 mn. Le surnageant récupradelitionné de 10 mL du réactif de
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Drabkin. Le mélange est centrifugé a 20000 trs peimdant 30 mn. Les densités optiques du
surnageant sont lues par spectrophotométrie atpéur d'ondé= 540 nm.

2.6.3. Caracteres liés a I'état hydrique

- Mesure de la teneur relative en eau (TRE)

La mesure de la TRE a été réalisée selon la méttheddark et Mc Caig (1982). Les folioles
ont été prélevées de fagon aléatoire et transféirdenédiatement au laboratoire.

Ces folioles sont pesées puis placées dans des tulessai contenant de l'eau distillée
pendant 24 h. Elles sont repesées pour avoirits @n pleine turgescence. Le poids sec est
déterminé apres passage dans I'étuve pendant 48shee80 °C.

La teneur relative en eau (TRE) est calculée deléormule suivante :

TRE = (PF- PS) / (Ppt-PS) x100.

Ou:

-PF : Poids frais (g) des folioles ;

-PS : Poids sec (g) déterminé apres étuvage detefopendant 48h a 80°C ;

-Ppt : Poids de pleine turgescence (g) détermimésapnmersion des folioles dans de I'eau

distillée pendant 18h.

- Mesure du potentiel hydrique foliaire

Les mesures du potentiel hydrique foliaire ontféaites grace a la chambre a pression de
Scholander. La feuille sectionnée est introduitesdan bouchon en silicone, le tout est

introduit dans la chambre a pression de sorte gjb®uit sectionné apparaisse a I'extérieur du
couvercle sur une hauteur maximale de 1,5cm etenie de I'azote sous pression jusqu’a

'apparition de la premiere goutte de seve au nivea la section de la feuille. La pression

nécessaire a l'excrétion d’'une goutte de séve galegen valeur négative, au potentiel

hydrique foliaire du tissu considéré (BenNaceuB84)9 Le potentiel hydrique est exprimé en

unité de pression, le Méga Pascal (MPa).

2.6.4. Dosage des ions minéraux

L’'analyse a porté sur des échantillons de feuilesle racines, ces derniers ont subi une
dessiccation a I'étuve a 80°C pendant 48 h et s dles tubes contenant 20 mL d’acide
nitrique N/10 (El Mekkaoui, 1987). Les différentssaiges se font sur le filtrat de I'extraction
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acide a froid. Les cations Nat K sont dosés par spectrophotométrie de flamme essé@ni

Les teneurs sont exprimées en mg/g MS.

2.6.5. Mesure de la capacité de survie

La détermination de la capacité de survie des plaatété effectuée a la fin de I'application du
stress salin. Le taux de survie est défini comraetéé rapport du nombre de plantes survivantes au

nombre de plantes initialement installées (Metral., 1999).

2.6.6. Mesure des composantes du rendement

A maturité, le nombre de gousses par plant, le merdb graines par gousse et le poids de

100 grains (g) ont eté déterminés.

2.7. Analyse des données

Pour chaque caractére mesuré, I'indice de sensibili sel (1.S) a été calculé selon la formule
suivante :

[.S = [(traité — témoin) / témoin] x 100
La réponse des variétés a la salinité est évalaédepr indice de sensibilité relative au sel
(I.S.R.S.) qui traduit le rapport de la sensibiliténe variété donnée au sel exprimé par le
déficit relatif de biomasse (D.R.B.) par rapporaasensibilité moyenne de I'ensemble des
variétés ou indice d'intensité de la salinité 8)I(Fisher et Maurer, 1978).

.S.R.S.=D.R.B./LLS.

AvecD.R.B.= (BT,— BTy / BT,
BT, : biomasse totale moyenne d’'une variété donnéalesence de sel
BT : biomasse totale moyenne d’'une variété données sontrainte saline
Et 1.1.S.= (M- M9/ M,
Mt : la biomasse totale moyenne de toutes les téarién I'absence de sel

Ms : la biomasse totale moyenne de toutes lestéargbus contrainte saline
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2.8. Analyses statistiques

Lesdonnées recueillies pour 'ensemble des carac&ueés sont soumis@sune analyse de
la variance a deux facteurs (traitement salin @efa variété) par le logiciel SPSS 10. Le test
de la plus petite différence significative (LSDu@ risque d’erreur de 0,05 % a été réalisé ;
ainsi que des corrélations. L'analyse en composgntecipales (ACP) a été effectuée pour
'ensemble des caractéres par le logiciel Winstafic

3. Résultats
3.1. Effet du stress salin sur la germination desrgines de quatre variétés de féverole
3.1.1. Cinétique de germination

Les pourcentages de germination des variétés Espr&astel, Maya et Sidi Aich ont été
relevés tous les jours. Leur évolution en fonctims différentes concentrations et du temps
est illustrée sur la figure 5.

En I'absence de NaCl (OmM NacCl), la germinatioatint dés le 2™ jour des taux de
60%, 70% ,80% et 93%, respectivement pour les témri€astel, Sidi Aich, Maya et Espresso.
Un maximum (100%) de germination est obtenu “f&®ur pour la variété Espresso et le
4*™jour pour les variétés Maya, Sidi Aich et Caskét)(5).

La présence de faibles concentrations de NaCl (8 dans le milieu réduit la germination
des le deuxieme jour avec des taux de germinaoA3do et 50% respectivement pour les
variétés Castel et Maya et de 13% seulement cheariété Sidi Aich. La variété Espresso
guant a elle s’est montrée la moins affectée anetaux de germination de I'ordre de 87%.

A cette méme concentration, le pourcentage de getion maximale (100%) est atteint le
guatrieme jour pour les variétés Espresso et Castkd cinquieme jour pour Sidi Aich et
Maya.

Des pourcentages de germinations avoisinant le%1€ént enregistrés le cinquieme jour
chez les variétés Espresso, Castel et Maya et"®jdur chez la variété Sidi Aich, en
présence de 100 mM et 150mM NacCl.

En présence de concentrations élevées (200 mM)N&aCariété Sidi Aich atteint au bout de
5 jours, une faculté germinative de 50% ; son pouyerminatif est inhibé a 250 mM NacCl

méme au bout de 7 jours. Quant aux autres variat@§0mM NaCl des pourcentages de
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93%, 90% et 83% sont enregistrés respectivementlpswariétés Espresso, Castel et Maya

au terme de 7 jours d’expérimentation.

A 300 mM de NaCl la germination est fortement réglpiour la variété Maya, elle enregistre
un taux de germination de seulement 4% et elle@splétement inhibée chez Espresso. La

variété Castel affiche un taux de germination di 3@ bout de 5jours (Fig. 5).
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Figure 5 : Effet de différentes concentrations de &CI (0, 50, 100, 150, 200, 250 et 300

mM) sur la cinétique de germination des graines dé variétés de féverole durant 7 jours.
A: Castel, B : Espresso, C : Maya, D : Sidi AictnaQue point représente la moyenne de 3 répétitions.
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Le stress salin provoque des baisses tres hautesiggificatives (p< 0,001) du poucentage
de germination cumulé, les différences entre v@sigour ce parametre sont également trés
hautement significatives mais l'interaction varigtéaitement salin n’est pas significative (p
> 0,05) (Annexe, Tab.1).

3.1.2. Taux de germination final

Les résultats portés sur la figure 6 présente p@nge de la germination des différentes
variétés au stress salin. Ainsi, la salinité n'a pffecté la faculté germinative des variétés
Castel, Maya et Espresso, aucune différence sigtifie (pJ 0,05) n’est observée entre le

témoin et les stressées. Le taux de germinaticggesiré en présence de 250 mM est de 93 %,

90 % et 83 % respectivement pour les variétés Espreastel et Maya (Fig.6).

‘DOmM @ 50mM @ 100mM & 150mM @ 200mM m 250mM & 300mM \

100 ~ :
80 - |
jam s
9 b
< 60
§= e
IS i
o 40 - 3’
(@]
(=)
> 20 A
*k*k
0
Castel Espresso Maya Sidi Aich
Variétés

Figure 6 : Effet de différentes concentrations de &CI (0, 50, 100, 150,200, 250 et 300

mM) sur le taux de germination final (7™ jour) des graines de 4 variétés de féverole.
Chaque point représente la moyenne de 3 répétiti@ssbarres verticales (barre d’erreur) représemsrESM

Pour la variété Sidi Aich, la faculté germinativ@ enaximale (100 %) pour le témoin et en
présence de 50mM et 100mM NaCl, alors qu’a pagirld0 mM NacCl, le pourcentage de
germination est réduit d’'une facon significative<(j9,05) pour atteindre 80%. Le maximum
de réduction est observé en présence de 200 mM, NaGaux de germination de 70% a été

enregistré (Fig. 6).
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Les résultats obtenus pour la capacité germindfug. 6), indiquent que les graines des
variétés Espresso, Maya et Castel, n'ont pas é&ectéés par le stress salin & des
concentrations inférieures et égales a 250 mM NBRkevanche, la concentration 300 mM a
fortement réduit le taux final de germination, st seulement de 4% chez la variété Maya, Il
ne dépasse pas les 40% chez la variété Castasttrill chez la variété Espresso.
Cependant, la variété Sidi Aich s’est montrée glrssible au sel que les autres variétés et ce
a partir de 150 mM NacCl. Sa faculté germinativeidim en effet, avec 'augmentation de la
concentration saline pour s’annuler a des conataoirs> 250 mM NacCl (Fig. 6).

Selon le taux de germination final des 4 variéwssses a des concentrations de 200 mM
NaCl, nous pouvons classer ces dernieres en deupes :

-le premier groupe constitué des variétés Espr&&astel et Maya moins affectées par le sel,
caractérisées par des taux de germination élegggdctivement 100%, 96% et 83%) ;

-le deuxieme groupe compose de la variété SidnAtus sensible au sel, enregistre un taux

de germination de 70%.

3.1.3. Vitesse de germination

La vitesse de germination est exprimée par la duréiane §), temps moyen
correspondant a la germination de 50% du lot dmgsa Pour 'ensemble des variétés, I'effet
de NaCl se traduit par une augmentation guHRig. 7). Pour les témoins et les graines
soumises a une concentration saline de 50 mM Na@}; est faible, il ne dépasse pas les 2
jours.

Pour des concentrations de 100 mM et de 150 mMgoleles variétés Castel, Maya et
Espresso ne dépasse pas les 3 jours, sauf potariéde Sidi Aich qui enregistre ugytde 4
jours pour 150 mM. Lesg augmente de facon considérable chez la variétiéAstl pour
atteindre 7 jours dans le milieu enrichi de 200 K&CI, alors qu'il ne dépasse pas les 4 jours
chez les autres variétés (Fig. 7).

En présence de 250 mM, la vitesse de germinatisrvdeétés Castel et Espresso demeure
toutefois la plus basse avec gnde 4 jours, tandis qu'il est de 5 jours pour leété Maya.
Selon le 4o des 4 variétés soumises a des concentrations denRONaCl, nous pouvons
classer ces dernieres en deux groupes :

-le premier groupe constitué des variétés Castelyaviet Espresso moins sensibles au sel

présentant une vitesse de germination élevée avgg <i4jours.
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-le deuxieme groupe composeé de la variété Sidn plas sensible au sel caractérisée par une

vitesse de germination lente avec gyatteignant 7jours.

0 —e—Castel

>

8 4 - —m— Espresso
2 ——Maya

—a— Sidi Aich

0 50 100 150 200 250
NaCl (mM)

Figure 7 : Effets de différentes concentrations dBlaCl (0 a 250 mM) sur le temps moyen
de germination (t50) des graines de 4 variétés dévierole.

Discussion

La germination est une étape critique dans le cgeledéveloppement de la plante. Elle
conditionne linstallation de la plantule, sa fiat sur le milieu, et probablement sa
productivité ultérieure (Tremblin, 1984).

Les résultats obtenus montrent que les quatre tearig@stées ont atteint leur germination
maximale dans le milieu sans sel et dans des migeuchis de 50 mM, 100 mM, et 150 mM
NacCl, avec des taux avoisinant les 100%. Lorsqueteentration en sel augmente (200mM)
une diminution des taux de graines germees se pnagiguement chez la variété Sidi Aich.
Alors qu’une forte concentration de 300 mM NaCle&mdye une forte diminution des graines
germées chez les variétés Maya et Castel et uiigtioh totale chez la variété Espresso.

Des résultats similaires ont été signalés sur dasap deVicia faba par d’autres auteurs. En
effet, Abdul Qados et Moftah (2015) ont observé dimeinution du taux de germination de
72% en présence de 200 mM NacCl, alors gu’aucunaigation n’a été relevée par Younis et
Tourky (2014) en présence de 300 mM (NacCl).

La réduction du taux de germination final peut &xeliquée par l'incapacité des graines a

absorber, en présence de fortes concentrationseldedes quantités d’'eau suffisantes et
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nécessaires au déclenchement du processus de geomirLa difficulté d’absoption d’eau
résulte de 'augmentation de la pression osmotexterne qui réduit la disponibilité d’eau
pour les semences (Khan et Weber, 2008). A cet, effgjoute une accumulation des ions
Na'et CI dans I'embryon qui peut conduire a l'altératiors ggocessus métaboliques de la
germination et dans le cas extréme a la mort adeldfgon (Khan et Ungar, 1997).

La sensibilité au sel des graines pendant la getioim pourrait également trouver son
explication dans 'augmentation du taux des acatganiques tels que le citrate, le succinate
et le malate. Cette accumulation des acides estguagnée d’'une chute de pH du cytosol, ce
qui pourrait affecter les activités enzymatiq(Bsurgeais-Chaillou et Guerrier, 1992). Cette
toxicité se manifeste également par un déséquilimiaéral en faveur d’'une charge
importante de Na qui stimule le métabolisme de I'ABA dont le rblestede limiter
'absorption d’eau et d’'inhiber la synthése d’enagnspécifiques de la germination (Hekér
al., 1977).

L’évolution du taux de germination des quatre uasgéen fonction des différentes
concentrations en sel et du temps (Fig.5), ont gede distinguer 3 phases :

-Une phase d’imbibition, nécessaire a I'apparitt@s premiéres germinations. La durée de
cette phase varie selon la concentration de Nalle; est courte, voire absente chez les
graines témoins ;

-Une phase exponentielle, correspondant a une augtien rapide du taux de germination
qui évolue proportionnellement avec le temps ;

-Une troisieme phase correspondant a un platearésepant le pourcentage final de
germination et traduisant la capacité de germinatie chaque variété pour chaque
concentration.

En effet, les précédents résultats montrent que datre cas, les graines des variétés étudiées
accusent un retard dans l'initiation du processugatmination a partir de 50 mM NacCl (Fig.
5). Ceretard peut étre expliqué d’'une part,|@aemps nécessaire a la graine pour ajuster sa
pression osmotique interne et d’autre part, pagdction progressive de la conductivité de
'eau dans le substrat, altérant I'activité desyemzs alpha et béta amylase responsables de
I'hydrolyse de I'amidon, et de la libération de TR utilisé pour la percée de la radicule
(Al Sherif, 2009).

Des résultats similaires ont été obtenus par LodilerLupi (2006) suHordeum secalinum

qui enregistrent apres 10 jours de germinationpréisence de 400 mM NaCl, un taux de

germination de 55%.
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Ce retard dans la germination peut avoir des régsians ultérieures préjudiciables au

développement de la plante. Par exemple, la coti@n aprés le semis, d’'un manque de
pluie et d'un vent desséchant, provoquent la fawmad’'une crodte a la surface du sol. Les
plantules, dont la germination a été retardée @agel, risquent alors d’étre prises dans la
crolte qui s’est formée entretemps (Marlet et 2006).

Nos résultats indiquent que les graines des vari€stel, Maya et Espresso, sont moins
sensibles au sel que la variété Sidi Aich (Fig.@3tte tolérance pourrait étre due au faible
prélevement de NaCl par les semences et donc péaidke concentration de sel dans

'embryon (Smith et Comb, 1991).

La tolérance de nos graines au sel pourrait &eedgalement a la morphologie et au poids
des semences (Westoby, 2000). En effet, les graleevariétés Espresso, Maya et Castel
présentent un poids de 100 graines respectivengeb6gd, 589 et 65g sont moins sensibles a
la salinité que les graines de la variété Sidi Alghg) (Tab.2). Des résultats semblables ont
été trouvés par Easton et Kleidorfer (2009), ediétt la germination de quelques espéces de
Frankeniaen présence de sel. Ces auteurs ont montré gpeidie de 100 graines, constituait
un caractére pouvant permettre une meilleure toé€rdes graines au stress salin.

Les résultats de la germination ne suffisent p&saalir un classement de la réponse des variétés
étudiées vis-a-vis de la salinittlaas (1996), a rapporté que la plupart des agdtiwont
tolérantes a la salinité durant la germination, snsénsibles pendant la croissance et
redeviennent plus tolérantes aux stades finaux cd@ssance. D’autres suggerent que les
graines qui présentent une aptitude a germer sesscdnditions de salinité auraient des

prédispositions a tolérer ce stress au cours deteissance ultérieure (Rozema, 1975).
Afin de confirmer les résultats obtenus lors dgdamination, nous avons étudié par la suite,

la réponse de nos variétés, aux différentes coratents de sel durant le stade de croissance

végétative.
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3.2. Effet du stress salin sur la croissance, la piose et le rendement des quatre

variétés de féverole
3.2.1. Caractéres morphologiques
- Hauteur de la tige

Les résultats obtenus montrent que la hauteurigies diminue pour les quatre variétés avec
'augmentation du degré de salinité (Tab.3). Cesltats mettent en évidence une variabilité
de réponse en présence de sel chez les quatreggateféverole étudiées.

A 50mM NaCl, la variété Sidi Aich semble étre lainsaffectée, avec une diminution de
19% par rapport au témoin, alors que les autra@gtearenregistrent des réductions de 23%,
25% et 30% respectivement chez Castel, Espreddayet.

En présence de 100 mM NaCl, les variétés Maya pteBso sont les plus affectées, car la
hauteur de leur tige a baissé respectivement d&&% et 49% par rapport au témoin alors que
les variétés Castel et Sidi Aich moins sensiblesggtrent respectivement une baisse de 34%
et 36 %. Cependant, il n’existe aucune différerigaificative entre le traitement 75 et 100
mM NaCl pour toutes les variétés.

Le stress salin provoque des baisses tres hautesigaificatives (p< 0,001) de la hauteur de
la tige, les différences entre variétés pour ceampatre sont également trés hautement
significatives mais l'interaction variété x traitent salin n'est pas significative (p > 0,05)
(Annexe, Tab.2).
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Tableau 3 Effets du traitement salin sur la hauteur de la tig¢ (HAT), surface foliaire
(SF), nombre de feuilles/plant et nombre de ramifiations/plant des quatre variétés de
féverole

NacCl HAT SF Nombre de Nombre de
Variétés (mM) (cm) (cmd) feuilles/plant  ramification/plant
0 44,6 +2.08  35,8+3.37 45,6+4.83 4,8+0.58
50 34,243.88  22,8+3.18  42,4+4.95 2,8+0.37
Castel 75 29,843.16  16,6+2.74° 38,80+4.65  2,620.63
100 2924295  13+1.76 28+4.34 2,00
0 50,4+3.48  38,8+2.88  44,4+4.29 3,0+0.49
50 37,8+1.24  14,2+1.18 30,4%3.14 1,4+0.63
Espresso 75 30,845.28 12,2+1.88°  27+4.09 1,8+0.58
100 25,6+1.74  9,8+1.88  25,4+3.34 1,2+0.58
0 57,6+1.68  59+7.19 34,6+4.63 2,2+0.3F
50 40+2.66 23,6+1.12  18,6+3.86 0,6+0.63
Maya 75 37+1.4f 19,8+2.08° 19,6+4.38 0,2+0.37
100 30,2+¢1.68  15+2.25 18+3.97 0x0°
0 66,2+4.68  27,8+1.11 43,626.04 3,2+0.77
50 53,2424  17,642.18  41,628.24 1,60.38
SidiAich 75 42,6+1.59  11,4+1.69° 32,2+3.68 2,00
100 41,8+1.1f  9,6+1.28 33,629 1,40.38

Les résultats sont représentés par les valeursmimeget I'ESM. Les valeurs sur la méme colonne phaque

variété, suivies de la méme lettre ne sont paérdiftes significativement (p < 0,05).

- Surface foliaire

La variation de la surface foliaire consignée dientableau 3 montre que cette derniére est
également sensible au stress salin, elle dimirgrefiativement pour les quatre variétés avec
'augmentation du degré de salinité.

En condition de stress salin (50 mM NaCl), la réaduncde la surface foliaire des variétés
Castel et Sidi Aich est inferieure & 37% par rappoix témoins respectifs. A I'opposé, les
variétés Espresso et Maya affichent respectiveaiemtaux de réduction de 60% et 63%.

A 75mM NacCl, les deux variétés Castel et Sidi Aidient leur surface foliaire baisser de
plus de 50% par rapport au témoin ; elles enramgisirespectivement des réductions de 53%

et 59%. Cette baisse de la surface foliaire s’@ceea 100 mM NaCl, pour atteindre des taux
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de réduction de 63% et 65% respectivement chexddétés Castel et Sidi Aich, et une
réduction de 74% chez les variétés Espresso et.Maya

L’'analyse de la variance a montré un effet tregdraant significatif du sel (g 0,001) sur la
surface foliaire, les différences entre variétésiateraction variété x salinité sont treés

hautement significatives (Annexe, Tab.3).

- Nombre de feuilles et ramifications

Les résultats présentés dans le tableau 3 momjuenka concentration 50 mM NaCl n’a pas
affectée le nombre de feuilles des variétés SidhAst Castel, aucune diminution significative
n'a été observée par rapport aux témoins respetafgiminution du nombre de feuilles des
variétés Espresso et Maya, ne présentent pasfédeedifes significatives avec les traitements
50 mM, 75 mM et 100mM ; elles enregistrent respectient a 100 mM NaCl des taux de
réduction maximale de 42,79% et 47,97% par rapgotemoin. Quant a la variété Sidi Aich,
elle réagi de la méme maniere en présence de I80etnM NaCl, avec une réduction de
seulement 23% par rapport au témoin.

Des résultats obtenus, nous constatons que cheriédé Castel, I'effet du sel ne se fait sentir
gu’a partir de 100 mM NacCl, ou elle enregistre baesse de 38,5% par rapport au témoin.
Tous traitements confondus, ce sont les variétégeCat Sidi Aich qui ont formé le plus
grand nombre de feuilles (38,7 et 37,75 feuillesiplrespectivement) suivie de la variété
Espresso avec 31,8 feuilles/plant et en derniérgitipo la variété Maya avec 22,7

feuilles/plant.

Le stress salin entraine également une diminutigmifieative du nombre de ramifications
chez les quatre variétés étudiées comparativemeténaoin. Les réductions observées chez
les variétés Sidi Aich, Castel Espresso et Mayprasentent pas de différences significatives
avec les traitements (50, 75 et 100 mM NaCl) aedleegistrent a 100 mM NaCl des baisses
maximalesde 56%, 58%, 60% et 100% par rapport aux témasgeactifs. Tous traitements
confondus, c’est la variété Castel qui a formé eoyenne le plus grand nombre de
ramifications (3,05 rameaux/plant) suivie des wasgéSidi Aich et Espresso (2,05 et 1,85
rameaux /plant respectivement) et en derniére ipodid variété Maya avec seulement 0,75

rameau/plant.
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L’'analyse de la variance a montré un effet treddmaant significatif (< 0,001) du sel sur le
nombre de feuilles et de ramifications par plaes Hifférences entre variétés pour ce
parameétre sont trées hautement significatives. Gigoen I'interaction variété x salinité n’est
pas significative (p! 0,05) (Annexe, Tab.4).

- Biomasse aérienne et racinaire

Les résultats obtenus mettent en évidence unebilddade réponse en présence et en

'absence de sel chez les quatre variétés de fievéradiées (Tab.4).

Tableau 4.Effet du traitement salin sur le poids sec de la pte aérienne (PA), partie
racinaire (PR), poids total de la plante (PT), le apport partie racine-partie aérienne
(PR/PA) et l'indice de sensibilité relative au s€ll.S.R.S) des quatre variétés de féverole.

Variétés NaCl— PA PR PToT PR/PA  ISR.S
(mM)  (g/plant) (g/plant) (g/plant)
0 26,36+1,56 6,22+0,56 32,58+1,46 0,23+0,03
50 8,08+0,7  3,76+0,14 11,85+0,77 0,47+0,04 1,12
Castel 75 4,42+0,34 3,05+0,30 7,48+0,5f 0,7+0,08 1,14
100  3,35+0,28 1,63+0,13 4,98+0,38  0,49+0,08 1,13
0 14,54+0.43 6.24+0.45 20,78+0.88 0,42+0.0%
50 7,43+0.56 5.43+0.44 12,87+0.80 0,73x0.0% 0,67
Espresso 75 5,47+0.28 4.67+0.36° 10,14+0.48 0,85+0.05 0,76
100  4,57+0.16 4.06+0.49 8,63+0.46 0,89+0.18 0,79
0 24,11+2.20 8.33+0.33 32,45+2.28 0,35+0.04
50 5,9+0.26  3.23+0.4% 9,13+0.5f 0,54+0.07 1,28
Maya 75 3,9620.48 2.84+0.12° 6,8+0.57° 0,7420.06 1,17
100  3,17+0.29 2.22+0.16° 5,4+0.38° 0,71+0.08 1,12
0 13,11+0.27 5.01+0.26 18,12+0.34 0,37+0.02
Sidi Aich 50 8,53+0.4% 2.85+0.23 11,39+0.48 0,33+0.08 0,66
75 6,5¢0.46  2.51+0.28 9,02+0.48 0,39+0.08 0,75
100  5,48+0.183 2.38+0.29 7,87+0.38 0,43+0.04 0,76

Les résultats sont représentés par les valeursmimeget I'ESM. Les valeurs sur la méme colonne phaque

variété, suivies de la méme lettre ne sont paérdiftes significativement (p < 0,05).
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En l'absence de sel, les variétés Castel et Mayagetrent les poids sec totaux les plus
élevés, soit 32 g/ plant, tandis que les plusldailpoids sec sont observés chez les variétés
Espresso et Sidi Aich avec respectivement 20,7&my/et 18,12 g/plant.

L’application d’'un stress salin affecte négativeiria production des biomasses aériennes et

racinaires. Cet effet varie en fonction de la @nation en NacCl et de la variété.

La variabilité de la réponse au sel s’exprime elaient a 50 mM. Cette concentration entraine
une réduction significative de 35 % du poids setadeartie aérienne et de 43 % des racines
chez la variété Sidi Aich, tandis que la variétaysl enregistre une diminution de 75 % et
de 61 % respectivement pour la partie aériennaahaire. Quant a la variété Castel, une
réduction de 69% et 39% respectivement pour lagaérienne et racinaire, a été notée.

A cette concentration, la biomasse de la partihaie de la variété Espresso n'a pas été
affectée, aucune réduction significative [(p0,05) n’a été observée par rapport au témoin,

alors que sa biomasse aérienne a été réduite depdOeapport au témoin.

En présence de 75mM NaCl, la variété Sidi Aich 8on poids sec aérien baisser de 50% par
rapport au témoin, pour les autres variétés dessbaide 62%, 83,23% et 83,57% ont été
notées respectivement chez Espresso, Castel et pdayapport aux témoins respectifs.

Cette baisse s’accentue pour le poids sec de f& p&rienne a 100 mM NacCl, pour atteindre
des diminutions de 58%, 86% et 87% respectivemeert ¢es variétés Sidi Aich, Maya et
Castel. En revanche, la variété Espresso mairiganEme taux de réduction (68%) que celui
observé a 75 mM NacCl.

Le rapport du poids sec racines / parties aérietamesa augmenter avec 'augmentation de la
contrainte saline chez les variétés Espresso, ICestdaya en raison d’'une plus grande

sensibilité de la partie aérienne (Tab. 4). Ailes, racines sont moins affectées par le sel que
les parties aériennes. En outre, il est & notelepiealeurs de ce rapport concernant la variété
Sidi Aich, sont plus proches de celles des plantwins (Tab.4). Le sel affecte a part égale la

partie aérienne et la partie racinaire.

Les résultats de I'indice de sensibilité relativesal (1.S.R.S) montrent que la sensibilité au
sel dépend de la concentration saline et des gar{@iab .4). En effet, les variétés Espresso et
Sidi Aich se comportent de la méme maniere, lendgces de sensibilité relative au sel sont

plus faibles a 50 mM NaCl, et augmentent pour gkilgter a une concentration supérieure et
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égale a 75mM NaCl. En revanche, la variété Mayasgnte un indice plus élevé dés 50 mM

NaCl, alors que chez la variété Castel cet ind&tesemblable pour les trois concentrations

salines.

A 100 mM NacCl, les variétés Espresso et Sidi Aighondent de la méme maniére et leurs
indices restent inférieurs a 0,8. Ces dernierbsseant une diminution de biomasse totale par
rapport au témoin ne dépassant pas 59 %. Alorsegueariétés Castel et Maya semblent étre
les plus sensibles, puisqu’elles perdent plus d&8& leur biomasse et présentent ainsi, des

indices supérieurs a 1,10.

L’'analyse de la variance a montré un effet tregdrmaant significatif (< 0,001) du sel sur le
poids sec de la partie aérienne et de la paiiaame, sur le poids sec total et sur le rapport
partie racinaire/partie aérienne chez les 4 vaiélées différences entre variétés et

l'interaction variété x salinité sont trés hautetggnificatives (Annexe, Tab. 6, 7, 8, 9).

Discussion

La réponse a la salinité se manifeste généraleameztla plupart des plantes cultivées par un

effet dépressif sur la croissance et le développéefMunnset al, 1995).

En effet, nos résultats indiquent que le stresa saltraine une diminution de la hauteur de la
tige, de la surface foliaire, du nombre de fesillt de ramifications et des biomasses
Ces parametres de croissance ont été affectéslp@lupart des variétés dés la plus faible
concentration de sel, 50 mM NacCl, néanmoins un&hiité de réponse en présence de sel
chez les quatre variétés a été observée. En dutrst a noter que la hauteur des tiges, la
surface foliaire et le nombre de feuilles des wasd=spresso et Maya sont plus affectés par le
sel que ceux des variétés Castel et Sidi Aich.

La réduction de la croissance de I'appareil védétzbservée chez nos variétés pourrait étre
due a une inhibition de I'élongation de I'axe pipat (Maaouia-Houimlet al, 2011) et/ou a
une baisse du nombre de divisions cellulaires (Bemat al, 2009). Parida et Das (2005)
considérent que la réponse immeédiate au stressesdlla réduction du taux d’expansion de la
surface foliaire jusqu'a sa cessation avec l'augatiom des concentrations de sels. De plus,

I'effet du NaCl sur la photosynthése s’exerce par baisse de la teneur en chlorophylle, une
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diminution de la surface foliaire, du nombre deilfes et de la conductance des stomates
(Slama, 2004).

La réduction de la croissance peut résulter égaledel’augmentation de la concentration en
acide abscissique dans la partie aérienne ou dadhection des cytokinines (ltai, 1999).

Nos résultats concordent avec ceux obtenus paoméneux auteurs. Al Tahir et Abdulsalam
(1997) et Bibiet al (2012) suVicia faba ont montré que le stress salin réduit la hautesr
tiges des plants dés la plus faible concentration.

Le stress salin cause des réductions des poidsotsmex des plantes des quatre variétés
testées. Nos résultats indiguent une grande skigsdni sel des variétés Castel et Maya, elles
enregistrent en présence de 100mM NaCl (apres 8isemde stress) des baisses de poids sec
totaux de 84%, tandis que les variétés Sidi AicEspresso moins affectées, affichent des
baisses inférieures a 60%. Nos résultats rejoigreenix de Cordovillaet al., (1999)
mentionnant a la méme concentration des réductien65% surVicia faba.cv. Alborea)
(apres 6 semaines de stress), et ceux de Rataaln(2011) sur Yicia faba cv. Scirocco) qui
enregistrent des réductions de 67% aprés 9 joapgptication de 100 mM NaCl. Ces auteurs
expliquent cette réduction des biomasses par teqta le sel inhibe I'absorption des ions
essentiels tels que GaK" et NOy ce qui affecte la croissance et le développemest d

plantes.

La réduction des poids sec de nos variétés enmrésie sel pourrait trouver son explication
e€galement dans le fait que le NaCl agit par augatient de la pression osmotique du milieu,
ce qui empéche l'absorption de I'eau par le systemmaire (Munns, 2002). Ces conditions
de milieu favorisent I'accumulation des sels d&ss feuilles qui engendre une toxicité
ionique inhibant ainsi le prélevement et I'assitida des éléments minéraux (Mungisal.,
1995). Au dela d'une certaine intensité de stress plantes sensibles présentent un
flétrissement, un retard voire un arrét du dévedopent, une chlorose et une sénescence des
parties aériennes (Munns, 2005).

Des corrélations hautement significatives et pasitiont été obtenues entre la surface foliaire
et le poids sec de la partie aérienne, ainsi queebre de ramification et le poids sec aérien
avec respectivement des valeurs pour Espreése (t89**, ¥ = 0.59**), Sidi Aich (F =
0.88**, 1> = 0.74**), Maya (f = 0.8 3**, ¥ = 0.86**) et Castel {r= 0.79**, ¥ = 0.85**). Ces
corrélations positives confirment d’'une part I'éeorelation qui existe entre la surface

foliaire et le nombre de ramification avec la proiilon de biomasse et d’autre part confirme
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aussi que le sel a réduit la surface active ppghbtosynthese et provoqué une réduction de

la croissancgSlama, 2004).

Des résultats obtenus, nous pouvons constatereguealiétés ayant un faible poids sec en
'absence de sel sont les moins sensibles auermaitts salins (Tab.4), résultats identiques a
ceux rapportés dans la littérature par Saadeladl (2001) sur certaines lignées de haricot,
par Tejeraet al (2005) sur des cultivars de pois chiche et paadda-Houimliet al, 2011

sur trois cultivars de piment.

Nos résultats montrent que le rapport du poidsasoes / parties aériennes tend a augmenter
avec l'augmentation de la contrainte saline, cleszvariétés Castel, Maya et Espresso. Ce
résultat laisse indiquer que les biomasses aéesoet plus affectées par le sel que les
biomasses racinaires. Néanmoins, chez la variéiéAfih ce rapport est similaire a celui des
plants témoins, indiquant ainsi que le sel a adfécpart égale les deux parties de la plante.Ce
résultat est identiqgue a celui observé par plusieuteurs su¥icia faba (Delgadoet al,
1994 ; Al-Tahir et Abduslam, 1997 ; Cordovi#aal, 1999 ; Gaballah et Gomma, 2005 ; Bibi
et al, 2012), et su€Cicer arietinum(Tejeraet al, 2005).

Cette différence de sensibilité entre les orgatassorption et les organes photosynthétiques
est caractéristique des glycophytes (Bernsaétiml., 1993). Elle trouverait son explication
dans le fait que la plante dépense plus d’éng@igiosynthétique sous contrainte saline, pour
maintenir un statut hydrique élevé et pour la potidn de racines en vue de la recherche
d’eau et/ou la réduction de la perte d’eau (Zam#akéetal., 2008).

Zhu (2001), suggere que la réduction de croissaeseparties aériennes est une capacité
adaptative nécessaire a la survie des plantes @p@sun stress abiotique. En effet, le retard
de développement permet a la plante d’accumuldiédergie et des ressources pour faire
face au stress avant que le déséquilibre entsaétieur et lintérieur de l'organisme
n‘augmente jusqu’a un seuil ou les dommages saarsibles (Zhu, 2001).

Les résultats de l'indice de sensibilité relativesal ( Tab.4) a fait ressortir deux groupes de
variétés, le premier composé des variétés EspretsSidi Aich moins affectées par le sel
présentant un indice de sensibilité inferieur g ®@8leuxiéme groupe constitué de variétés
Castel et Maya plus sensibles au sel affichantndicé de sensibilité supérieur a 1.10. Ce
résultat est justifié par la grande réduction deidenasse totale de ces variétés sous contrainte

saline.
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3.2.2. Caracteéres physiologiques et biochimiques

-Pigments photosynthétiques
Les résultats de I'évolution des teneurs en pigmeitotosynthétiques (chlorophylke
chlorophylleb, chlorophylle totale et caroténoides), des quadregetés sont consignés dans le

tableau 5.

-Chlorophylle a

Le sel provoque une diminution significative deseters en chlorophylle, chez les quatre
variétés testées (Tab.5). Les réductions enregsstréspectivement chez les variétés Sidi
Aich, Espresso et Castel en présence de 100 mM $ta€de 44%, 45% et 56% par rapport
aux témoins respectifs. Ces taux de réductiongémeptent pas de différence significative (p
110,05) avec 50 mM, 75 mM et 100 mM NaCl. En revandaesariété Maya, plus affectée
par le sel, voit baisser sa teneur en chlorophg/ltle 36% a 70% par rapport au témoin en
présence respectivement de 50 mM et d’'une condemtrsupérieure et égale a 75 mM NacCl.
Nos résultats indiquent que les teneurs en chlgttepha de la variété Maya en présence de 75

et 100 mM NacCl, ne présentent pas de différencefgigtive.

-Chlorophylleb

La présence de sel dans le milieu engendre égatatasibaisses significatives des teneurs en
chlorophylleb chez toutes les variétés (Tab.5). Les résultatnols indiquent que I'évolution
des teneurs en chlorophyleen présence de sel est comparable a celle dédieghylle a.

En revanche, aucune différence significative néackiservée entre les variétés.

Les taux de réductions maximales des teneurs enogihlylle b en présence de 100 mM NacCl
sont de 47%, 48%, 60% et 61% respectivement chez&so, Sidi Aich, Maya et Castel.

-Chlorophylle totale(chlorophylle a+ chlorophylle b

Les teneurs en chlorophylle totale des quatre téi€tudiées sont réduites de maniére
significative sous l'effet de la contrainte salifieab.5). En effet, les variétés Sidi Aich,

Espresso et Castel, affichent respectivement dihsctiéns maximales a 100mM NaCl de

45%, 46% et 57% par rapport aux témoins respedtdsvariété Maya s’avere étre la plus
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affectée, a des concentrations supérieures etgal® mM NaCl, elle montre la plus grande

baisse (68%) des teneurs en chlorophylle totalegpgoort au témoin.

Tableau 5. Effet du traitement salin sur les tenews foliaires en pigments chlorophylliens
(Chl a, Chl b), chlorophylle totale (Chl a+b) et en caroténoidegCarot) en
Kg /g de MF, des quatre variétés de féverole.

Variétés NaCl Chla Chlb Chl totale Carot
(mM)
0 12.45+0.93 4.75+0.26 17.21+1.18 2.98+1.16
50 6.56+0.98 2.83+0.49 9.41+0.93 1.63+0.93
Castel 75 6.86+0.63 2.36+0.22 9.23+0.82 1.66+0.84
100 5.4+0.67 1.83+0.26° 7.23+0.93 1.43+0.93
0 9.02+1.25 3.69+0.08 12.72+1.56 2.51+1.56
50 6.32+0.76 2.42+0.40 8.74+1.52 1.74+1.5%
Espresso 75 4.41+0.5% 2.13+0.38 6.54+0.22 0.95+0.25°
100 4.95+1.07 1.94+0.22 6.89+0.89 1.18+0.8%°
0 10.76+0.28 4.53+0.3fF 15.28+0.3% 2.43+0.3%
50 6.81+0.98 3.37+0.26 10.18+0.98 1.52+0.3%
Maya 75 3.16+0.18 1.85+0.22 5.01+0.58 1.60+0.98
100 3.18+0.67 1.78+0.40 4.96+1.34 1.45+0.58
0 10.02+1.26 4.02+0.26 14.04+1.48 2.52+1.48
50 6.850.7% 2.58+0.17 9.43+0.93 1.76+0.93
Sidi Aich 75 5.95+1.0% 2.21+0.44 8.11+1.47 1.60+1.47
100 5.57+0.80 2.080.17 7.6520.93 1.46+0.93

Les résultats sont représentés par les valeursmimeget I'ESM. Les valeurs sur la méme colonne phaque
variété, suivies par la méme lettre ne sont pdérdifites significativement (p < 0.05).

- Caroténoides

L’effet du sel s’est traduit également par unesgaisignificative des teneurs en caroténoides
chez les quatre variétés (Tab.5). Les variétésaMaysidi Aich semblent étre moins affectées

par le sel, elles enregistrent respectivement édactions de I'ordre de 40% et 42%. Par

contre, les variétés Castel et Espresso accussnplies grandes baisses des teneurs en
caroténoides, 52% et 62% respectivement.

Hormis les teneurs en caroténoides de la variepreEso qui présentent une différence

significative entre le traitement 50 mM et le teaient 75 mM NaCl ; pour les autres variétés

aucune différence significative n'a été observéecales trois concentrations salines. Par

contre, 'effet variété montre une différence sigaitive.
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Discussion

L’analyse de la variance montre que la présenddad& dans le milieu entraine une baisse
trés hautement significative @0,001) des teneurs en chlorophydleen chlorophylleb, en
chlorophylle totale et en carétonoides. L'effetiétdr est significatif (P< 0,05) sauf dans le
cas de la chlorphylle, mais linteraction variété x salinité n’est spsignificative (Annexe,
Tab.10, 11, 12, 13).

En effet, pour les chlorophylles totales, c’esvdaiété Maya qui semble étre la plus affectée
avec une réduction de 68%. Par ailleurs, pour &sténoides, ce sont les variétés Castel et
Espresso qui se sont montrées les plus sensiblex; ane baisse de 52% et 62%
respectivement.

Les réductions des teneurs en chlorophylle obserebez nos variétés stressées par le sel
pourraient étre dues a I'effet inhibiteur des idla et CI sur la structure des chloroplastes et
par conséquent sur la biosynthése des différegmaepits (Maneet al., 2010). En effet, en
présence de fortes concentrations de sel, dest8gmp de jaunissement, de chlorose et de
nécroses allant jusqu’ a la mort des feuilles agae£té observés chez les quatre variétés. Ce
jaunissement résulte des dommages causés suighasms chlorophylliens entrainant la
diminution des teneurs en pigments (Dajic, 2006).

Ces symptomes déja observés par Sidtal (2009), sur des feuilles décia fabal. cv Troy
seraient dus a une toxicité des ions &lcumulés a des niveaux excédant la capacité de
compartimentation dans la vacuole. La diminuti@s ¢eneurs en chlorophylle totale sous
l'effet du sel a été citée dans la littérature phrsieurs auteurs chez différentes especes
végetales, notamment ch€zer arietinum(Garg et Singla (2004),riticum durum(lgbal et

al., 2006),Vigna unguiculata(Taffouo et al., 2009) etMedicago ciliaris(Ben Salatet al,
2011).

La baisse des teneurs en pigments chlorophylliensod variétés sous I'effet du stress salin
peut trouver également son explication dans I'augai®mn de l'activité de la chlorophyllase
(Garg et Singla, 2004) et/ou dans la détérioratenla membrane thylakoidale, liée a un
changement de la composition ionique de I'espaocensttique ( Al-Sobhet al., 2006 ; Mane

et al, 2010). La présence de sel dans le milieu peatedent augmenter le taux de
production de I'éthylene inhibant ainsi la biosyegh des pigments chlorophylliens (Khan,

2003). Parallelement, une diminution des teneursanténoides a été observée chez les
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guatre variétés étudiedsl-Tayeb (2006) suggére que l'altération des cgsmpits pourrait
étre liee a leur photoinhibition et photodestirtt

Nos résultats corroborent ceux obtenus par d’atta@aux portant sur différents cultivars du
genreVicia faba En effet, Abdul- Qados (2011) a noté ch¥ria fabacv Reina mora une
diminution des teneurs en chlorophylée chlorophylle b, chlorophylle totale et en
caroténoides. Mémes constatations Micia fabacv Giza 2 (El Sayed, 2011) et svicia
faba cv Sakha (Hassaneiet al, 2012). Ces réductions pourraient étre dues égalt a
linstabilité du complexe protéique, du fait quedalinité affecte les forces de liaisons du

complexe protéine-pigment (Levitt, 1980).

- Accumulation des sucres solubles
La figure 8 présente l'influence du stress salinl'secumulation des sucres solubles dans les

feuilles des quatre variétés.
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Figure 8 : Variation des teneurs en sucres solubledans les feuilles de 4 variétés de

féveroles soumises a un stress salin (0, 50, 75160 mM NaCl). Chaque point représente la
moyenne de 5 répétitionkes barres verticales (barre d’erreur) représefnésnESM. Pour chaque variété, les
histogrammes suivies de la méme lettre ne sondiffésents significativement (p < 0,05).

L’allure générale des histogrammes montre que &®z variétés étudiées, les teneurs en
sucres solubles foliaire augmentent en présencsetlgFig.8). Cette augmentation est

significative a partir de 75 mM NaCl. Cependants ldifférences entre variétés et

I'interaction salinité x variété ne sont pas siguifives.
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Les teneurs en sucres solubles accumulées en peéderv5 mM NaCl et 100 mM NaCl ne
présentent pas de différence significative (p $P(Bnnexe, Tab.14).

Les quatre variétés ont enregistrées a 100Mm Na€hdgmentations de 20%, 24%, 32% et
de 34% respectivement chez les variétés CastelaMzegpresso et Sidi Aich par rapport aux

témoins.

Discussion

L’accumulation des sucres solubles chez les plaatég largement rapportée comme une
réponse a la salinité et a la sécheresse (Ashrafaes, 2004). En effet, nos résultats
indiquent, que les variétés irriguées avec dagtisok salines supérieures et égales a 75 mM
NaCl accumulent plus de sucres que celles irrigages 0 et 50 mM NaCl. A I'exception de
la variété Espresso qui montre des teneurs en swsomalaires avec les 3 concentrations

salines.

Nos résultats rejoignent ceux obtenus par d’autrgsurs sur des especes différentes. En
effet, Cachorreet al.,(1993) ont noté cheRhaseolus vulgaristressée par 100 mM NacCl, une
augmentation de 51% par rapport au traitement ténien présence de 8 g/l NaCl, Ben
Khaled et al, (2003) ont observé une augmentation de 57% paroré au témoin, chez
Trifolium alexandrinum L’augmentation des teneurs en sucres solublesre®e chez nos
guatre variétés en présence de sel pourrait éeadia dégradation des réserves amylacées
suite a leur conversion rapide en saccharose (Mahas, 2006) et / ou a une modification
d’activités enzymatiques lieées au métabolisme digoe (Dubey et Singh, 1999). En effet,
chez le riz cultivé sous stress salin, il a étéeolss une dégradation de I'amidon et une
accumulation des sucres s’accompagnant de l'augtiemt de I'activité de I'amidon
phosphorylase, du glucose phosphate synthasere diminution de l'activité de I'invertase
(Dubey et Singh, 1999).

L’accumulation des sucres solubles dans les g@datgimineuses en réponse a la salinité a
éte documentée chez le haricot (Tejtral., 2005), Medicago sativdFarissiet al, 2011) et
dans les especes BhaseolusBayuelo-Jimeneet al, 2012).

Mohsenet al. (2013) ont noté sous l'effet de 100 et 150 mM NaGne accumulation des
sucres solubles durant la période végétative dlma fabacv. Misr 2, cette augmentation est

observée aussi bien dans les feuilles que damadees.
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La teneur élevée des sucres solubles observée lemrfguilles de nos variétés, pourrait
témoigner soit d’'une limitation de leur utilisatisaite & un ralentissement de la croissance
(Lawlor, 2002), soit d'une force d’appel importarg¢ leur hydrolyse par des enzymes

présentes dans ces organes (Meusdl, 2012).

En revanche, Gadallah (1999) a noté une diminudies teneurs en sucres chéeia faba
cv. Calvor 103. Cette diminution pourrait étre attiee aux effets négatifs de la salinité sur

le métabolisme des glucides, par l'inhibition deletosynthése due aux ions Cl

Ashraf et Harris (2004), considerent que les susmubles pourraient contribuer a plus de
50% a I'ajustement osmotique des glycophytes sasrasix conditions de salinité. En effet,

les sucres solubles assurent des fonctions majelaes 'osmoprotection, le stockage du
carbone et le piégeage des radicaux libres (Patidh, 2004). La résistance des plantes aux
différents types de stress tels que la salinitéétheresse et les températures élevées est due a
'accumulation des sucres solubles (Chen et Mug@?2). lls jouent un rdle crucial dans le

maintien de la turgescence et protegent contreri jo’eau (Yokot&t al, 2006).

Des corrélations significatives et négatives ogt@itenues entre I'accumulation des sucres
solubles et la production de matiére séche totaéz des variétés Castef & - 0,44*) et
Espresso {r= - 0,61*). Ces corrélations confirment I'étmitrelation qui existe entre
'accumulation des sucres et la diminution derl@issance. En effet, Azcon Bieto (1983) a
rapporté que les faibles taux de carbone assinilé diminution des poids sec sont liés a
I'accumulation des sucres solubles chez de nombseespéces végétales.

- Teneurs en protéines

D’apreés la figure 9 nous remarquons que I'additionsel a la solution d’arrosage modifie la

concentration des protéines avec une variabilitééfdense chez les quatre variétés.

59



Chapitre 1l : Effet du stress salin sur la germindion, la croissance, la symbiose et le rendement
de 4 variétés de féverole

OomMm

m & 50mM
=

o m 75mM
(@]

= a = 100mM
0

(]

c

§

=

o

c

(5]

2

>

(0]

o

s

Castel Espresso Maya Sidi Aich
Variétés

Figure 9 : Variation des teneurs en protéines chees 4 variétés de féverole soumises a
un stress salin (0, 50, 75 et 100 mM NaCbBhaque point représente la moyenne de 5 répétitiass

barres verticales (barre d’erreur) représententel®M. Pour chaque variété, les histogrammes suitkesa
méme lettre ne sont pas différents significativenfer< 0,05).

La teneur moyenne des protéines la plus élevéenesgistrée chez les témoins sans sel ; elle
est de l'ordre de 6,62 pg/g de MF. Les plus fotéegurs sont enregistrées chez les variétés
Castel et Espresso soit une valeur de 7,59 pgkgrdd.a plus faible teneur est observée chez
la variété Sidi Aich avec une valeur de 4,99 p@/dvi.

Les teneurs en protéines foliaires des variétéseBsp et Sidi Aich, non pas été affectées par
le sel, aucune différence significative n’a étéegistrée par rapport au témoin (Fig.9).

En revanche, chez la variété Maya une diminutignifcative de 54% par rapport au témoin
est enregistrée en présence de 75mM NaCl. Chexriité Castel, I'effet du sel se fait sentir
a partir de 100 mM NacCl, avec une réduction desuenen protéines de 52% par rapport au
témoin. A cette concentration, la variété Maya troma plus grande baisse (62 %) par
rapport au témoin (Fig.9).

L’analyse de la variance a montré un effet treddmaant significatif du sel (R 0,001) sur la
teneur en protéines des 4 variétés étudiées, flésatices entre les variétés sont significatives

(P<0,05) et I'interaction variété x salinité est regnificative (P < 0,05) (Annexe Tab.15).
Discussion

La diminution des teneurs en protéines foliaireszcles plantes est considérée comme une

réponse au stress salin (Pessarkli, 2010). Eh effs résultats montrent que la présence de
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sel dans le milieu a provoqué une diminution dewues en protéines foliaires chez les
variétés Maya et Castel. La variété Maya s'avéus piffectée par le sel. En revanche, les
variétés Espresso et Sidi Aich ont maintenues desurs stables en protéines, aucune
différence significative n’a été observée par rappax témoins.

La diminution des teneurs observée chez nos varM#ya et Castel a déja été rapportée par
Soussiet al, (1998) sur le pois chiche, par Paridalet(2004) suBruguiera parvifloraL, et

par Gaballah et Gomaa (2007) sur deux variétégewls : Giza blanka (tolérante au sel) et
Giza (sensible a la salinité).

La baisse des teneurs en protéines serait due gamea une réduction de la synthése des
protéines et d’'autre part a 'augmentation de Réigt des enzymes protéolytiques (Pessarkli,
2010). En effet, Viégas et Silveira (1999) ont gnsilé sur des jeunes plantes d’anacardier
(Anacardium occidentald..) une augmentation de l'activité des enzymes protiéplgs
foliaires accompagnée d’'une accumulation concondtalans le cytoplasme des fractions
azotées solubles. Pariga al (2004), suggérent que la diminution de la tereruprotéines
accompagnée d'une augmentation du pool des acidesés totaux reflete un mode
d’ajustement osmotique.

La diminution des teneurs en protéines observée lgs variétés Maya et Castel sous ['effet
du sel pourrait étre due également a une faiblpodibilité des acides aminés et a la
dénaturation des enzymes impliquées dans la synttiés acides aminés et des protéines
(Popoveet al., 1995).

Cependant, un effet positif du stress salin sutdesurs en protéines foliaires a été signalé sur
la feve (Abdul Qados, 2010). Cette augmentationrpagtutrouver son explication dans la
synthése de nouvelles protéines sous I'effet dasstsalin et/ou la diminution de I'activité des
enzymes protéolytiques (Dubey et Rani, 1989).

Des corrélations positives et significatives ot @btenues entre les teneurs en protéines et la
biomasse totale, chez Sidi Aictf & 0.49%), Maya (f = 0,60**) et Castel fr= 0,61**). Ces
corrélations montrent que les teneurs en protégtes biomasse totale suivent la méme

evolution. En revanche, aucune corrélation n'asoéervée chez la variété Espresso.
- Accumulation de la proline

La figure 10 montre que les quatre variétés réagisa I'égard de la salinité par une

augmentation progressive des teneurs en proline.
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Figure 10 : Variation des teneurs en proline foliaie chez les 4 variétés de féverole

soumises a un stress salin (0, 50, 75 et 100 mM N)aChaque point représente la moyenne de 5
répétitions.Les barres verticales (barre d’erreur) représedésnESM. Pour chaque variété, les histogrammes
suivies de la méme lettre ne sont pas différegrafetativement (p < 0,05).

En I'absence de contrainte saline, les quatre Méariént présenté les valeurs les plus basses
comparativement aux plantes ayant subit un traibemsein. Elles ont accumulé sensiblement
la méme teneur en proline, en moyenne 0,22 mg/gatplante (Fig. 10).

L’enrichissement de I'eau d’irrigation avec 50 mM®I n’a pas eu d’effet sur I'accumulation
des teneurs en proline chez les variétés CasteljaMd Sidi Aich, aucune différence
significative n’a été observée par rapport aux tésorespectifs. En revanche, une
augmentation significative de 64% a été enregisthéez la variété Espresso.

La présence de 75 mM NaCl dans I'eau d'irrigatioduit une augmentation significative des
teneurs en proline chez les variétés Maya (41%89teC&42%) et Espresso (70%). Cependant,
cette concentration n’a pas affectée les teneumaime de la variété Sidi Aich (Fig.10).

Les teneurs maximales en proline sont accumulépsésence de 100 mM NacCl. Les variétés
Sidi Aich et Espresso ont accumulé respectivemenplus fortes teneurs, soit 1,28 et 1,13
mg/g MF, suivies des variétés Castel (0,74 mg/g 8tWjaya (0,61 mg/g MF).

L’analyse de la variance a révéelé un effet tresdraant significatif du sel (P < 0,001) sur
laccumulation de la proline, des différences entes variétés sont tres hautement
significatives. Cependant, I'interaction variét&adinité est significative (g 0,05) (Annexe
Tab.16)
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Discussion

Les résultats obtenus indiquent que la salinitéassbciée a une augmentation significative
des teneurs en proline. Ces résultats corrobopenix obtenus par Amiret al., (2005) sur
deux cultivars de tomate qui notent une augmematéola teneur en proline chez ces especes
soumises a un stress salin.

La figure 10 montre qu’en présence d’'un stressreéfd®0 mM NacCl), les variétés Espresso
et Sidi Aich accumulent plus de proline que lesiétas Maya et Castel, ce qui semble
confirmer, du point de vue tolérance, la supégodes variétés Espresso et Sidi Aich par
rapport aux deux autres. Plusieurs auteurs ontoréppjue I'accumulation de la proline est
souvent corrélée avec la tolérance des planteBesssalin (Ashraf et Harris, 2004). Chez les
plantes sensibles, la présence de cet acide astip@aecontre amoindrie (Chenhal, 1995).
L’accumulation de la proline contribue a I'acquit de cette résistance grace au maintien de

la turgescence cellulaire crée par I'ajustementatigme (Munns, 2002 ; Llucétal., 2007).

En effet, la proline agit comme un osmoticum cgetinpet de neutraliser les effets ioniques et
osmotiques de I'accumulation des ions du sel dangatuole (Zid et Grignon, 1991) ; de
conférer une protection aux enzymes ; de stabilseanembrane et la structure cellulaire
durant les conditions de stress (El-Sayed Saf2298) et constituer une réserve de carbone et

d’azote réduit, utilisés par la plante ultérieuraima la période de stress (Zeredal., 2008).

L’augmentation des teneurs en proline a été égalerapportée par El-Sayed (2011) chez
Vicia fabacv. Giza 2 et par Hassaneat al (2012) che/icia fabacv. Sakha qui montrent

une augmentation des teneurs en proline plus irapi@ten cas de stress sévere. En revanche,
Katerji et al, (2002) ne rapportent aucune augmentation desiteren proline che¥icia

faba Ce résultat est identique a celui observé paerdet al (2005) sur des génotypes de
haricot qui ont noté une diminution des teneurpmtine sous I'effet du sel qui serait due a
une inhibition de synthése de son précurseur oun& mapide activité de la proline

déshydrogénase impliquée dans la dégradation deickt aminé.

Certains auteurs admettent que le changement deargeen proline est déclenché par la
perte de la turgescence et/ou par la stimulatiosadgynthése induite par les stress (EIl-&lil
al., 2002). D’autres affirment que c’est une conséqeale|’effet inhibiteur du stress sur son

oxydation, ainsi que sur son incorporation danpteteines (Yoshibat al.,1995).
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En outre, la synthese de l'acide abscissique stmifetl du stress salin, joue un roéle
déterminant dans la régulation de I'expression éhegP5CS impliqué dans la synthese de la
proline (Xionget al, 2001).

L’augmentation du taux de proline pourrait ausse e résultat de la dégradation des
protéines (Yoshiba&t al., 1997). Nos résultats, ont montré une corrélatignificative et
négative entre la teneur en protéine avec la teeeproline, chez la variété Maya avec un
coefficient de T = - 0,48* ce résultat laisse indiquer que la ip®laccumulée dans les
feuilles de la variété Maya, est le résultat ddégradation des protéines. En revanche, chez
les variétés Castel, Espresso et Sidi Aich, auaoreglation n'a été observée entre les
protéines et la proline. Ce résultat laisse sugpqgse la proline proviendrait d'une synthése
de novo, le précurseur principal est le glutam¥teshibaet al, 1995).

Belkhodja et Bidai (2004) suggérent que le mécaaidfaccumulation de la proline serait lié
a la présence de sites de résistance de la pladateantrainte. En effet, le transport de la
proline de la source (lieu de synthese) au sitéad@sistance est admis depuis longtemps
comme un parameétre important dans I'acquisitiorcelée résistance. Paquin (1986), signale
gue la proline serait synthétisée dans les feudfesransportées vers ces sites ; d’autres
rapportent que I'acide aminé migre vers les fesiie s’y localise chez la feve (Belkhodja et
Benkablia, 2000) et chez le tréfle (Benkhadcl, 2003)

Des précédents résultats, nous avons constatéagakefement a I'augmentation de la teneur
en proline foliaire, une baisse des teneurs em@ngs chlorophylliens totaux a été
remarquée sous l'effet du stress salin. Ceci esfiroeé par des corrélations négatives et
significatives obtenues chez les variétés Ma§a (r 0,67**), Espresso {r= - 0,54*) et chez
Castel (f = - 0,53%). Ce résultat suggére I'existence d'wmmnexion entre les voies de
biosynthése des pigments chlorophylliens et derddine. Une compétition entre ces deux
composés sur leur précurseur commun, le glutamats, étre a l'origine de cette évolution
(Grennan, 2006).

- Teneurs en malondialdéhyde
Le stress salin provoque une augmentation desrneeaumalondialdéhyde chez les 4 variétés
étudiées (Fig. 11).
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Figure 11 : Variation des teneurs en malondialdéhyel chez les 4 variétés de féverole

soumises a un stress salin (0, 50, 75 et 100 mM N)aC€haque point représente la moyenne de 5
répétitions.Les barres verticales (barre d’erreur) représedesnESM. Pour chaque variété, les histogrammes
suivies de la méme lettre ne sont pas différegtsfitativement (p < 0,05).

En I'absence de sel, les variétés Castel et Mayegeatrent les plus faibles teneurs soit 1,38
pmol/g MS et 1,93 umol/g MS respectivement. L'elnissement de I'eau d’irrigation avec
50 mM NaCl n’a pas eu d’effet sur I'accumulatiorsdeneurs en malondialdéhyde chez les
variétés Maya, Espresso et Sidi Aich, aucune diffée significative n’a été observée par
rapport aux témoins respectifs. En revanche, laétéarCastel affiche une augmentation
significative de 67% par rapport au témoin (Fig.11)

Hormis, la variété Maya qui enregistre une augniemasignificative de 69% en présence de
75 mM NaCl, les variétés Espresso et Sidi Aichntiennent respectivement les mémes
teneurs que celles observées chez les plantesngnanicune différence significative n'a été
observée (pJ 0,05).

Pour toutes les variétés, les teneurs maximalesadondialdéhyde sont produites en présence
de 100 mM NaCl. Les variétées Maya et Castel ontegistré respectivement des
augmentations de 85% et 78% par rapport aux ténmespectifs, alors que les variétés Sidi

Aich et Espresso montrent des augmentations deed BA% respectivement.

L’analyse de la variance a révélé un effet tregdraant significatif du sel (g 0,001) sur les
teneurs en malondialdéhyde chez les 4 variétésegstles différences entre les variétés sont
hautement significatives. Cependant, I'interactianété x salinité est significative {p0,05)
(Annexe, Tab 17).
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Discussion

L’effet du sel s’est traduit par une augmentaties teneurs en malondialdehyde chez toutes
les variétés. Cette accumulation est souvent céreedcomme un indicateur de peroxydation
des lipides, qui nous renseigne sur |'état de dkdian des membranes cellulaires (Halliwell
et Gutteridge, 1989).

Les résultats obtenus indiquent que les variétesteC et Maya présentent des teneurs en
MDA plus élevées que les variétés Espresso et/al, ce qui témoignent des dommages
plus prononcés de leurs membranes cellulairesffEf) Baugmentation de la teneur en MDA
sous l'effet du stress salin pourrait étre due a wkduction de l'activité de différentes
enzymes du systeme antioxydant des feuilles, noenhde la superoxyde dismutase et de la
catalase (Jiang et Huang, 2001). Cela entrainenataccumulation des especes réactives a
'oxygeéne, telles que l'ion superoxyde,QOle peroxyde d’hydrogéne ,B, et le radical
hydroxyle OH, dans les tissus et favoriserait donc I'oxydatdes lipides membranaires
(Foyer et Noctor, 2003).

Nos résultats sont semblables a ceux rapporté pasatieiret al (2012) sur la féve, qui
montrent une augmentation des teneurs en MDA é&sepce de sel.

En revanche, d'autres travaux ont montré que chdmrhate soumise a un stress salin, les
teneurs en MDA étaient identiques a celles destgdar@moins sans sel. Ce résultat semble
étre une caractéristique des plantes tolérantesefuet le degré des dégats oxydatifs
cellulaires est fonction de la capacité des plaate® protéger contre les agents oxydatifs
(Shelateet al, 1998).

De méme, l'augmentation de la teneur en MDA indigatd’'une dégradation oxydative des
lipides membranaires, pourrait aussi expliquer ilainution des teneurs en chlorophylle
totale chez les variétés étudiées. Des corrélasamsficatives et négatives entre les teneurs
en MDA et les teneurs en chlorophylle totale omét @bservées chez Mayd& & - 0,76%),
Castel (f = - 0,79*%) et chez Sidi Aich {r= - 0,56*). En effet, une dégradation lipidiquesde
membranes entrainerait une perturbation des mermbtaglacoidales, une perte de l'intégrité
des chloroplastes, réduisant ainsi la biosynthe&sepigments chlorophylliens (Benhassine-
Kesri, 2002).
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3.2.3. Caractéres liés a I'état hydrique de la plan

-Teneur relative en eau foliaire
La figure 12 indique que les teneurs relatives an fliaire des plantes stressées sont

similaires a celles des plantes témoins.
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Figure 12 Variation des teneurs relatives en eau chez les due variétés sous différentes

concentrations salines (0, 50, 75 et 100 mM NaCBhaque point représente la moyenne de 5
répétitions.Les barres verticales (barre d’erreur) représedesnESM. Pour chaque variété, les histogrammes
suivies de la méme lettre ne sont pas différegtsfitativement (p < 0,05).

La présence de sel dans 'eau d'irrigation entraine augmentation graduelle de la teneur
relative en eau foliaire, chez les 4 variétés esstées TRE maximales enregistrées sont de
I'ordre de 59%, 62%, 63%, et 63% chez EspressaeCallaya et Sidi Aich respectivement.
Cependant, ces augmentations ne présentent auitigmerdte significative entre les variétés,
les concentrations salines et les plants témoins.

L’analyse de la variance montre que l'effet dueslnon significatif (g 0,05) sur la teneur

relative en eau des 4 variétés étudiées (Annexe 18a

Discussion

La teneur relative en eau des feuilles, nous ignsesur I'état hydrique de la plante, qui peut
étre un indicateur de tolérance au stress salisg&taet al, 2008). Nos résultats montrent

gue quel que soit la concentration saline dang l@arigation, nos variétés ont maintenu un

niveau d’hydratation proche a celui des plants {émdCe résultat indique que le stress salin
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n'a pas affecté la teneur relative en eau foligies 4 variétés étudiées, ceci pourrait étre
expliqué par l'efficacité de I'ajustement osmotigugui contrebalance la diminution du
potentiel hydrique, permettant ainsi de maintezsrihouvements d’eau vers les feuilles et par
conséquent leur turgescence (Hopkins, 2003).

Dans ces conditions, I'absorption de I'eau est teaime a un niveau suffisant pour éviter la
déshydratation des tissus de la plante pour étkblthénoméne de succulence et pouvoir
diluer le plus d’'osmolytes possible (Hassetral., 2008).

Ce maintien du niveau d’hydratation par les 4 waséeut trouver également son explication
dans la diminution de I'intensité de transpirateifou de la diminution de la surface foliaire.
En effet, Allemet al (2002) ont montré que les variétés de blé teqdrarrivent a réduire le
plus I'intensité de transpiration sont celles qaiimiennent le meilleur niveau d’hydratation.
La régulation de la teneur en eau est aussi ralidemeécanismes racinaires. Muretsal,
(2000) ont noté que c’est la capacité de succimeldppée par les racines qui conditionne le
maintien d’un bon potentiel hydrique au niveau tislles chez les plantes soumises a un

stress salin.

- Potentiel hydrique foliaire

Les variations du potentiel hydrique foliaire emdton des traitements salins appliqués,
montrent que chez toutes les variétés étudiéagyriiantation de lintensité du stress
provogque un abaissement du potentiel hydriqueifeli@omparativement aux témoins. Cette

baisse est d’autant plus accentuée que l'intedsitgtress est importante (Fig.13).
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Figure 13 : Variation du potentiel hydrique chez ls 4 variétés de féverole soumises a un

stress salin (0, 50, 75 et 100 mM NaCkhaque point représente la moyenne de 5 répétitlors
barres verticales (barre d'erreur) représententel®M. Pour chaque variété, les histogrammes sutlkesa
méme lettre ne sont pas différents significativenfer< 0,05).
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En l'absence de sel, toutes les variétés affichanpotentiel hydrique élevé par rapport aux
autres traitements. Des potentiels hydriques d49-MPa, — 0,21 MPa, — 0,23 MPa et — 0,29
MPa sont observés respectivement chez les vaks@®esso, Maya, Castel et Sidi Aich.
Lorsque le stress est de 50 mM NacCl, la variété Sich n’est pas affectée, son potentiel
hydrique ne présente aucune différence signifieadivec le témoin (P 0,05). Alors que les
variétés, Castel, Espresso et Maya plus sensiblientvieurs potentiels hydriques chuter de
plus de 50% par rapport aux témoins respectifesalhregistrent des baisses de 51%, 53% et
55% respectivement (Fig. 13).

Pour la variété Sidi Aich, l'effet du sel se fadnsir a partir de 75 mM NacCl, une baisse
significative de 77% a été notée par rapport awbénCette baisse s’accentue pour toutes les
variétés en présence de 100 mM NaCl, des pourentdg réductions sont de l'ordre de

82%, 83%, 85% et 86% respectivement pour les éi€astel, Sidi Aich, Maya et Espresso.

L’'analyse de la variance révele que l'effet du sat le potentiel hydrique foliaire des 4
variétés et l'interaction variété x salinité sordst hautement significatives €0,001). Les

différences entre les variétés sont hautementfgigtives (Annexe, Tab.19).

Discussion

Nos résultats montrent que l'augmentation de lanig@l réduit trés significativement le
potentiel hydrique foliaire de toutes les variéd@sdiées. Cependant, la variété Sidi Aich a
enregistré un potentiel plus faible que celui obSechez les variétés Castel, Espresso et
Maya.

En effet, le stress salin cause une réduction dengiel hydrique du sol, ce qui rend difficile
'absorption de l'eau par la plante et par conséguaduit une réduction du potentiel
hydrique foliaire (Lluchet al, 2007). La baisse du potentiel hydrique foliast associée a
une réduction du potentiel osmotique foliaire ;efac cette situation les plantes accumulent
des osmoticums tels que la proline et les sucresdghweaet al, 2000) qui en association
avec la réduction de la transpiration par fermetegs stomates et la réduction de la surface
foliaire (Allem et al, 2002) permettent de garder la turgescence ebllame cytosolique

aussi élevé que possible (Wagtcal, 2003).

D’autres travaux ont confirmé que les glycophyteleg halophytes tolerent la salinité par la

réduction du potentiel hydrique foliaire soit pardynthese de solutés organiques et ou par
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compartimentation des ions inorganiques engendiast un ajustement osmotique (Munns,
2002 ; Lluchet al, 2007). Le rdle principal de ces solutés consistaaintenir a I'intérieur
des cellules un faible potentiel hydrique afin dénérer une force de succion pour

'absorption de I'eau (Carpentet al, 1990).

Nos résultats sont similaires a ceux rapportésAtatul-Qados (2010) qui a souligné sur
Vicia fabastressée par le sel une baisse du potentiel mariBayuelo-Jimeneet al, (2003)
ont noté également chez 4 espéeces appartenantnaelpieseolusune baisse du potentiel
hydrique associée a une augmentation des ioris Mat K.

En effet, des corrélations significatives et néageti ont été obtenues entre le potentiel
hydrique et la proline ainsi que les sucres sokib& le potentiel hydrique avec
respectivement des valeurs pour Espresso= @ 0,80**, = - 0,49*%), Sidi Aich (f = -
0.77**, r* = - 0,44%), Maya (f = - 0,74*, £ = - 0,50*) et Castel {r= - 0,74%, £ = - 0, 54%).
Ces corrélations montrent que I'abaissement desnfiets hydriques chez les 4 variétés
stressées par le sel est associé a une accumutathmomitante de la proline et des sucres
solubles. Ces corrélations sont plus fortes damsasede la proline, ce qui laisse suggérer la

grande contribution de la proline dans I'ajustenasmotique.
3.2.4. Activité nitrate réductase (ANR)
La figure 14 montre que cette activité diminue ptag 4 variétés en présence de sel. Ces

résultats mettent en évidence une variabilité genge en présence de sel chez les 4 variétés

testées.
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Figure 14 : Variation de 'ANR chez les 4 variétésle féverole soumises a un stress salin

(0, 50, 75 et 100 mM NaCl)chaque point représente la moyenne de 5 répétiticssbarres verticales
(barre d’erreur) représentent les ESM. Pour chaquiété, les histogrammes suivies de la méme lagreont
pas différents significativement (p < 0,05)

Pour le traitement témoin (OmM NacCl), I'activitétnaite réductase est plus élevée chez les
variéetés Espresso et Sidi Aich (59 et 56 pmol dé; My MF respectivement) et plus faible
chez les variétés Maya et Castel (43,05 et 35,5dl denNO, /h/g MF).

La présence de 50 mM NaCl dans le milieu n'a pdscef 'ANR des variétés Castel,
Espresso et Sidi Aich, aucune différence signifieain’a été enregistrée par rapport au
témoin. Tandis que la variété Maya plus sensilideuse une baisse de 56% par rapport au
témoin. Lorsque le stress est de 75 mM NaCl, skAMR de la variété Sidi Aich qui est
affectée, avec une réduction de 53% par rapportémin. Toutefois la variété Maya
maintient la méme ANR que celle observée a 50mMINaucune différence significative

n'a été observée entre 50 et 75mM NacCl.

Pour les variétés Espresso et Castel, I'effet duseefait sentir a 100 mM NaCl, elles
enregistrent respectivement des baisses signifesatie 76% et 78% par rapport aux témoins
respectifs. Les variétés Maya et Sidi Aich se corgmd de la méme maniére gqu’avec 75mM
NacCl, elles affichent des réductions de 77% et 688pectivement.

L’'analyse de la variance a révélé un effet tresdrmaant significatif du sel (R 0,001) sur
I'activité nitrate réductase des 4 variétés. Ldfedinces entre variétés sont également tres
hautement significatives. Cependant l'interactianété x salinité n’est pas significative

(P 1 0,05) (Annexe, Tab.20).
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Discussion

Les résultats obtenus montrent que le stress gadiroque une diminution de I'activité nitrate
réductase chez les 4 variétés étudiees. Cet effeagduit par une réduction de I'assimilation
des nitrates. Cette baisse de 'ANR sous l'effetstess salin a été rapportée par plusieurs
auteurs (Lin et Chang, 1997; Parida et Das, 2Q@heen et Ahmad, 2011).

Cette diminution de 'ANR chez les variétés deef@le, pourrait étre due a une restriction
du flux de nitrate provenant des racines aux fesillinhibant ainsi les mécanismes
d’'induction de la synthése de la protéine nitréguctase et de son activité (Fogeral,
1998). Les ions chlorures en compétition avec teatd vis a vis des transporteurs entrainent
également une diminution de sa concentration dasigdcines et dans les feuilles (Dean-
Drummond, 1986) et/ou une inactivation des transpos NQ  due aux effets toxiques du
sel, suite a leur forte accumulation dans lesfsu{lLin et Chang, 1997).

Ce résultat observé chez les quatre variétés pbaieapliquer également par une diminution
du potentiel osmotique foliaire réduisant ainsb$arption de I'eau et les éléments minéraux
(Dubey et Pessarkli, 2001). En effet, des cormatipositives et significatives entre I'activité
nitrate réductase et le potentiel hydrique onttétévées chez Sidi Aich% 0,81*%), Maya
(r>= 0,68**) et Castel @= 0,63**), traduisant I'étroite relation qui exisantre le potentiel
hydrique et I'activité nitrate réductase.

Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés d@ littérature chez d’autres
légumineuses, notamment chBmsum sativum(Dean-Drummond, 1986) eBlycine max
(Moussa, 2004). Ces auteurs, attribuent la baiss&NR chez les plantes stressées par le sel
a une diminution du flux des nitrates dans lesliesii

Dans les conditions de stress sévere (100mM Né&Slyariétés Sidi Aich et Espresso moins
affectées par le sel présentent les plus fortasiteést enzymatiques soit 17,9 pumol de NO
2/hlg MF et 14,29 pmol de N@h/g MF respectivement. Par contre, les variétéstelaet
Maya, plus sensibles au sel, ont affiché unevia&tde seulement 7,62 pmol de NM®/g

MF et 9,58 pmol de N®@/h/g MF respectivement.

Cette diminution de I'ANR pourrait étre due égal@mn@ une perturbation de lintégrité
membranaire des racines sous l'effet du sel, imtib@nsi le prélevement des nitrates par les
racines (Carjavatt al, 1999). Ceci est justifié par des corrélatiommificatives et négatives
obtenues entre I'ANR et les teneurs en MDA chez Maff= - 0,73**), Castel @= -

0,6 3**) et Sidi Aich (f= - 0, 57**).
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3.2.5. Déterminations des teneurs en Nat K*

La détermination des teneurs en'N& K™ dans les feuilles et les racines des quatre éariét

ont réveélé une variabilité de réponse en I'absen@n présence de sel (Fig.15).
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Figure 15 : Variations des teneurs en Nadans les feuilles (A) et dans les racines (B) des

4 variétés de féverole soumises a un stress salin 50, 75 et 100 mM NaCl)Chaque point
représente la moyenne de 5 répétitidres barres verticales (barre d’erreur) représernésnESM. Pour chaque
variété, les histogrammes suivies de la méme leé&rgont pas différents significativement (p < 9,05

De ces histogrammes, il ressort que les feuilldestacines des plants témoins accumulent

les plus faibles teneurs en N#ig.15).
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Les teneurs foliaires en Nasont de l'ordre de 7,82; 8,92; 10,12 et 11,5gn§S
respectivement chez les variétés Castel, Esprédsypa et Sidi Aich. Dans les racines, les
teneurs sont plus faibles, elles sont de l'ordre4g®4 ; 5,95; 6,53 et 6,9 mg/g MS
respectivement chez Castel, Maya, Espresso eAikli

La présence de sel dans le milieu entraine unemadation de sodium chez les 4 variétés
testées au niveau des deux organes d'une facossarme avec l'augmentation de la
concentration en sel. Toutefois, les teneurs ehssat plus importantes dans les feuilles que

dans les racines.

Lorsque le stress est de 50 mM, les teneurs €n fhl@ires augmentent de 58% et 63%
respectivement chez Sidi Aich et Espresso, aloes duez les variétés Castel et Maya une
augmentation de 74% a été observéee. Mémes obs@wvaipour les racines, des
augmentations de 41%, 49%, 57% et 79% ont été istnégs chez Sidi Aich, Espresso, Maya
et Castel respectivement.

Ces teneurs évoluent plus en présence de 100 mN Na@ atteindre dans les feuilles des
teneurs de 83 mg/g MS, 77 mg/g MS, 59 mg/g MS ehd8y MS respectivement chez Maya,
Castel, Espresso et Sidi Aich. Cette augmentatsbrcenstatée également dans les racines,
des teneurs de l'ordre de 51 mg/g MS, 49 mg/g MBmM8/g MS et 32 mg/g MS ont été
enregistrées chez Maya, Castel, Espresso et Sitli Ai

Tous traitements confondus, ce sont les variété&seCat Maya qui ont accumulées les plus

fortes teneurs en Ndans les feuilles et dans les racines.

L’analyse de la variance a révélé un effet tregdraant significatif (F<0,001) du sel sur les
teneurs en Nadans les feuilles et les racines des 4 variétéidgss. Des différences entre les
variétés sont hautement significatives pour lesneac et significatives pour les feuilles.
L’interaction variété x salinité est significatiymur les deux organes ( 0,05) (Annexe,
Tab.21,22).
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Figure 16 : Variations des teneurs en Kdans les feuilles (A) et dans les racines (B) des 4

variétés de féverole soumises a un stress salin 0, 75 et 100 mM NaCl)Chaque point
représente la moyenne de 5 répétitidres barres verticales (barre d'erreur) représernésnESM. Pour chaque
variété, les histogrammes suivies de la méme leé&rgont pas différents significativement (p < 9,05

La figure 16 montre que les teneurs en potassiuenales dans les feuilles et les racines des
plants témoins sont plus élevées que celles obderhez les plantes stressées.

En I'absence de sel, ce sont les variétés Sidi AtcBspresso qui accumulent les plus fortes
teneurs en Kdans les feuilles (43,68 et 40,17 mg/gMS respestant) et dans les racines
(15,33 et 16,47 mg/g MS respectivement).

L'application de 50 mM NacCl a réduit d’une fagogrsficative les teneurs en‘Kdes feuilles

et des racines des 4 variétés. En effet, danslébes des réductions de 71%, 67%, 54% et
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51% ont été enregistrées chez les variétés Cadtgla, Espresso et Sidi Aich. Alors, que
dans les racines, ces teneurs érokt été moins affectées, des baisses de 31%, 4%, et

de 53% ont été observées chez Sidi Aich, Espré4sya et Castel respectivement.

A 100 mM NaCl, cette baisse s’accentue considémadaie aussi bien dans les feuilles que
dans les racines (Fig.16). Les plus faibles tesiearKont été enregistrées chez les variétés
Castel et Maya présentant des teneurs foliairds3feet 0,81mg/g et racinaires de 2,24 et 2,2
mg/gMS respectivement. Les variétés Espresso etA%ii moins affectées par le sel, ont
affiché des teneurs foliaires de 7,02 et 8,97 m@ght racinaires 5,53 et 6,57 mg/g
respectivement.

L’'analyse de la variance a montré un effet treddraant significatif (< 0,001) du sel sur les
teneurs en K des feuilles et des racines des 4 variétés dsdiées différences entre

variétés et l'interaction variété x salinité soatitement significatives (Annexe, Tab.23,24).

Tableau 6 : Effet du stress salin sur le rapport dsélectivité K/Na* dans les feuilles et les
racines des 4 variétés de féverole soumises a diffigétes concentrations salines (0, 50, 75
et 100 mM NacCl).

o NaCl K*/Na" K*/Na"
Varietes
(mM) racines Feuilles
0 3.20 2.24
50 0.37 0.18
Castel 75 0.07 0.03
100 0.04 0.0r
0 2.45a 4,50
50 0.72 0.7%8
ESprSSO 75 0.25 0.17
100 0.14 0.1r
0 2,07 2.35
50 0.4¢ 0.19
Maya 75 0.1Z 0.05
100 0.04 0.00¢
0 2.2Z7 3.79
50 0.8¢9 0.77
Sidi Aich 75 0.44 0.3%
100 0.20 0.1¢

Les valeurs sur la méme colonne pour chaque vargiti¥ies de la méme lettre ne sont pas différentes
significativement (p < 0,05).

En I'absence de sel, les feuilles et les racinssAdeariétés maintiennent un haut ratigNG"
(Tab.6). Ce ratio tend a diminuer avec l'augmeatatile la contrainte saline chez les 4

variétés étudiées, en raison d’'une plus grandenadation du sodium dans les feuilles et
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racines. Cette baisse s’accentue a 100mM NacCl, giteindre des valeurs tres faibles dans
les deux organes, des variétés Castel et Mayaefasit tous traitements confondus, ce sont
les variétés Sidi Aich et Espresso qui présentestrdtios les plus élevés.

Discussion

La présence du chlorure de sodium dans le miliewraime une absorption accrue de sodium
par les plantes. Les résultats obtenus montrent aceimulation de Naest supérieure dans
les feuilles comparativement aux racines chez leari€tés. Toutefois, cette accumulation est
plus importante chez les variétés Castel et Mayaapez les variétés Sidi Aich et Espresso.
Cette variabilité dans la distribution de"™a niveau des différents organes des plantes laisse
indiquer que les variétés étudiées sont de typesdars. En effet, chez les plantes includers
les flux de sodium sont essentiellement ascendante sel est accumulé dans les parties

aériennes au niveau des vacuoles (Levignetah, 1995 ; Borsangt al.,2003).

Des corrélations significatives et négatives emdrdeneur en sodium et la matiére seche
produite montrent que la diminution de cette demiéorrespond a une augmentation de
teneur en sodium des plantes. En effet, les variéspresso {¢ - 0,56*) et Sidi Aich = -
0,58*) ont accumulé les plus faibles teneurs en, Mbes sont les moins affectées par la
salinité, ce qui est en accord avec les résultat3 ejeraet al., (2005) et Munns et Tester
(2008) qui ont signalé, que les génotypes tolérantsel accumulent moins de Ndans les
feuilles que les génotypes sensibles.

Les résultats obtenus indiquent que la présencelddans le milieu affecte I'absorption du
potassium dans les deux organes chez les 4 vaméi@parativement au témoin. Ces
résultats sont en accord avec Murillo-Amaatral., (2006) chezVigna unguiculataet par
Ben Salalet al (2011) cheMedicago ciliarisqui ont noté une forte baisse des teneurs‘en K
en présence de NaCl. Cette diminution pourrait éx@iquée par une compétition entre le
Na' et le K pour les mémes sites de fixation apoplasmiques\ldat al, 2006).

Les teneurs foliaires et racinaire$ Kont moins affectées chez les variétés EspressSidie
Aich. Cette caractéristique est retrouvée génémhtmrhez les especes ou la teneur élevée en
K* est corrélée avec la tolérance au sel (Tal, 1986&jnrouniet al,(2011) suggérent que
I'efficacité d’absorption et d’utilisation du *K qui agit comme un osmoticum, est capitale

dans 'adaptation au stress salin.
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Les résultats du rapport de séléctivitdNa" , ont montré qu’en I'absence de sel, ce rapport
est plus élevé dans les feuilles que dans lesasckn revanche, ce ratio diminue dans les
deux organes des quatre variétés suite a 'augtamtde la salinité, indiquant ainsi que la
teneur en Nasurpasse toujours celle du K suite a une forte compétition entre ces deux
cations (Murillo-Amadoet al, 2006).
3.2.6. Caractéres symbiotiques

- Nombre et poids sec des nodules

La figure 17 montre que le stress salin induit dmeinution du nombre et du poids sec des
nodules des quatre variétés testées. Toutefoig debinution est plus importante au niveau

des poids sec des nodules.
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Figure 17 : Variations du nombre (A) et du poids se des nodules (B) chez les quatre

variétés soumises a un stress salin (0, 50, 75 60ImM NacCl). Chaque point représente la
moyenne de 5 répétitionsLes barres verticales (barre d’erreur) représentenies ESM.Pour chaque variété,
les histogrammes suivies de la méme lettre nemmtifférents significativement (p < 0,05).
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Un total maximal de nodules formés est observé &hézmoin Maya (207,4 nodules/plant)
avec un poids sec moyen de 0,87g/plant tandiseqnerhbre moyen de nodules comptés chez

le témoin Sidi Aich est de 107, 2 nodules / plamirpun poids sec moyen de 1,45g/plant.

La nodulation est séverement affectée par la salibine diminution a la fois du nombre et du
poids sec des nodules chez les quatre variétéshestvée des I'apport de 50 mM de NaCl
(Fig.17). La diminution du nombre de nodules estegistrée chez les 4 variétés
comparativement au témoin, avec des réductionsmaes a 100 mM NaCl de 50%, 54%,
57% et 75% chez Sidi Aich, Castel, Espresso et Megpectivement.

Les résultats obtenus montrent que le nombre mdgemodules chez les variétés Sidi Aich
Espresso et Castel par plant s’accroit en passane c¢concentration saline a une autre.
Cependant, cette augmentation ne présente audbéreice significative (P1 0,05).

La présence de sel dans le milieu réduit forterrempoids sec des nodules, atteignant a 100
mM NaCl, des pourcentages de réductions maximaess&o, 83%, 87% et 89% chez Sidi
Aich, Maya, Castel et Espresso respectivement.

Tous traitements confondus, c’est la variété Maya aformé le plus grand nombre de
nodules (108,55 nodules / plant) tandis que l2ét@isidi Aich le plus faible (75,60 nodules /
plant). En revanche, les meilleurs poids sec nagislasont enregistrés chez la variété Sidi
Aich soit 0,73g/ nodule, contre 0,41 g/nodule claezariété Maya.

L’analyse de la variance montre que la présenddafel dans le milieu entraine une baisse
tres hautement significative du nombre et du pea&tsdes nodules 0,001) chez toutes les
variétes. L'effet variété et l'interaction variétesalinté sont tres hautement significatifs dans
le cas du nombre de nodules et significati& (@,05) pour le poids sec des nodules (Annexe,
Tab.25,26).

Discussion

L’effet dépressif du stress salin se traduit pag vgdduction du nombre et du poids sec des
nodules chez les 4 variétés.

Cet effet sur la nodulation chézcia fabaa été aussi rapporté par Delgastal., (1993),
Gaballah et Gomaa (2005), et Bdtial,(2012) qui ont noté une diminution du nombreet d

poids sec des nodules en présence de faibles doato@ms en sel dans le milieu.
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Nos résultats rejoignent aussi ceux obtenus pahiBouchet al., (2005), qui ont observé sur
deux cultivars de haricot, en présence de 25mM Naf@l diminution de 50% et de 94% du
nombre et du poids sec des nodules respectivem@at auteurs attribuent la diminution du
poids sec a une réduction du nombre et de |l @5 nodules.

Saadallatet al, (2001) et Ben Salaét al. (2011) indiquent que la diminution du nombre et
de la croissance nodulaire sont associées a titgtion de l'initiation et la formation de
nouveaux nodules suite au stress salin. Ce dgueigrréduire les sites potentiels d’infection
résultant d’'une inhibition de I'émergence et ddobgation des poils absorbants et de la
croissance du systeme racinaire, et par conséquemtfaible colonisation des rhizobia
(Delgadoet al, 1994 ; El Nady et Bellal, 2005 ; Fahatial, 2011).

Chez les 4 variétés, ce résultat (Fig.17) peutvepégalement son explication, dans I'échec
du processus de nodulation suite a une inhibit®tadcourbure des poils absorbants et de la
formation du cordon d’infection. En effet, ZahrarSprent (1986) ont signalé que dans le cas
deVicia fabal., la courbure du poil absorbant et la colonisatioctér@enne ont été réduites

en présence de 100 mM de Na CI, tandis que la piopales poils absorbants contenant des
cordons d'infection a été réduite de 30%.

Les résultats obtenus (Fig.17) montrent une rédnatu poids sec plus importante que celle du
nombre de nodules chez les 4 variétés testéeguiali ainsi que I'inhibition du sel ne concerne

pas uniguement le processus de la nodulation égaiement sur la croissance nodulaire.

-Activité réductrice d’acétylene (ARA)

Les résultats illustrés dans la figure 18A montrgume I'activité réductrice d’acétylene par
plante diminue significativement pour les quatreiétas avec I'augmentation du degré de
salinité.

Chez les plants témoin sans sel, l'activité rédcetd’acétyléne la plus élevée est enregistrée
chez la variété Sidi Aich avec 39,5pmolgHgh™ plant, alors que la plus faible est observée
chez la variété Castel avec 24,5 umajslh* plant®.
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Figure 18 : Variations de I'’'ARA/plante (A) et de 'ARA/ nodule (B) chez quatre variétés

de féverole soumises a un stress salin (0, 50, T3.@0 mM NaCl). Chaque point représente la
moyenne de 5 répétitionkes barres verticales (barre d’erreur) représengsnESM. Pour chaque variété, les
histogrammes suivies de la méme lettre ne sondiffésents significativement (p < 0,05).

La présence de sel dans I'eau d’irrigation (50 mBICN entraine une baisse de l'activité

nitrogénasique par plante de 26%, 30% et 49% obexdriétés Espresso, Maya et Castel
respectivement. La variété Castel semble étre Is @iffectée par cette concentration,
contrairement a la variété Sidi Aich moins sensibdlARA/plante ne présente aucune

différence significative avec le témoin [(p0,05).

A 100 mM NaCl, l'activité nitrogénasique est fortemd réduite pour toutes les variétés
comparativement au témoin, des taux de réductiens83%, 88%, 89% et 93% ont été

enregistrés respectivement chez Sidi Aich, Cassgresso et Maya.
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Des variations importantes de I’ARA nodulaire s@dalement observées (Fig.18) en
présence de sel. Les variétés Espresso et Sidi michtrent des ARA nodulaire plus
importantes en présence de 50mM NaCl, avec 0,42,5% umols @H, h* noduled
respectivement. Par contre, cette activité ne ptéseas de différence significative entre le
témoin et le traitement 75mM NaCl. L’activité nig@nasique des nodules chez les variétés
Castel et Maya, est similaire chez le témoin epEsence de 50mM NacCl avec 0,23 et 0,21
pmols GH, h* noduleg.

En présence de 100mM NaCl, 'ARA/nodule diminue 8% chez Castel, de 76% chez
Espresso et Maya et de 69% chez Sidi Aich.

L’analyse de la variance montre que la présenddafal dans le milieu entraine une baisse
tres hautement significative ®0,001) de I'activité réductrice d’acétylene paardl et par
nodule chez toutes les variétés étudiées. L'etieieté et I'interaction variété x salinité sont

egalement trés hautement significatifs (Annexe, 278R28).

-Teneurs en leghémoglobine
Les teneurs en leghémoglobine diminuent signifiesttient pour les quatre variétés avec

'augmentation du degré de salinité comparativeraentémoin (Fig. 19).
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Figure 19 : Variation des teneurs en leghémoglobine chez quatreariétés de féverole

soumises a un stress salin (0, 50, 75 et 100 mM N)aChaque point représente la moyenne de 5
répétitions.Les barres verticales (barre d’erreur) représedésnESM. Pour chaque variété, les histogrammes
suivies de la méme lettre ne sont pas différegiafetativement (p < 0,05).

82



Chapitre 1l : Effet du stress salin sur la germindion, la croissance, la symbiose et le rendement
de 4 variétés de féverole

Les variétés Sidi Aich et Espresso enregistrenplies fortes teneurs en leghémoglobine (0,08
et 0,07 umols/g nodule respectivement), suivies\@de®tés Maya et Castel (0,05 et 0,04
p{mols/g nodule respectivement).

En condition de stress salin (50mM NaCl), des leaissgnificatives de 14%, 16%, 28% et
28% ont été enregistrées chez Maya, Sidi Aich, &ssar et Castel respectivement.

A 75 mM NaCl, les variétés Sidi Aich et Castel stnb étre les plus affectées, elles
enregistrent respectivement des baisses de 48%%tpdr rapport aux témoins respectifs.
Alors que les variétés Castel et Espresso mairgr@rias mémes teneurs que celles observées
a 50 mM NaCl (Fig. 19).

Lorsque le stress est de 100 mM NacCl, la tenedegmémoglobine est négligeable chez la
variété Castel puisqu’une réduction de 97% estgistrée par rapport au témoin. Une
réduction de 84%, 82% et 74% est également noEr Ebpresso, Maya et Sidi Aich.

Tous traitements confondus c’est la variété SidihAfui maintient la plus forte teneur en
leghémoglobine (5,31.70umols/g nodule) suivie de la variété Espresso (2@f8umols/g
nodule), Maya (2.86.18umols/g nodule) et Castel (2.7140mols/g nodule).

L’analyse de la variance montre que la présenddad& dans le milieu entraine une baisse
tres hautement significative €20,001) des teneurs en leghémoglobine des 4 vautiéséces.
L’effet variété et l'interaction variété x salinigont également tres hautement significatifs
(Annexe, Tab.29).

Discussion

La salinité induit une diminution de I'activité rogénasique chez toutes les variétés avec
'augmentation du degré de salinité. Toutefoige wariabilité de réponses a été observée en
présence de sel.

La sensibilité de la fixation symbiotique au seité signalée par plusieurs auteurs et chez de
nombreuses espéec¥icia faba (Delgadoet al, 1994; Cordovillaet al,1999 ) ; Phaseolus
vulgaris (Khadri et al, 2007) ;Medicago ciliaris(Ben Salatet al., 2011). La baisse de la
fixation d’azote observée chez nos 4 variétés pitutrouver son explication dans la
diminution de la différenciation des cellules de&zobia en bactéroides (Bolaneisal., 1993)
et/ou dans l'inhibition de I'activité de la nitroggse sous l'effet du sel ( Bolanesal.,
2006 ; Khadriet al, 2007).

La limitation de la fixation symbiotique de I'azgteurrait étre due également a la diminution

des photosynthétats fournis par les feuilles pesarrodules (Delgadet al, 1994 ; Garg et
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Singla, 2004 ; Lopeet al, 2008) et/ou a la réduction des substrats pouwedpiration des
bactéroides (Serragt al, 1994). Ceci est démontré par les corrélationsitipes et
significatives obtenues entre l'activité réductrifacétyléne et les teneurs en chlorophylle
totale chez Castel %& 0,88**), Maya (f= 0,88**), Sidi Aich (= 0,57**) et Espresso%
0,52**).

Des résultats obtenus, nous relevons qu'a la coratem 50 mM NaCl une relation
inversement proportionnelle entre le taux de nddwulaet I'activité réductrice d’acétyléne
traduisant une compensation de la nodulation parmeilleure activité nitrogénasique. En
effet, lorsque le nombre de nodule est réduit, daign de photosynthétats allouée par la
plante a la symbiose est plus importante, ce qumeeaux bactéroides d’avoir une meilleure
activité nitrogénasique (Streeter, 1988).

La réduction de la fixation d’azote est associéalergent a une diminution des teneurs en
leghémoglobine, plus importante chez les variétéstdl et Maya. Nos résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Sheokagids., (2000) qui ont noté chez le pois chiche une
baisse plus importante de I'ARA accompagnée d'uadefréduction des teneurs en
leghémoglobine sous l'effet de 80 mM NaCl. PladysRegaud (1985) attribuent cette
diminution des teneurs en leghémoglobine a uneéplgge, conduisant ainsi a une
sénescence accélérée des nodules (Mugtlad., 2010). Ceci se manifeste par des
changements structuraux tels que la réduction dailla, de la zone méristématique et de
'espace intercellulaire du nodule ainsi que Igrddation du symbiosome (Sheokaetisil,
2000). Des corrélations positives et significativestre I'ARA et les teneurs en
leghémoglobine sont notées chez Casfet (,81**), Maya (f = 0,81**), Espresso {r=
0,94**) et Sidi Aich (F= 0,97**) montrant ainsi I'étroite relation exist@ entre I'’ARA et la
leghémoglobine. En effet, chez le lupin toléransal) la fixation d’azote est maintenue a des
niveaux appréciables en raison de la faible rédocties teneurs en leghémoglobine
(Fernandez-Pascuet al, 1996).

Les travaux de Serragt al(1994) et de Sousst al. (1998) ont attribué la réduction de
I'activité nitrogénasique a une diminution de lapieation des nodules suite a une baisse de la

conductance nodulaire a bO

La comparaison des moyennes a permis de classeariétes selon l'activité nitrogénasique
indiquée par 'ARA comme suitCastel [1 Maya [1 Espressol] Sidi Aich. En effet, la

variété Sidi Aich s’est montrée la moins affectéelpasel, suivie de la variété Espresso. Ce

84



Chapitre 1l : Effet du stress salin sur la germindion, la croissance, la symbiose et le rendement
de 4 variétés de féverole

gui semble confirmer, du point de vue toléranceulaériorité de ces deux especes par rapport
aux deux autres. Une tolérance qui s'est tradudieyme meilleure production de matiére
seche. Ces constatations sont confirmées par dedatimns significatives et positives entre
la fixation d’azote et la matiére séche produiteenbes chez Castef @ 0,91**), Maya (f =
0,76**), Espresso {r= 0,80**) et Sidi Aich (f = 0,83**).

3.2.7. Détermination de la capacité de survie

Apres 8 semaines de stress, le pourcentage deesestidéterminé chez les 4 variétés
étudiées. Les résultats obtenus indiquent quedacii® de survie des plants diminue avec le
sel. Cependant, cet effet dépressif du sel déperd doncentration en NaCl et de la variété
(Fig. 20).

120 -

100 +

80 - 0o omM

& 50mM
m 75mM
* i m 100mM

60 -

40

Taux de survie

20

Castel Espresso Maya Sidi Aich

Variétés

Figure 20 : Variation du taux de survie chez quatrevariétés de féverole soumises a un
stress salin (0, 50, 75 et 100 mM).

En effet, pour toutes les variétés, ce taux estimexchez les plants témoins et en présence
de 50 mM et 75 mM NaCl, sauf pour la variété Cadlek résultats indiquent que le taux de
mortalité des plantes devient significatif chezvéiété Castel a partir de la concentration
75mM NaCl ou il atteint 40% par rapport au témailors que pour les autres variétés aucune
mortalité n’a été observée. En revanche, la conagéorh de 100 mM NaCl a pu discriminer
le degré de sensibilité des variétés, un taux deafité de 20% chez les variétés Sidi Aich et

Espresso contre 60% chez les variétés Maya etlCaste
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Selon la capacité de survie des 4 variétés souniskss concentrations de 100 mM NacCl,
nous pouvons classer ces derniéres en deux groupes

- le premier groupe constitué des variétés Espres®idi Aich moins affectées par le sel,
caractérisées par un taux de survie de 80%.

- le deuxieme groupe composé des variétés Mayasel; plus sensibles qui enregistrent un

taux de survie de 40%.

Discussion

Nos résultats montrent que la capacité de survie \@eiétés de féverole dépend de la
concentration du milieu en NaCl et de la variéta.rhortalité des plantes est d’autant plus
précoce que la concentration du milieu en NaCElestée. La comparaison des variétés sur la
base de leur capacité de survie en milieu salinréssortir une sensibilité particuliere des
variétés Castel et Maya. En effet, des symptomefdaissement et de nécroses ont été
relevés chez toutes les variétés, mais ils somst @baentués chez les variétés Maya et Castel.
Slabuet al (2009) montrent que ces chloroses et taches ticaoes seraient dus a une toxicité
des ions Claccumulés a des niveaux excédant la capacité mgastimentation dans la
vacuole. Selon Abdelly (1997), 'accumulation aplsmique des ions Nat CI serait le
parametre le plus impliqué dans le flétrissementaemortalité de certaines especes de
Medicago soumises au stress salin. En effet des résultéttgants, ce sont les variétés
Castel et Maya qui ont accumulé les plus fortesuesien Na(Fig. 20).

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus parillehkAmador et al, (2006) sur des
génotypes d&/igna unguiculatagui montrent que les génotypes sensibles (37,5%udae)

et modérément sensibles (75% de survie ) au smif celles qui accumulent le plus d’ions
Na’ dans leurs feuilles.

La mortalité des plants observée chez nos vanpagait étre expliquée également par une
perturbation de I'alimentation hydrique et d’undibition du métabolisme (Flowers et Yeo,
1981).

3.2.8. Les composantes du rendement

Les résultats obtenus montrent que l'augmentat®radsalinité induit une diminution des

composantes du rendement des quatre variétéssésae7).
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Tableau 7 : Composantes du rendement des 4 variétds féverole, soumises a différentes
concentrations en NaCl (OmM, 50mM, 75mM et 100 mNNacCl).

Variétés NaCl (mM) Graines/ gousse | Gousses/ Plant (F;))'ds 100 grains
0 3.00+0.16 22.8+3.58 43.78+1.74
50 2.54+0.13 11.2+1.88 37.39+0.66
b
Castel 75 1.5+0.62 4 4+1.1%F 25.12+2.9%
100 0.86+0.1% 1.2+0.7% 14.46+1.85
0 3.4+0.27 27+1.56 48.13+3.31
50 3.00+0.16 13.8+1.68 43.42+2.03
b
Espresso 75 3.08+0.26 11+0.58 33.87+3.68
100 1.94+0.76 6.60+0.39 27.70+5.33
0 3.92+0.13 28.2+1.56 57.3621.07
50 3.16+0.19 8.60+1.02 27.43+3.08
Maya 75 2.77+0.18 4.80+0.58 22.86+2.99
100 0.60+0.17 2.40+0.35 3.43+0.43
0 2.96+0.21 27.2+2.99 74.58+2.80
50 2.44+0.07 16,3+0.58 48.34+5.87
SidiAich 75 2.06+0.14 12.60+0.59 45.15+2.49
100 2.16+0.19 8.40+0.50 40.23+2.09

Les résultats sont représentés par les valeursnrmeget 'ESM. Les valeurs sur la méme colonne phaque

variété, suivies par la méme lettre ne sont pdérdiftes significativement (p < 0,05).

- Le nombre moyen de graines par gousse

Le nombre moyen de graines des variétés Espresddagd n'est pas affecté par les
concentrations 50mM et 75mM NaCl, aucune différesmmificative (p [10,05) n'a été
observée entre ces traitements et le témoin (TaBrvjevanche, chez la variété Sidi Aich ce
nombre diminue dés 50 mM NacCl, pour atteindre uamisde maximale a 100 mM NaCl de
27% par rapport au témoin. L'effet du sel se faitts a 75 mM chez la variété Castel, ou son
nombre moyen de graines chute de 50% par rappa@énaoin.

Lorsque le stress est de 100 mM NacCl, des baisseR%, 71% et 84% sont enregistrées

respectivement chez Espresso, Castel et Maya.
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- Le nombre de gousses par plante

En I'absence de sel, nos 4 variétés forment le gtasad nombre de gousses soit 22,8, 27,
27,2 et 28,2 gousses/ plant chez Castel, Espr8glidiich et Maya respectivement (Tab.7).
Lorsque le stress est de 50 mM NacCl, le nombrgodsses chute de 69%, 50%, 48% et 40%
chez les variétés Maya, Castel, Espresso et Sali reispectivement.

Cette baisse s’accentue avec 100 mM NaCl chez Vesiétés. En effet, le plus faible nombre
de gousses est enregistré respectivement cheariéség Castel et Maya avec seulement 1,2
et 2,4 gousses/ plant contre 6,6 et 8,4 goussaes/mihez Espresso et Sidi Aich

respectivement.

L’'analyse de la variance montre un effet tres haetd significatif (p< 0,001) du sel sur le
nombre moyen des graines/gousse et le nombre dseguplant chez les 4 variétés. L'effet
variété et l'interaction variété x salinité sorgrsficatifs (p< 0,05) pour les deux paramétres.
(Annexe, Tab.30,31).

- Le poids de 100 graines

Les résultats obtenus montrent que le poids degidi@es diminue significativement pour les
4 variétés en présence de sel (Tab.7). A 50 mM Na@ réduction de 52% et 37% est
observée chez Maya et Castel. Ces taux de rédsctienprésentent pas de différences
significatives avec ceux obtenus a 75mM NaCl. Bramehe, le poids de 100 graines de la
variété Espresso n'a pas éte affecté par 50 mM NaCl

En présence de 100 mM NaCl, des baisses maximealé6% et 84% ont été observées chez
les variétés Castel et Maya respectivement, camteebaisse de 42% et 46% chez Espresso et
Sidi Aich respectivement.

L’analyse de la variance montre un effet tres haetd significatif (p< 0,001) du sel sur le
poids de 100 graines chez les 4 variétés. L'effetewe et I'interaction variété x salinité sont
également trés hautement significatifs (Annexe,. 32b

Discussion

La tolérance au sel est généralement détermindéerere de croissance ou de rendement en
réponse a I'accroissement de la salinité danslieurde culture (Maast al, 1996).

Nos résultats relatifs aux 4 variétés de féverolensses a différentes concentrations salines,
montrent que les composantes du rendement soitedtepar la salinité. lls sont similaires a

ceux rapportés dans la littérature par Al-TahihleAbdusalam (1997), Katerpgt al( 2002),
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Gabbalah et Gomaa (2005) et Baébial, (2012) qui ont noté suficia fabaune diminution
des composantes du rendement sous l'effet du sadias

Les résultats indiquent que le nombre de gousstgsles affecté par le sel que le nombre de
grains et le poids de 100 graines. A I'exceptionadeariété Maya, ou le poids de 100 graines
est également fortement réduit a 100 mM NacCl.

De Pascale et Barbier (1997) ont également mair&/icia fabaune baisse de 48% du
nombre de gousses et de 67% du rendement en gthibuant ainsi cette baisse a une
réduction du poids et du nombre de grain. ParuagleAl-Tahir et Al-Abdusalam (1997) ont
montré sur la méme espece que la salinité affecteriddement et le nombre de grain mais
n'affecte pas le poids du grain. Des corrélatidifsceuées entre le poids de 100 graines et le
nombre de gousses/ plant ainsi que le nombre deegrat le rendement en grains, montrent
que chez les variétés Sidi Aicl<r0, 87**, P= 0,50* respectivement) et May&<r0,90**,

r’= 0,84* respectivement) la réduction du rendemshtiée & la diminution du nombre de
gousses et du nombre de grains. Alors que chearléaté Espresso, seule une corrélation de
(r>= 0, 55*) a été notée entre le nombre de gousskespstids de 100 graines. Tandis que le
poids de 100 graines de la variété Castel semigecétrélé avec le nombre de grairfs @,
48*).

Katerji et al, (2002) attribuent la réduction du rendement eing chezVicia faba sous
I'effet du stress salin a une diminution du nomibeefleurs formant les gousses, au nombre de
gousses et au nombre de graines par gousse.

Nos résultats indiquent que la réduction du poidsl@0 graines pourrait étre liée a une
diminution de l'approvisionnement des graines ewot@éynthétats (Ahmaet d., 2005 ;
Mohsenet al, 2013). En effet, nos résultats montrent quérkss salin a induit une réduction
de la surface foliaire et des teneurs en pigmemtgéogynthétiques, ce qui se traduit par une
baisse de I'offre des photoassimilats aux gousstgtant le remplissage des graines.
Mohamed et El Kramany (2005) suggérent que laig@alatcélere la maturation des graines,
limitant ainsi la période de développement desngiiet le remplissage des gousses, ce qui
reduit le poids des 100 graines. Le rendement amgdes variétés Sidi Aich et Espresso est
moins affecté par le sel, elles affichent des rédns ne dépassant pas les 50%. Tandis que
les variétés Maya et Castel plus sensibles auesetgistrent des baisses de 82% et 66%
respectivement (Tab.7).

Munnset al., (2006) ont indiqué que la salinité induit des @&dns de la surface foliaire et

de la photosynthese, qui ont pour effet la réductie la croissance et le rendement des
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cultures. Des corrélations significatives et pesg ont été obtenues entre le poids de 100
graines et la matiére séche produite chez EspieSs®, 64**), Maya (f= 0, 85**), Sidi
Aich (= 0, 83**) et Castel (= 0, 80**).

3.3. Analyse en composantes principales (ACP)
Afin de déterminer la nature et le degré de divecgeentre les quatre variétés de féverole vis-

a-vis de la tolérance au stress salin, une anagseomposantes principales (ACP) et une

classification hiérarchique ont été effectuéedesuidifférents parametres étudiés.

1.0

-1.0 0.5 0.0 0.
Axe 1

LA

Figure 21 : Analyse en composantes principales repsentant le cercle des corrélations
entre les différents paramétres en fonction des qti@ niveaux de traitement salin
(OmM, 50 mM, 75mM et 100 mM NacCl).

Seuls les deux premiers axes de 'ACP (Figure 2fjiment 71,10% de la variabilité. L’'axe |
(facteur 1) a absorbé 62.4% de la variation, cet associe les parametres suivants:
HT (Hauteur des plantes), SF (Surface foliaire), ETR(Teneur relative en eau),
RAM (Nombre de ramifications), F (Nombre de fews)lePSN (Poids sec des nodules), NN
(Nombre de nodules), MPA (Potentiel hydrique fiodi
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RDT (poids de 100 graines), CHTOT(Chlorophylle k®ta CHLB (Chlorophylle b),
CHLA (Chlorophylle a), PST (Poids sec total), PSRoids sec de la partie aérienne),
PSR (Poids sec de la partie racinaire), ARA (Atdivéductrice d’acétylene), NR (Activité
nitrate réductase), MDA (Teneurs en malondialdehydeG (Teneurs en leghemoglobine),
PRO (Teneurs en proline), KR (Teneurs en K+ dassdeines), NaF (Teneurs en'Nfans

les feuilles) NaR (Teneurs en Ndans les racines) et le NG ( Nombre de gousses). C
derniéres variables participent a 62% de la foromatie 'axe 1. L’axe 2 qui a expliqué 9,2%
de la variation, définit les variables SUC (Terseen sucres), PROT (Teneurs en protéines)

et KF (Teneurs en K+ dans les feuilles), qui omttabué a 72.5% de la variation (Figure).
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Figure 22: Représentation graphique de la distribubn spatiale des quatre variétés de
féverole dans les plan 1-2 d'une analyse en compasas principales sous les différents
niveaux de salinité

La projection des points moyens des quatre varigiédiées sur le plan défini par les axes 1
et 2 a montré leur réponse au stress salin enidondes paramétres étudiés (Fig.22). Suivant
'axe 1, deux regroupements plus homogenes, d'amegntre la variété Maya et Castel et
d’autre part, entre la variété Espresso et SidihAi€es derniers confirment le méme

comportement de tolérance ou de sensibilité asssalin chez chaque couple de variétés
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homogenes. En effet, une opposition nette est wéseentre la variété Maya et Espresso,

ainsi gu’entre la variété Castel et Sidi Aich pegpport a I'axe 2.

Conclusion

L’effet du NaCl sur la germination, la croissankedéveloppement des nodules, la fixation
symbiotique de I'azote et les composantes du reedema été étudié chez quatre variétés de
féverole, Castel, Maya, Espresso et Sidi Aich. @@ametres ont été évalués pour déterminer

leur niveau de tolérance vis-a-vis du stress salin.

Le test de germination permet de classer les quatiétés en deux groupes significativement
différents en comparant leur taux de germinatioryeno Le premier groupe formé des
variétés Castel, Espresso et Maya, tolérantes lawetske deuxieme groupe constitué de la
variété Sidi Aich moyennement tolérante.

Les résultats de la production de matiere sechierm® et racinaire a scindé les 4 variétés
étudiés en deux groupes : un groupe a croissagsaffectée, constitué des variétés Maya et
Castel et un autre groupe a croissance moinstéffeformé par Sidi Aich et Espresso. Ce

classement est appuyé et affiné par I'indice dsibéité relative au sel.

La teneur en proline augmente avec les concemmatio chlorure de sodium. Les variétés

Sidi Aich et Espresso accumulent les plus fortasues, ce qui semble confirmer la tolérance

de ces variétés a la salinité. L’'accumulation d#ipe serait impliquée dans les mécanismes
de I'ajustement osmotique.

L’analyse comparative des teneurs en Nalique que les variétés Sidi Aich et Espresso
accumulent les plus faibles teneurs dans leurdldsuie classement basé sur ce critere est

identique a celui basé sur la production de matéohe.

La capacité de survie des 4 variétés soumisessiress sévere (100 mM NacCl), montre que

les variétés Espresso et Sidi Aich moins affecpsede sel, sont caractérisées par un taux de
survie de 80% et les variétés Maya et Castel, phmsibles enregistrent un taux de survie de
40%.
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Chapitre 11l : Isolement et caractérisation phénotypique des souches dehizobiumextraites des
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Chapitre Ill Isolement et caractérisation phénotypque des souches de

Rhizobiumextraites des nodosités de 4 variétés de féverole.

Introduction

La symbioseRhizobiurAégumineuse est une relation complexe nécessitemtconditions
optimales pour sa réalisation. En effet, les fasteenvironnementaux affectent tous les
aspects de la fixation de I'azote atmosphériquepaaticulier I'acidité, la température et la
salinité (Zahran, 2001).

Pour le bon fonctionnement de la symbi8$ezobiurdégumineuse, une bonne synergie entre
les deux partenaires symbiotiques et les factewtaph®o-climatiques du milieu est

indispensable. Il est donc nécessaire d’identifierpremier lieu les rhizobia autochtones
nouvellement isolées puis sélectionner ceux quiveet survivre et maintenir une haute

performance symbiotique sous les différentes contésde I'environnement.

Dans cette optique, nous avons extrait des soutdBhizobiuma partir des nodosités de

guatre variétés de féverole Castel, Maya, Esprets&idi Aich soumises a différents

traitements salin (OmM, 50mM, 75mM et 100mM NaCihd le but de les caractériser sur le
plan phénotypique. Cette caractérisation, nous grand’une part, d’estimer leur diversite,
et d’autre part, d’évaluer leur degré de toléravisea-vis de la salinité et d’autres facteurs
abiotiques. La diversité des souches est estiméke fpiais de la taxonomie numérique.

La sélection de souches Réizobium leguminosarubv viciae capables de fonctionner dans
ces conditions constitue un objectif a atteindrim aaméliorer la fixation symbiotique

d’azote chez la féverole, par le biais de I'inotiola

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel
2.1.1. Matériel végétal

Nous avons retenu comme matériel végétal les £téaride féveroleVfcia fabaL.minor)
Sidi Aich, Maya, Espresso et Castel (précédemmeéeritds).
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2.1.2. Les souches bactériennes
Les souches bactériennes ont été extraites desitégldes 4 variétés de féveroles soumises a
différents traitements salin (OmM, 50mM, 75mM e016M NacCl).

2.1.3. Milieux de culture
Pour la culture et la conservation des soucheRhdeobium nous avons utilisé le milieu

Yeast Extract Mannitol YEM (Vincent, 1970) dontdamposition est la suivante :

Mannitol................ccceeeiieiiene e 2. 109
KoHPOy oo, 0,59
MOSOp-7TH2O ..., 0,29
Extrait de levure......................eeeee 0449
NaCl..........co i e ee0.0,1g
HOQSP «ovvvvvveei i e en 2. . 1000m1

Ajuster le pH & 7 avec KOH ou HCI N/10
Stériliser a 120°C pendant 20mn.

Les milieux de culture solides (YEMA) sont obtemas addition de 15g/L d’Agar-Agar a la

composition de base (YEM).

2.2. Méthodes

2.2.1. Extraction, isolement et purification des@iches

Les nodules ont été prélevés a la fin de l'appheadu traitement salin, au début de la
floraison. Les techniques adoptées pour I'extractb I'isolement des bactéries sont celles
décrites par Vincent (1970) et Somasegaran et HEl89%).

- Stérilisation des nodules et extraction

L’extraction est réalisée dans des conditions ghsieea partir d'un nodule dont la surface est
préalablement stérilisée. Le nodule est immergél@an30 secondes dans de I'éthanol a 95%
puis transférer immédiatement dans une solutiortderure mercurique (HgGla 0,1%)
pendant 1 minute, et rincé dans 8 bains succed'sés distillée stérile. Cette stérilisation
superficielle des nodules a pour but de limitecdatamination des milieux de culture par
d’autres microorganismes externes ou intimemésatdux tissus superficiels des nodules. Le
nodule ainsi traité est écrasé en présence d8 gauttes d’eau physiologique stérile, pour
libérer les bactéroides qu'il renferme.
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- Isolement et purification

Le broyat est ensemencé dans des boites de Patenemt du milieu YEMA additionné
d'une solution aqueuse de rouge Congo a 0.25%. [Rassconditions, la plupart des
contaminants absorbent fortement le colorant anémt des colonies rouges alors que les
souches d&hizobiunme le font que rarement (Vincent, 1970).

Aprés 2 a 3 jours d’'incubation a 28°C les colorestériennes, présumées appartenir au
genre Rhizobiumsont isolées et purifiées par repiquages sudsesar milieu YEMA. Ces
colonies sont reconnaissables, par leur incapaciédsorber du rouge Congo, leur aspect

gommeux, et translucide (Sanogho, 1977).

2.2.2. Conservation des souches &hizobium

Les souches dRhizobiumsont conservées au congélateur dans des cryotobésnant du

milieu de cryoconservation dont la compositionlasuivante :

KHoPOs oo e 0,39

Sodium citrate trisodique..................................0.05 g
GIYCEIOL. .o, 25¢
H20 gSP «v v e, 100M

Ajuster le pH & 7 avec KOH ou HCI N/10
Stériliser a 120°C pendant 20mn.

2.2.3. Authentification des isolats

Les caractéristiques culturales, morphologiqueptoysiologiques des rhizobia ne permettent
pas de les distinguer des autres bactéries talesigVincent, 1970). Leur reconnaissance et
leur classification sont basées sur leur aptitudefécter et a noduler des plantes hétes
spécifiqgues (Sanogho, 1977). Pour l'authentifigatdes isolats bactériens, nous avons eu

recours au test de I'inoculation.
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2.2.3.1. Désinfection des graines
Les graines de féverole sont désinfectées avecsalion d’éthanol a 95% pendant 30
secondes puis trempées durant 1 minute dans ungosohqueuse de chlorure mercurique
(HgCl, a 0,1%). Apres plusieurs rincages a l'eau digtiféerile, les graines sont mises en
germination pendant 48h a 27°C, a I'obscurité ddes boites de Pétri contenant de I'eau

distillée stérile.

2.2.3.2. Culture et inoculation des plantules de ¥érole

Aprés germination, les plantules sont transférémss ddes pots (200 éncontenant un
mélange de sable de riviéere et de terreau (2V/€alpblement tamisé. Le sable de riviére est
lavé a plusieurs reprises a I'eau courante, squhg, mélangé avec du terreau. Le tout est
stérilisé a I'autoclave a 120°C pendant 20 minutes.

Les pots sont placés a température ambiante soeslainage additionnel de 8000 lux avec
un photopériodisme de 16 heures de jour et 8 helaremiit. Aprés 5 jours, les plantules sont
inoculées avec 5mL d’'une suspension cellulaire aged8 h (19 cellules/mL) de chaque
isolat obtenue en milieu YEMB. Deux essais parchewnt été utilisés. Aprés un mois de
développement, les plantes sont déterrées, miimbdines sont soigneusement lavées a I'eau
courante afin de vérifier la présence ou non desibés.

Afin de vérifier la stérilité de notre substratusaavons utilisé des pots témoins non inoculés.

2.2.4. Détermination des caractéristiques des soush

Pour la détermination du profil phénotypique descbes authentifiées, nous avons utilisé la
meéthodologie préconisée par ’Américain SocietyMa€robiology (Smibert et Krieg 1984).
Cette diversité est estimée par la comparaisoraestéristigues morphologiques (caractéres
culturaux et cellulaires), des caractéristiqueshiimiques (recherche des enzymes liées a la
respiration, liées a I'activité cellulolytique, gphatasique, uréase, utilisation des substrats
carbonés et azotés), et des caractéristiques pbgisjoes (tolérance au pH, température,
salinité et aux métaux lourds). La tolérance awasetié également exploitée pour la sélection

des souches tolérantes.
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2.2.4.1. Caractéristiques culturales

Une étude macroscopique est réalisée sur les ieslavbtenues sur le milieu YEMA
additionné du rouge Congo a 0,25% apres 48 a 7id¢ubation a 28°C.

L’évaluation de la croissance bactérienne a um&20 nm est déterminée apres incubation
des cultures a 28°C pendant 48-72h sous agitdtioe.mesure du pH des cultures a été aussi

déterminée.

2.2.4.2. Caractéristiques cellulaires

La coloration de Gram permet de diviser les baeséen deux groupes : Gram positif et Gram
négatif selon la différence de la composition biogue de leurs parois (Marchat al,
1987). Les cultures sont examinées au microscopdopigue pour déterminer le type de
Gram, la forme des cellules, le mode d’associatiola pureté de la culture. La coloration au
vert de malachite a été utilisée pour détermingarésence ou non de spores (Lecktral,
1983).

2.2.4.3. Caractéristiques biochimiques

- Recherche de l'activité oxydase par la méthodekawacs

La recherche de I'oxydase, revient a recherchelefaiere enzyme de la chaine respiratoire
qui est le cytochrome C oxydase, qui a son tagrwent dans la phosphorylation oxydative,
en utilisant 'oxydase comme réactif (Lambin, 1969)

- Recherche de l'activité catalase

La catalase est une enzyme présente chez la pligsmhactéries aérobies stricts et anaérobies
facultatives, cette enzyme empéche I'accumulat®tiehu oxygénée ¥, a l'intérieur de la
cellule dont la présence sera létale (Marehal., 1987). La présence de la catalase se traduit
par la formation de bulles d’oxygene aprés réaaties souches avec de I'eau oxygénée a 10

volumes.

-Recherche de l'activité nitrate réductase
L’enzyme nitrate réductase B catalyse la réactierré@uction des nitrates en nitrites, les

nitrates peuvent étre réduits jusqu’au stade addfpdans le cas de la nitrate réductase A
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(respiration nitratée). Les souches sont ensemsrdaes un bouillon nitraté, pendant 48h a
28°C. Au terme de I'incubation, deux réactifs sajoutés dans chaque tube : un réactif nitrate
réductase 1 (NR1) et nitrate réductase 2 (NR2ppaaition d’une coloration rouge indique la
réduction des nitrates en nitrites. Un résultatatiégécessite I'addition d'une pincée de
poudre de zinc. Un tube inchangé indique que leatas ont été réduits jusqu’au stade azote
(N2) (Meyeret al.,1984).

- Recherche de I'activité cellulolytique

Cette activité est recherchée sur un milieu de lwasgenant du carboxy-meéthyl-cellulose
(CMC). Apres incubation des souches pendant 5jau28°C, les boites sont pulvérisées a
l'aide d’'une solution de NaCl 1M et laissées a térapure ambiante pendant 30 minutes.
L’apparition de zones claires autour des colongsua résultat positif indiquant la présence
de cellulase (Hendrickst al.,1995).

- Activité de solubilisation des phosphates

La phosphatase est une enzyme qui catalyse I'tyg#rodes phosphates esters en un
phosphate inorganique libre (Glew et Heath, 19Pbur déterminer I'activité phosphatasique,

les souches ont été ensemencées sur milieu Sédss), dans des boites de Pétri, pendant
72h a 28°C. La présence d'un halo clair autourabdsnies indique la présence de I'enzyme

phosphatase.

- Test de I'hydrolyse de l'urée

Les souches sont ensemencées sur milieu YEMA, cante2% d’urée et 0.012g/L de rouge
de phénol (indicateur de pH) (Jangs al, 1977). L'’hydrolyse de l'urée est indiquée par
'apparition d’'une coloration rouge indigo alors’upe coloration jaunatre indique une

réaction négative.

2.2.4.4. Caractéristiques physiologiques

-Effet du pH

Des bouillons YEMB sont préparés et ajustés aéuiffts pH (4, 5, 7, 8 et 9) avec des
solutions de NaOH ou HCI. Apres ensemencement didgres et incubation a 28°C sous
agitation pendant 48 a 72h ; la croissance estiéggbar la présence ou I'absence de trouble

bactérien par rapport a un témoin non ensemenceé.
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- Effet de la température

Pour estimer I'effet des températures extrémesascioissance de nos souches, ces derniéres
ont été ensemencées dans des bouillons YEMB ebénaudifférentes températures : 10°C,
18°C, 30°C et 40°C sous agitation. La croissant@wasuée par la présence ou I'absence de

trouble bactérien par rapport a un témoin nonreeseé.

- Tolérance des souches au sel (NaCl)

Pour déterminer la tolérance des souches authemdifau sel, nous avons utilisé le milieu
M79 (Fred et Waksman ,1932) additionné de conatairs croissantes de NacCl
(500, 700, 800, 1000 et 1200 mM). Apres inculmatious agitation pendant 72h a 28°C, la
tolérance des souches au NaCl est estimée parelsure de la croissance, par lecture de la

densité optique a une longueur d’'onde de 620 nm.

2.2.4.5 Résistance aux métaux lourds

La résistance aux métaux lourds est déterminée lgpamise en culture des souches sur
milieu YEMA additionné d’'un indicateur de pH le blede bromothymol a 1%, et de
différents métaux lourds a savoir : CeCIHgChL , MgCl,, ZnChL et Pb(CH3; COO) . La
concentration des métaux est de 100 pg/mL. Cetatelir de pH (6 -7,6), vert a la neutralité
vire rapidement au jaune ou bleu en cas d’acidiicaou d’alcalinisation en réponse a une

croissance bactérienne.

2.2.4.6. Détermination du profil d’utilisation dessubstrats carbonés
Les souches ont été testées pour leur aptituddligeuune gamme de sucre diversifiée :
xylose, fructose, galactose, maltose, glucosegsagtsorbitol, saccharose, mannose, esculine,
meésoinositol, gélatine, amidon, glycérol, celldgpfructose, éthanol.

2.2.4.7. Détermination du profil de l'utilisation des substrats azats
Nous avons utilisé le milieu YEMA ou I'extrait deMure est substitué par I'un des acides

aminés suivants: proline, asparagine, tyrosing&ottine, histidine, glycine et phénylalanine.
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D’autres composés azotés ont été également utdisss/oir : NH, (NHs), SQ;, NH4CI et
NH4NO:s.

La détermination du profil de I'utilisation des stiats carbonés et des acides aminés ont été
réalisésdans des plaques de microtitration a 96 puits.dwets contenant du milieu YEMA
semi solide, sont ensemencés a l'aide de suspebauiérienne obtenue apres incubation de
48 h a 28°C. Nous avons utilisé un indicateur He lp bleu de bromothymol & 1 %. Tout
virage coloré du bleu de bromothymol, que se sai$ Ve jaune ou le bleu est traduit comme
réaction positive, donc l'absence de virage colesé lue pour sa part comme réaction

négative, pour chaque test, un ttmoin non ensenesiEevu.

2.3. Traitement numérique des résultats

Les différents isolats sont désignés par un codestitoé de 2 lettres et un chiffre,
(exemple CO1). La premiére lettre C, E, M, ou &expond aux variétés Castel, Espresso,
Maya et Sidi Aich. La seconde lettre, O, A, B owlésigne le traitement salin correspondant
respectivement a OmM, 50mM, 75mM ou 100mM, et edfirchiffre désignant le numéro de
la souche.

La présente analyse s'est basée sur 41 caractba®tgpiques. La premiere phase du
traitement numérique des profils phénotypique estdétermination du coefficient de
similitude entre les souches. Ces coefficientsimdigide ont permis d’établir une matrice de
similitude a l'aide du logiciel UPGMA (UnweightedalP group Using Arithmetic Average)
qui attribue a tous les caractéres pris en coretidér la méme valeur taxonomique. Sur la

base de cette matrice, un dendrogramme a été girestiaide du logiciel MVSP.
3. Résultats et Discussion
3.1. Authentification des isolats

Ce test a été effectué afin de confirmer I'appetee des souches extraites des nodosités des
plants de féveroleMjcia faba L. minor) au genreRhizobium leguminosarurbv viciae.
L’extraction réalisée sur des broyats des nodosigssquatre variétés de féverole a permis
d’isoler 22 souches (Tab.8). L'infectivité de chagouche est appréciée par la formation de
nodules sur les racines de la légumineuse hotagdier (Somasegaran et Hoben, 1994).

Apres un mois de culture, les résultats d’authieatifon sont consignés dans le Tableau 8.
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Tableau 8 : Résultats du test de I'authentificatiordes souches extraites de nodosités des
4 variétés de féverole.

Variétés Souches Nodulation

Co1 +
CAl +

o

4l CB1 +

© CB2 i
CcC1 +
EO2 +

o EA2 +

7

o EB1 +

7y

wi EC2 -
EC1 +
SO3 +
SAl +

e SB1 +

RS

< SC2 -

S

) SB2 -
SC3 +
MO2 +
MB1 -

o MA2 +

<

s MB3 +
MC1 +
MC2 -

+ : Présence de nodules, - : Absence de nodules.
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Figure 23 : Photographies d’'un plant de féverole ndulé apres le test d’authentification

in situ.

Sur les 22 isolats testés, nous avons enregisttawnd’infectivité de I'ordre de 72% soit 16
isolats capables d'infecter et de noduler la féle(@ab.8) (Fig.23). Ces isolats sont de ce
fait authentifiés comme des souchedRiézobiumleguminosarunbv viciae,ces résultas sont
conformes aux travaux de Jordan (1982).

Les plants inoculés avec les souches CB2, EC2, SB2, MB1 et MC1, n'ont pas été
infectives, aucune nodulation n’est apparu apré&emaines de développement. Ce résultat
laisse indiquer que ces souches pourraient profbeieétre des contaminants survenus lors

de nos manipulations.

3.2. Caractéristiques des souches retenues

La caractérisation phénotypique a été menée suisdlés authentifies comme des souches

de Rhizobiumeguminosarunbv viciae nodulants la féverole. Elle a porté sur I'étuds:de
3.2.1. Caractéristiques culturales en milieu solide

Les souches testées forment sur le milieu YEMA dasnies visibles aprés 48 et 72 h

d’incubation a 28°C. La majorité des souches ontn& des colonies circulaires a bords

réguliers, de diamétre allant de 5 mm pour la sedonmant les plus grands clones (SA1)
0,8mm pour les souches formant les plus petitsesl¢@C1, CO1, EO2).
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La couleur des colonies observée est variablen¢bks, creme ou rose claire), avec un centre
rouge ou orange due a une absorption légére dee r@aomgo. Nos résultats montrent la
présence des souches a aspect idecoSB1, SC1, EC1l, SO3 et CB1 (Tab.9). Les
caractéristiques culturales et morphologiquesldesouches d&hizobium leguminosarum
bv viciae que nous avons retenu sont en accord avec ledsrde la littérature (Vincent,
1980, Jordan, 1984).

La majorité des souches testées présentent desiedla €lévation convexe, une surface
lisse brillante a texture globalement visqueuse aliexcrétion de polysaccharides. Quant a
leur opacité, la plupart de nos cultures sont tuedes, a I'exception des souches (EA2,
MO2, et MB3) qui sont opaques. Ces derniers camxt@tant en relation avec la libération a
I'extérieur des cellules des polysaccharides egthalaires responsables de I'aspect mucoide
des colonies des souchesRIgizobiumCes polyméres saccharidiques, faiblement fixés a la
surface cellulaire et organisés en gangue muquentserant vaguement la cellule (Becker et
Puhler, 1998), sont distincts des polysaccharidgsudaires qui forment quant a eux une
structure réguliere fortement liée a la surfactutate, la capsule (Elkan, 1992).

Certaines souches (CC1 et MB1) ont montré aprés 3Joairs d’incubation une tendance a
décolorer le milieu du rouge initialement pour devebleu violacé. Ce virage du rouge
Congo qui est un indicateur de pH (zone de vigage3,0 - pH 5,2) indique que ces souches

sont fortement acidifiantes.
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Tableau 9: Caractéristiques culturale et cellulaire des souches deRhizobium
leguminosarumbv viciae sur milieu YEMA apres incubation & 28°C pendant 78.

Souches | Forme de
colonie Diametre Couleur Opacité Elévation Surface Consistance Coloration
de Gram
CAl CBR 1.2mm Créme translucide CON S \% -
CB1 AM 1.2mm Blanche translucide CON S \% -
CcC1 CBR 0.8mm Blanche translucide CON S Vv -
Cco1 CBR 0.8mm Créme translucide CON S \% -
EA2 CBR 1.3mm Blanche Opaque CON S \% -
EB1 CBR 1mm Rose translucide CON S G -
Claire
EC1 AM 1mm Rose translucide CON S \% -
Claire
EO2 CBR 0.8mm Créme translucide CON S \% -
MA2 CBR 3mm Créme translucide CON S G -
MB3 CBR 1mm Rose Opaque CON S G -
Claire
MC1 CBR 1mm Créme translucide CON S \% -
MO2 CBR 1mm Créme Opaque CON S \% -
SA1l CBR 5mm Créme translucide CON S \% -
SB1 AM 2mm Créme translucide CON S EL -
SC3 AM 1mm Blanche translucide CON S \% -
SO3 AM 1.2mm Rose translucide CON S V -
Claire

CBR : Circulaire a bord régulieAM : Aspect mucitde, CON : ConvexeS: Lisse brillante,

V : Visqueuse@ : GommeuseEiL : Elastique(-) : Gram négatif.

3.2.2. Caractéristiques culturales sur milieu liquile

Les résultats obtenus sur milieu liquide YEMB omntré un trouble apres 48 h d’incubation

a 28°C a I'exception de la souche MA2 qui a présenttrouble au bout de 72 h.
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Les densités optiques des souches examinées vdaed26 a 1,17 avec une moyenne du
souchier de 0,64. Les plus faibles DO sont entr@gis pour les souches MC1 et SO3 par
contre les plus élevées sont observées pour lehies EB1 et EA2 (Fig.24).

7 B Densité optique (620 nm)
6 - B pH final du milieu =
s B i b | = 1 H .
MNMEn
3l 4|
2
MR
0 7& - ﬁ: =¥ ﬁ:f: ﬂf:} s B
— — — — [y)] — — o~ — — ™ [52] o ™ — o~
< o O O < om O O < o O O < o O 0O

Figure 24 : Variations des densités optiques et doH final du milieu de culture des
différentes souches d&hizobium leguminosarunbv viciae.

Les résultats obtenus montrent que les souchefesale la variété Espresso enregistrent en
moyenne les meilleures DO = 0,85 avec un pH quevde 4,9 a 5,1 tandis que les plus
faibles sont observées chez les souches isoléamdéses Castel et Maya, avec en moyenne

une DO= 0,54 avec un pH moyende 5,6 et 5,2 raspeawent (Fig.24).

Le niveau de croissance que peut atteindre unéheawr un milieu de culture ne dépend pas
seulement de son temps de génération mais ausai @@npétence saprophytique vis-a-vis de
celui-ci. C'est-a-dire de sa capacité a utilisemaeux les nutriments présents dans le milieu
de culture (source d’énergie et/ou de carbonecsotiazote, facteurs de croissance, etc.). A
ce titre les souches MO2, EB1 et EA2 présentepiua grande compétence saprophytique
pour le milieu YEMB avec les plus grandes DO (F4J.2\ I'opposé, la souche MC1 présente
la plus faible compétence saprophytique vis-a-visndgilieu. Cette croissance réduite en
milieu YEMB pourrait résulter d'une inadéquationtrenles caractéristiques physiques,
physico-chimiques du milieu (pH, Aw, compositiomiigue, etc.) et le métabolisme de ces
souches (Breedvekt al, 1993b).
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Les résultats indiquent, qu'aprés 3 jours d’indidmg la croissance de I'ensemble des
souches testées semble s'étre achevée puisquerisitéd optiques enregistrées &i5our
d’incubation sont sensiblement similaires. Seulsdache MA2 a montré une élévation de la
densité optique entre |€™ et le 5™ jour d'incubation indiquant ainsi que le cycle d
croissance de cette souche est plus long.

En général, le pH du milieu des cultures bactéesnapres 5 jours d’'incubation montre que
toutes les souches ont acidifié le milieu. Le piHevantre 4,2 pour la souche MO2 et 6,5 pour
MC1 avec un pH moyen du souchier de 5,38 (Fig.24).

Ce caractere acidogéne de la croissance des saleRé&zobium leguminosarubv viciaea
déja été signalé par Graham (1992). L’acidificatsh due a 'accumulation dans le milieu de
protons et de déchets métabolique divers (Ayaeabb, 1983).

3.2.3.Caractéristiques cellulaires

Toutes les souches testées se présentent saug der batonnets a extrémités arrondies, les
cellules sont isolées ou associées en paires. & de la double coloration a réevélé
'appartenance de nos souches a la catégorie das Gégatifs. Le test de la coloration au

vert de malachite a montré qu’aucune souche tesémontré la présence de spores.

3.3. Caractéristiques biochimiques

La croissance de nos souches sur milieu YEMA répargélose inclinée, indique que toutes
les souches proliferent en surface, ce qui indigue les souches d&hizobium
leguminosarunbv viciae sont aérobies stricts (Vincent, 1980 ; Jordan, 1984

Les tests biochimiques ont révélé que toutes lesh&s sont oxydase et catalase positives
(Tab. 10). En effet, les rhizobia sont définis coengtant des microorganismes aérobies
utilisant I'oxygene comme accepteur final d’éleoso(Vincent, 1970). Cette respiration
présente le rendement énergétique le plus impodaite au potentiel redox élevé de
'oxygéne. Elle est caractérisée par des cytochsomeydases, transporteurs d’électrons
terminaux qui réagissent directement avec I'oxyg@&egleton, 1999).

Toutes nos souches ont montré une activité catplasitive, cette enzyme est synthétisée par
la plupart des bactéries aérobies, élimine le pé&texd’hydrogéne produit au cours du

métabolisme aérobie (Larpent, 1997).
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Les résultats obtenus montrent que 37,5% des sstiesiees (SO3, SB1, MA2, MB3, EB1 et
CAl) réduisent le nitrate en nitrite par I'enzymigraie réductase (Tab.10). Il s’agit d’'une
réduction assimilatrice du nitrate (Solomonsonati@r, 1990).

Le reste des souches (62,5%) réduisent le nitrate,le nitrite en produits gazeux
(principalement en azote moléculaire et/ou en exyiireux). Il s’agit de la dénitrification,
processus important dans I'agriculture puisqu’ilrgime une perte de I'azote assimilable du
sol (Chamber-Perez et Serrano, 1991).

Chez Rhizobium japonicumcette activité a été démontrée a la fois dassnledules et
lorsque les souches sont cultivées en présencérdees. Alors que les souchBhizobium
leguminosarunbv trifolii et Rhizobium leguminosarubwv viciag en démontrent une activité
gue lorsque le milieu est pourvu de nitrates (8tret Devine, 1983).

Ormeno-Orilloet al, (2012) ont montré qu&hizobium tropicipouvait utiliser le nitrate
comme seule source d’azote par réduction assimgatiu nitrate. Les travaux de Horshani et
al., (2011) ont démontré sur le modéedicago truncatula- Sinorhizobium melilague
I'activité nitrate réductase est nécessaire au tieaind’'un état énergétique élevé dans le
nodule permettant la fixation de I'azote. En eftitns la nodosité fixatrice d’azote, une partie

de I'ATP est générée par le biais d'une respiratigelique (respiration nitrate-NO).

La mise en évidence de la capacité Bédzobium leguminosarutov viciae a hydrolyser
'urée a éteé initialement décrite par Jarviglet(1977) en utilisant le rouge de phénol comme
indicateur de pH. Apres incubation a 28°C penda&tt, 7.3 souches/ 16 ont alcalinisé le
milieu indiquant ainsi la dégradation de l'uréelatlibération des ions ammoniums. Par
contre, les souches CA1, EC1, et MC1, ne possga@deantenzyme uréase (Tab.10).

L’aptitude a hydrolyser l'urée et a réduire legatiés est une caractéristique €cologiquement
importante dont il faut tenir compte dans la sébectles souches. En effet, un excés de nitrate
dans le sol peut exercer un effet inhibiteur saddorption des rhizobia a la surface des
racines (Sherwoodt al, 1984) affectant ainsi leur capacité infectivef@ective (Arrese-lgor

et al, 1997).

107



Chapitre 11l : Isolement et caractérisation phénoypique des souches dehizobiumextraites des
nodosités de 4 variétés de féverole.

Tableau 10 : Caractéristiques biochimiques des sones deRhizobium leguminosarunibv

viciae.
Enzymes
Oxydase| Catalase| Phosphatase Nitrate Uréase| Cellulase
réductase

Souches
CAl + + - + _ n
CB1 + + - + ¥ ¥
CC1 + + + + " n
Co1 + + + + + +
EA2 + + + + n +
EB1 + + + n n n
EC1 + + + + - -
EO2 + + + + + +
MA2 + + + n + +
MB3 + + - n n T
MC1 + + + + + +
MO2 + + - + + I
SAl + + - n n T
SB1 + + + + n _
SC1 + + - + n n
SO3 + + - + - -

Pourcentage de

o 100 100 56 ,25 100 81,25 81,25
positivité

+: activité enzymatique positive; -: activité enatique négative

Le test de solubilisation du phosphate monguee 56 ,25 % des souches examinées

solubilisent le phosphate inorganique sous fornwltique (Tab.10). Cette solubilisation

s’est traduite par la présence d’'un halo autourcdéanies. Cette activité s’est montrée chez

toutes les souches extraites des nodosités deittév&spresso ainsi que les souches SB1,

CC1, CO1, MA2 et MC1. Nos résultats sont en acemet ceux de AliKharet al, (2006) et
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Xi et al, (2009) qui ont montré un potentiel de solubilma du phosphore cheézhizobium
leguminosarumbyv viciae Ces bactéries augmentent la disponibilité du phoe pour les
plantes soit par minéralisation des phosphatesnayges par I'action des phosphatases
(Halder et Chakrabarty, 1994) ou bien par la digsmh des phosphates inorganiques par
'action des acides organiques (Abd-Allah, 1994action des acides organiques tels que
I'acide citrique, succinique et oxalique est atiéb a leur propriété chélatante qui permet la
formation des complexes stables avec les ions&@aig™ (Abd-Allah, 1994).

La plupart des souches ont montré une activiteulodytique positive, a I'exception des
souches isolées des nodosités de la variété Sati f8B1 et SO3) et la EC1 isolée des
nodosités de la variété Espresso (Tab.10). Cetteitcs’est traduite pafapparition d’'un
halo jaune orange sur un fond rouge autour des@so

Nos résultats sont en accord avec ceux rappoatesipraleset al, (1984) et Saleh-Rastat

al., (1991) qui ont mis en évidence la présenceette activité chez la majorité des souches
de Rhizobium,notammentRhizobium leguminosarurov viciae. Mateoset al. (2001) ont
montré une activité positive ch&hizobium leguminosaruiov trifolii se traduisant par une
dégradation localisée et compléte de la paroi diugbsorbant, permettant ainsi la pénétration

des rhizobia.

3.4. Détermination des caracteres physiologiques

- Effet de la température

La plupart des souches examinées sont capable®itiee @ des températures de 18°C, et de
35°C (Tab.11). En revanche, seules les souches ECL et MB3 (18,75%) ont été capables
de croire a 10°C et seulement 6 des 16 souclasieges (37,5%) ont pu proliférer a 40°C.
Aucune des souches isolées des nodosités de &év&idi Aich n’a été capable de proliférer
a 10°C (Tab.11).
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Tableau 11: Résultats de croissance des souchesRleizobium leguminosarunbv viciae

aprés 72h d’incubation a différentes températures.

Températures (°C)
Souchos 10 18 35 40
CAl - + + -
CB1 - + + -
CC1 - + + +
Cco1 + + + -
EA2 - + + -
EB1 - + + +
EC1 + + + +
EO2 - - + -
SAl - + + -
SB1 - + + -
SC3 - + + +
SO3 - + + +
MA2 - + + -
MB3 + + + +
MC1 - + + -
MO2 - + + -
Pourcentage de positivité | 18,75 93,5 100 37,5

+ : croissance, -:absencerdesance

La température est un facteur déterminant pounnaes et la persistance des rhizobia dans les
sols (Pueppke, 1986). Ce facteur joue égalememblenclé pour le niveau de compétitivité
des souches notamment en modulant leur mobilitéc dear réponse chimiotatique. Nos
résultats indiqguent que les souches examinées dant I'ensemble sensibles aux
températures extrémes d’incubation. Ce comportemhemos souches est en accord avec les
données de la littérature. Comme toutes les bastélii sol, les rhizobia sont des organismes
mésophiles dont la croissance est inhibée parvbdilén ou la diminution de la température
d’incubation (Vincent, 1981 ; Jordan, 1984).
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La plupart des rhizobia se développent entre ZB%E et sont généralement incapables de se
multiplier a 37°C et en dessous de 10°C (Graham2)9Inversement, des souches de
rhizobia capables de s’adapter a de fortes tempésapouvant atteindre 45°C ont été décrites
(Karanja et wood, 1988), ces souches étant devenoes infectives par perte de leurs
plasmides symbiotiques. Une température élevéesdbs pourrait donc contribuer a la
présence de souches non infectives dans les goldige un retard dans la nodulation ou
limiter celle- ci a la partie profonde du sol, @s ltempératures sont moindres (Hernandez-
Armentaet al, 1989).

-Effet du pH

Il ressort du test de l'effet du pH sur la croissame nos souches, que l'acidification et
I'alcalinisation du milieu ne constituent pas diesns a leur prolifération. En effet, plus de
93 % des souches examinées se sont montrées capabfeoliférer a des pH 5, 8, 7 et 9

(Tab.12). En revanche, en présence d'un pH 4 seme8Y % ont pu s’y développer.

Les souches extraites des nodosités de la vanété\ish semblent se distinguer des autres
souches testées, puisqu’aucune d’entre elles n&e piévelopper a ce pH. Les souches testées
ont montré une tolérance plus élevée vis a vis'aealinisation du milieu que de son

acidification.
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Tableau 12: Résultats de croissance des souchesRlizobium leguminosarunbyv viciae
apres 72 d’incubation a 28°C et a différents pH teés

pH
Souches 4 5 7 8 9
CAl - + T " "
CB1 - + n " "
CC1 - + T " "
Co1 + + n " -
EA2 + + ¥ " "
EB1 - + n " "
EC1 + + n " -
EO2 - + n " "
SAl - + n " "
SB1 - + T " "
SC3 - _ ¥ - "
SO3 - + ¥ - "
MA2 + + T " "
MB3 + + ¥ " "
MC1 - + ¥ " -
MO2 - + T " "
MC2 + + n " "
Pourcentage
de positivité 375 93.5 100 100 93,5

+ : croissance, - : absence de croissance

L’acidité du sol affecte tous les aspects de laldgee, depuis la survie des souches dans le
sol jusqu’aux processus d’infection, de nodulagbre fixation d’azote. Ceatano-Anolles
al., (1989) ont montré que l'acidité perturbait parierement I'adhésion des bactéries a la

surface des poils racinaires, lors de la phaséeatiimon.

- Tolérance des souches au sel

Les souches extraites des nodosités des 4 vadétdsverole ont montré des sensibilités
différentes au sel. La figure 25 montre que tolgsssouches sont capables de croitre en
présence de 500 mM NaCl. Comparativement aux astreshes, les meilleures DO ont été
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enregistrées par les souches MA2 et SA1 (DO= 038),contre les plus faibles ont été
observées chez CB1 et SB1 avec une DO de 0,22raPport au témoin, les meilleures
performances ont été enregistrées par CAl, MB2 AR.MCes souches ont montré en
présence de sel une croissance plus importanteaiigeobservée chez le témoin. La plupart
des souches ont proliféré a 700mM NaCl, a I'exceptie la souche MB3 qui n’a montré
aucune croissance méme apres 72h d’incubation.

L’augmentation de la concentration en sel a indog diminution de la croissance chez nos
souches. En effet, a 800 mM NaCl, seulement 43%sdashes ont pu proliférer, elles sont
représentées par les souches EA2, EB1, EC1, SA1, SB3 et MA2. En revanche, les
souches extraites des nodosités de la variétél,castd plus sensibles, aucune d’entre elles
n'a pu croitre en cette concentration.

Comparativement au témoin, seules 3 souches/ iénontré une croissance a 1000mM
NaCl et aucune croissance n’a été relevée a 1208a®4.

En effet, en présence de sel toutes les phasksaleissance bactérienne sont affectées, la
phase de latence se retrouve plus allongée ; lpstate génération dédouble et la phase
exponentielle est moins importante (Poceairdl, 1987).

Par rapport aux données de la littérature qui idensnt que la limite de tolérance des
souches d&hizobium leguminosaruiv viciae & la salinité n’excéderait pas 400 mM NaCl
(Zahran, 1999), nos souches se caractérisent donmpniveau de tolérance particulierement
elevé.

Les limites de tolérance a la salinité entre légofbia peuvent varier considérablement d’une
espéce a une autre (Rai, 1983) et méme entrelebes de la méme espéce (Kasserl.,
1985). Des travaux réalisés par Boncompagnal., (1999) ont montré qu&inorhizobium
meliloti peut croitre a des concentrations variant de 3000amM NacCl. En effet, les cellules
exposees aux concentrations élevées au sel acansgevent des osmolytes organiques
protecteurs tels que les acides aminés comme lméeyrdéa bétaine, I'ectoine et le glutamate
ou des carbonhydrates comme le tréhalose, le sasegh&t autres afin de maintenir la
turgescence de la cellule et de limiter les dégg@ises par le sel (Smighal, 1988).

La tolérance au sel qui caractérise nos soucheggipétre liee au taux de salinité du sol
d’isolement. En effet, elles ont été extraites madosités des plantes ayant subi un stress salin
pendant la croissance végétative. Mepeakial, (1997) ont rapporté que l'existence de
souches tolérantes a la salinité dans les sitessgaut étre une indication d’'une adaptation
au stress osmotique qui est du a 'augmentatiola dencentration d’'ions et a la variation de

I’humidité du sol durant les périodes seches.
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Figure 25: Tolérance des souches d&hizobium leguminosarumbv viciae aux
concentrations 500 mM, 700 mM, 800mM et 2000mM NacCl
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3.5. La résistance des souches aux métaux lourds
Nos résultats indiquent une sensibilité des souahenercure puisque 50% seulement d’entre

elles sont aptes a proliférer en sa présence ZBjg.

100 - 93,75 93,75
. 7,50
80
70 |
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HgCl2  Pb (CHCOH)2  znCl2 MgCl2 cuci2

Figure 26 : Résistance des souches R&izobium leguminosarunbv viciae aux métaux

lourds.

Les souches extraites des nodosités de la varigéigaMemblent se distinguer des autres
souches testées, puisqu’aucune d’entre elles n&e miévelopper en présence de ce métal. Par
contre, toutes les souches isolées de la variéiéABih ont pu s’y développer. Les souches
CC1, C01, EB1 et EC1, se sont montrées réesistag@ement vis-a-vis du mercure.

Le zinc, le plomb et le chlorure de magnésium soliinverse les métaux lourds les moins
nocifs pour nos souches puisque plus de 87% erefit en leur présence. Alors gu’une
sensibilité pour le cuivre a été observée seulemberz MC1, EO2, EB1 et CC1. Nos
résultats sont en accord avec Biro et al. (199%)abran (1999) qui rapportent la sensibilité
des soucheRhizobium leguminosaruiv viciae aux métaux lourds. En effet, leur présence
dans le milieu peut entrainer un dysfonctionnendentmétabolisme cellulaire des rhizobia et
par conséquent le nombre et la survie de ces lextdans les sols contaminés peuvent étre
séverement affectés (Gusmao-lietal., 2005).

La sélection des souches tolérantes aux métaugddqaresente un grand intérét pratique lors

de l'inoculation des souches Béizobiumdans les sols affectés par les métaux lourd.
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3.6. Profil d’utilisation des substrats carbonés

Les microgaleries ont été utilisées pour évalusptitude de nos souches a assimiler chacun
des 15 substrats comme seule source de carbonerid-es résultats obtenus montrent que
les souches d&hizobium leguminosarubv viciae sont capables d'utiliser une large gamme

de substrats carbonés incluant les polyols, lexcdisrides et les monosaccharides.
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Figure 27 : Pourcentages des souches Rbizobium leguminosarunbv viciae
assimilatrices des substrats carbonés

Nos résultats indiquent une préférence de nos ssueis-a-vis des polyols, 97% sont
capables d’assimiler le mannitol, le glycérol et sbrbitol. Cependant 50% seulement des
souches ont métabolisé le meso-inositol. Les sauetraites des nodosités de la variété
Castel semblent se distinguer des autres soucsiEgse puisque aucune d’entre elles n’a pu
assimiler ce polyol.

La plupart des souches testées sont capables mdilgsides sucres complexes comme
'amidon et la gélatine. Par contre, les disacaesi(cellobiose, maltose) sont faiblement
métabolisés par les souches testées (Fig.27).

Cette préférence de nos souches vis-a-vis des |padgb en accord avec les données de la
littérature qui considere que les polyols sontdarnfe de substrats carbonés / énergétiques
préférentielle des rhizobia (Stowers, 1985). Combadteste par ailleurs [I'utilisation

systématique du mannitol, dans les milieux de celtlestinés a ce groupe bactérien. Nos
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résultats sont en accord avec ceux obtenus pab®\éelal, (2007) qui montrent la capacité
deRhizobium leguminosarubv viciae a utiliser une large gamme de substrats carbonés.
Les mémes auteurs ont trouvé une corrélation statesment significative entre la capacité a
meétaboliser un large spectre de substrats et |gp&titinité pour la nodulation ce qui laisse
indiquer que les propriétés meétaboligues pourtai@éne un trait essentiel pour la
détermination de la compétitivité des rhizobia

3.7. Profil d'utilisation des substrats azotés

Les résultats obtenus montrent que les souchesim&essont capables de croitre en présence
de la majorité des acides aminés testés (Fig.28sphragine est métabolisée par toutes les
souches, par contre la glycine est assimilée aqué pouches/16. Les souches qui n'ont pas
assimilé la glycine sont EO2, EC1, SA1, MB1 et MO2.
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Figure 28: Pourcentages des souches B&aizobium leguminosarunbv viciae
assimilatrices des acides aminés

Les souches d&hizobium leguminosarurov viciae utilisent de nombreux acides aminés
comme source de carbone, d’énergie et d'azotee Caftacité d'utilisation des acides aminés
retrouvé dans les exsudats racinaires contribuarégurs compétitivité pour la nodulation

(Wielbo et al, 2007).

Toutes les souches examinées sont capables digmokn présence dgNH,) S0, etINH,,

93,75% des souches avec NEl et 81,25% avedNH;NO3 (Fig.29).
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Figure 29: Pourcentages des souches assimilatriais substrats azotés minérales

Nos résultats sont en accord avec ceux de Patmdrah (2002) qui ont démontré que les
rhizobia sont capables d’assimiler le NH Les bactéries assimilent 'ammoniac en
incorporant un groupement amine soit au 2-oxoghiéarsoit au glutamate, pour former
respectivement du glutamate ou de la glutaminegglumate fournit ainsi 'azote nécessaire
a la synthése de la L-alanine et L-aspartate, samuai la glutamine est le donneur d’azote de

la synthese des purines et des pyrimidines et dielesaaminés, histidines et tryptophane
(Singleton, 1999).

3.8. Traitement numérique des résultats

L'analyse numérique englobe la comparaison des ctistiques morphologiques,
biochimiques et physiologiques entre les souchisepdeux a deux. Cette méthode d’analyse
est utilisée comme une premiére méthode de caisaiién et de regroupement de différentes
souches non encore identifiées (Zhabhgl, 1991).

L’'analyse numérigue des profils phénotypiques deglses testées a permis la construction
d’'un dendrogramme qui résume graphiquement leuréddg similitude et leur homologie
phénotypique (Fig.30).

L'examen de ce dendrogramme indique que les sous8es soumises a l'analyse se
subdivise dés la distance phénotypique de 0.5@AJeux groupes distincts :

-Un groupe renfermant la souche SA1 qui seleéves différentes des autres souches
de l'autre groupe.
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- Un groupe renfermant toutes les autres souchegs@asl qui se révelent a ce niveau
de clusterisation trés apparentées.
Ce deuxieme groupe se subdivise a son tour a stende de 0.60 (B) en deux groupes :
*Un groupe renfermant les souches E02, EC1, SO3(E&t.
*Un autre groupe comportant toutes les autres ssuehla souche Rlv USDA2435.

Ce dernier groupe se subdivise a son tour a utendis de 0.750 (C).

Cette derniere subdivision indique que les souclsesit phénotypiqguement bien
individualisées, alors qu’elles font partie de lame espéce et isolées d’'un méme sol.

Les quatre souches de la variété Maya sont leshglosgenes puis qu’elles sont regroupées
dans des phénons (C) qui font partie de la mémebeadu dendrogramme.

En effet, ce niveau de clusterisation pourrait éxpliqué par une variabilité de réponse des
souches pour I'assimilation des substrats carbqros, la tolérance pH=4, pour la résistance

aux métaux lourds et le degré de tolérance au NaCl.
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Figure 30 : Dendrogramme UPGMA montrant la distribution des souches d&hizobium
leguminosarumbv viciae en fonction du niveau de similitude (Jaccard) déeurs profils
phénotypiques (I'échelle figurant en bas de la fige représente le coefficient de
similitude de Jaccard)
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Conclusion

Les caractéristiques culturales, morphologiqueschimiques et physiologiques des 16
souches d&hizobium leguminosarutov viciae que nous avons retenu sont en accord avec

les données de la littérature.

Sur le plan biochimique, la majorité de nos soudted capables d’utiliser une large gamme
de substrats carbonés et azotés. Les souchesstestgisent les nitrates, dégradent la
cellulose et hydrolysent l'urée, mais seulementraitié d’entre elles solubilisent les
phosphates.

Sur le plan physiologique, nos souches sont r@atéent sensibles a I'abaissement et a
'élévation de la température d’incubation. Partoenelles semblent étre tolérantes a la
salinité, la totalité des souches proliferent i NaCl. Elles montrent une tolérance plus

élevée vis a vis de I'alcalinisation du milieu gleeson acidification.

L’analyse numérique de leurs profils phénotypignelique que les souches sélectionnées par
les 4 variétés de féveroles soumises a différaxttasentrations en sel sont tres diversifiées.
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Conclusion générale

Dans ce travail, I'effet du NaCl sur la germinatida croissance, le développement des
nodules, la fixation symbiotique de I'azote etdesnposantes du rendement, a été étudié chez
guatre variétés de féverole. L'objectif étant detdbuer a la mise au point d’'un test de
sélection pour 'amélioration de la féverole soastcainte saline

L’étude de la réponse des plantes a la salinigessite d’analyser la variabilité des caracteres
discriminants pour la tolérance au sel. En effetfains caractéres discriminent nettement
entre le comportement des 4 variétés, sous stgeses(100 mM NaCl), d’autres le sont sous
faible stress (50 mM NaCl). Les résultats obtenosr f’'ensemble des caracteres mesurés
montrent que les quatre variétés réagissent différent et ne présentent pas le méme degré
de sensibilité au chlorure de sodium.

Les résultats de la germination montrent que lesngs des variétés Espresso, Maya et
Castel, n'ont pas été affectées par le stress salides concentrations inférieures et égales a
250 mM NaCl. Contrairement a la variété Sidi Amh présente une sensibilité & partir de
150 mM NaCl. Sa faculté germinative diminue en teffavec l'augmentation de la
concentration saline pour s’annuler a 250 mM NacCl.

Le test de germination a permis de classer lesr@vairiétés de féverole en deux groupes
significativement différents en comparant leur taexgermination moyen. Le premier groupe
est formé des variétés Castel, Espresso et Malg@aambes au sel, et le deuxiéme groupe
formé de la variété Sidi Aich moyennement tolérante

Le stress salin exerce chez les quatre variétésftfeh dépressif sur tous les parametres de
croissance. Le degré de sensibilité ou de tolérdépend de la variété et de l'intensité du
stress. Il en ressort que la croissance en halgenombre de feuilles/plant des 4 variétés sont
moins affectés par le sel que la surface folidies. résultats de la production de matiére séche
aérienne et racinaire a permis de scinder lesiétearétudiés en deux groupes :

Un groupe a croissance tres affectée par le satitod de Maya et Castel et un autre groupe
a croissance moins affecté, formé par Sidi AitlEspresso. Ce classement est appuyé et
affiné par I'indice de sensibilité relative au sel.

La relation entre la tolérance a la germinatioriest autres stades de croissance n’est pas
apparente, puisque la variété Sidi Aich par exentpbeivée sensible a ce stade, a manifesté
une bonne tolérance au stade plante, par une produte matiére seche plus importante en
milieu salé. De ces résultats, il ressort que $¢ de germination n’est pas trés discriminant

pour la tolérance a la salinité chez la féverole.
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Cette supériorité de la production de matiere séxharait trouver son explication dans le
fait que les pigments chlorophylliens des variégigpresso et Sidi Aich ont été les moins
affectés par le sel. Ces deux variéetés ont pu aunsm@réserver leur appareils
photosynthétiques des dommages causés par lesokigees Cl, leurs permettant ainsi de
maintenir leur capacité photosynthétique.

Des résultats précédents, nous pouvons concluréeguaariétés Sidi Aich et Espresso sont
capables de tolérer des concentrations d’envirorm®b NaCl avec une préservation de
biomasse égale a 50% par rapport au témoin. Cetieeatration pourrait constituer une
limite de tolérance et un critere de sélection padéverole.

La teneur en proline augmente avec les concemeatio chlorure de sodium. Les variétés
Sidi Aich et Espresso accumulent les plus fortasues, ce qui semble confirmer la tolérance
de ces variétés a la salinité. De ce fait, I'acclation de la proline serait impliqguée dans les
mécanismes de I'ajustement osmotique et serviraessi comme osmoprotecteurs. Cet
élément peut étre considéré comme un marqueur imaphe du degré de tolérance et par
conséquent pourrait étre utilisé dans les prograsraeesélection.

Nos résultats montrent que quel que soit la conagon saline dans I'eau d’irrigation, nos
variétés ont maintenu un niveau d’hydratation peodk celui des plants témoins. Ceci peut
étre expliqué par I'efficacité de I'ajustement osimguoe effectuée par ces deux variétés.

Les variétés étudiées présentent les caractémstiopniques des plantes includers qui sont
capables d’absorber, d’exporter et d’accumulef &aCl dans leurs parties aériennes. Par
ailleurs, les variétés Castel et Maya accumulems pfions N& dans leurs feuilles et dans
leurs racines que les autres variétés. Elles etregt un taux de survie de 40%, a 100 mM
NacCl alors que le double (80% de survie) est nobé@z les variétés Sidi Aich et Espred3e

ce fait, ce caractere pourrait servir comme critkreélection pour les variétés étudiées.

Le sel induit une diminution de la nodulation et ldefixation symbiotique d’azote. La
comparaison des moyennes a permis de classer t@téga selon l'activité nitrogénase
exprimée par 'ARA comme suit: Castel Maya (1 Espresso! Sidi Aich. Ce résultat
confirme la supériorité des variétés Sidi Aich spiesso moins affectées par le sel que les
autres variétés. Cependant, la complexité du faistde lui un critere de sélection difficile a
exploiter.

Pour 'ensemble des variétés, I'activité nitratdugtase est moins affectée par le sel que la
fixation d’azote. En effet, les variétés Sidi AiechEspresso assimilent plus de nitrates que les
autres variétés. Ceci justifie, leur productiomukgtiere seche supérieure a celle observée chez
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les autres variétés, notamment a 100 mM NaCl. Canpetre serait aussi difficile a exploiter

comme critére de sélection

Pour, le poids de 100 graines, nos résultats nmunimee ce parameétre est également
discriminant pour la tolérance au sel puisque lagétes Sidi Aich et Espresso moins

affectées en comparaison aux variétés Castel et diag affectées.

L’'analyse en composantes principales sous lesréeiffé traitements salins fait ressortir deux
groupes, l'un tolérant au sel comprenant les t@siéSidi Aich et Espresso, lautre
concernant les variétés Castel et Maya sensiblesellEN effet, les variétés Sidi Aich et
Espresso présentent des teneurs en pigments dmdireps moins affectées par le sel, une
meilleure production de matiére séche, des termuidd plus faibles dans les feuilles, une
meilleure capacité de survie, des teneurs en grplins élevées et un meilleur rendemBt.

ce fait ces caracteres aisés a exploiter pouremmtrgde critere de sélection pour la tolérance
au sel chez la féverole.

Les caractéristiques culturales, morphologiqueschimiques et physiologiques des 16
souches d&hizobium leguminosarubv viciae que nous avons retenues sont en accord avec
les données de la littérature.

L’'analyse numérique de leurs profils phénotypigumemtre que les souches sélectionnées par
les 4 variétés de féveroles soumises a différesdasentrations en sel sont tres diversifiées.
Cette diversité nous permet toutefois de sélecéipanec precision les bonnes souches pour
tout essai d’inoculation selon les exigences recandées et selon les conditions édapho-
climatiques (stress salin, pH, exces de nitrate).eAinsi, dans le but de favoriser la fixation
symbiotique de I'azote et d’améliorer la productdurable de cette culture sous contrainte ;
nous proposons les souches EB1, EC1 et SC3. Ebas trés tolérantes a la salinité, au pH,
possedent une nitrate réductase et résistantesnaétewux lourds testés. Cependant, il est

nécessaire de confirmer ces résultats par un ¢eséguencage de 'ARN 16S.

En perspective d’'une mise au point d’'un test decsién, il serait nécessaire de veérifier que la
capacité de tolérance au NaCl obtenue lors dessms en serre est la méme en plein champ.
En paralléele, soumettre ces tests a un plus grantbre de variétés issues d’'une sélection
adaptée au mieux a nos conditions édapho-climatique

Par ailleurs, il serait intéressant d’exploiter Wesiétés Sid Aich et Espresso dans des zones
moins exposées aux conditions de salinité. Leuues sera soutenue, par une inoculation
avec des souches tolérantes au sel, dans le Bavaléser la fixation symbiotique de I'azote
et par conséquent d’améliorer la production durdbleette culture sous contrainte.
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Annexes

Tableau d’analyses de la variance des paramétresugiés

Tableau 1 : pourcentage de germination cumulée

Source Sommet(;il(;z ?ﬁlrres de ddi Moyenne des carrés F Signification
A 72607,143 6 12101,190 149,485 ,000
B 7165,476 3 2388,492 29,505 ,000
A*B 16192,857 18 899,603 11,113 ,000
Erreur 4533,333 56 80,952
Total 617500,000 84
Total corrigé 100498,810 83
R deux =,955 (R deux ajusté =,933)
Tableau 2 : hauteur de la plante
Source Sommetc)ilzse Tﬁrreg de ddl Moyenne des carrés F Signification
A 6185,638 3 2061,879 51,483 ,000
B 3301,538 3 1100,513 27,478 ,000
A*B 304,813 9 33,868 ,846 ,577
Erreur 2563,200 64 40,050
Total 144793,000 80
Total corrigé 12355,188 79
R deux =,793 (R deux ajusté =,744)
Tableau 3 : surface foliaire
Source Somme&e}z lelirres de ddl Moyenne des carrés F Signification
A 9887,138 3 3295,713 87,073 ,000
B 1867,138 3 622,379 16,443 ,000
A*B 1406,513 9 156,279 4,129 ,000
Erreur 2422,400 64 37,850
Total 53211,000 80
Total corrigé 15583,188 79
R deux =,845 (R deux ajusté =,808)
Tableau 4 : nombre de feuilles
Source Sommetc)ilzse Tﬁrreg de ddi Moyenne des carrés F Signification
A 2804,238 3 934,746 18,091 ,000
B 3246,138 3 1082,046 20,942 ,000
A*B 634,313 9 70,479 1,364 ,223
Erreur 3306,800 64 51,669
Total 95731,000 80
Total corrigé 9991,487 79

R deux =,669 (R deux ajusté = ,591)




Tableau 5 : nombre de ramifications

Source Sommettil/gz ?ﬁ‘rres de ddl Moyenne des carrés F Signification
A 53,450 3 17,817 38,523 ,000
B 53,350 3 17,783 38,450 ,000
A*B 3,150 9 ,350 757 ,656
Erreur 29,600 64 ,462
Total 436,000 80
Total corrigé 139,550 79
R deux =,788 (R deux ajusté =,738)
Tableau 6: Poids sec de la partie aérienne
Source Sommet()j/?)se (Izlalures de ddl Moyenne des carrés F Signification
A 3041,231 3 1013,744 344,410 ,000
B 76,573 3 25,524 8,672 ,000
A*B 649,303 9 72,145 24,511 ,000
Erreur 188,379 64 2,943
Total 10529,968 80
Total cor rigé 3955,486 79
R deux =,952 (R deux ajusté = ,941)
Tableau 7: Poids sec de la partie racinaire
Source Sommet(;(;z (Izlalures de ddi Moyenne des carrés F Signification
A 167,075 3 55,692 96,046 ,000
B 40,031 3 13,344 23,012 ,000
A*B 42,966 9 4,774 8,233 ,000
Erreur 37,110 64 ,580
Total 1587,583 80
Total corrigé 287,183 79
R deux =,871 (R deux ajusté =,840)
Tableau 8 : poids sec total
Source Sommet()j/?)se (Izlalures de ddl Moyenne des carrés F Signification
A 4646,837 3 1548,946 432,613 ,000
B 72,615 3 24,205 6,760 ,000
A*B 918,661 9 102,073 28,509 ,000
Erreur 229,148 64 3,580
Total 19590,037 80
Total corrigé 5867,262 79

R deux =,961 (R deux ajusté =,952)
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Tableau 9 : rapport partie racinaire / partie aérie  nne
Source Somme&e}z (I:Izlirres de ddl Moyenne des carrés F Signification
A 1,266 3 ,422 20,899 ,000
B 1,336 3 ,445 22,064 ,000
A*B ,469 9 5,210E-02 2,581 ,013
Erreur 1,292 64 2,019E-02
Total 28,049 80
Total corrigé 4,363 79
R deux =,704 (R deux ajusté = ,634)
Tableau 10 : Teneur en chlorophylle a
Source Somme&e}z lelirres de ddi Moyenne des carrés F Signification
A 424,563 3 141,521 38,387 ,000
B 54,471 3 18,157 4,925 ,004
A*B 35,717 9 3,969 1,076 ,392
Erreur 235,950 64 3,687
Total 4415,167 80
Total corrigé 750,701 79
R deux =,686 (R deux ajusté =,612)
Tableau 11 : Teneur en chlorophylle b
Source Sommet(;il(;z ?ﬁlrres de ddl Moyenne des carrés F Signification
A 66,626 3 22,209 44,899 ,000
B 1,902 3 ,634 1,282 ,288
A*B 5,131 9 ,570 1,153 ,340
Erreur 31,656 64 ,495
Total 722,142 80
Total corrigé 105,315 79
R deux =,699 (R deux ajusté =,629)
Tableau 12: Teneur en chlorophylle totale
Source Sommetc)ilzse Tﬁr rés de ddi Moyenne des carrés F Bignification
A 831,458 3 277,153 46,255 ,000
B 51,154 3 17,051 2,846 ,044
A*B 81,475 9 9,053 1,511 ,163
Erreur 383,476 64 5,992
Total 8672,441 80
Total corrigé 1347,563 79

R deux =,715 (R deux ajusté = ,649)




Tableau 13: Teneur en caroténoides

Source Sommet(:/zz Tﬁrres de ddl Moyenne des carrés F Signification
A 19,879 3 6,626 36,628 ,000
B 1,242 3 414 2,289 ,087
A*B 1,725 9 ,192 1,059 ,405
Erreur 11,578 64 ,181
Total 285,658 80
Total corrigé 34,424 79
R deux =,664 (R deux ajusté = ,585)
Tableau 14 : Teneur en sucres solubles
Source Sommet()j/?)se (I:ﬁ\rres de ddi Moyenne des carrés F Bignification
A 25423,490 3 8474,497 3,646 ,023
B 10073,898 3 3357,966 1,445 ,248
A*B 3662,069 9 406,897 ,175 ,995
Erreur 74371,545 32 2324,111
Total 1856065,034 48
Total corrigé 113531,002 47
R deux =,345 (R deux ajusté =,038)
Tableau 15 : Teneur en protéines
Source Sommetc)ilzse Tﬁrreg de ddi Moyenne des carrés F Signification
A 117,311 3 39,104 7,140 ,000
B 46,438 3 15,479 2,826 ,046
A*B 15,089 9 1,677 ,306 ,970
Erreur 350,519 64 5,477
Total 2217,377 80
Total corrigé 529,358 79
R deux =,338 (R deux ajusté =,183)
Tableau 16 : Teneur en proline
Source Sommet(;il(;z ?ﬁlrres de ddi Moyenne des carrés F Signification
A 5,715 3 1,905 46,260 ,000
B ,992 3 ,331 8,029 ,000
A*B 1,002 9 111 2,704 ,010
Erreur 2,636 64 4,118E-02
Total 31,276 80
Total corrigé 10,345 79

R deux =,745 (R deux ajusté = ,686)
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Tableau 17 : Teneur en MDA

Source Sommetc)ilzse Tﬁrreg de ddl Moyenne des carrés F Bignification
A 178,300 3 59,433 33,994 ,000
B 29,331 3 9,777 5,592 ,003
A*B 35,812 9 3,979 2,276 ,042
Erreur 55,946 32 1,748
Total 1354,358 48
Total corrigé 299,389 47
R deux =,813 (R deux ajusté =,726)
Tableau 18 : Teneur relative en eau TRE
Source Sommetc)ilzse Tﬁrreg de ddi Moyenne des carrés F Bignification
A 313,605 3 104,535 1,996 ,134
B 121,674 3 40,558 775 ,517
A*B 282,540 9 31,393 ,600 ,788
Erreur 1675,648 32 52,364
Total 161794,590 48
Total corrigé 2393,467 47
R deux =,300 (R deux ajusté = -,028)
Tableau 19 : Potentiel hydrique
Source Sommet()j/?)se (I:ﬁ\rres de ddi Moyenne des carrés F Signification
A 22,487 3 7,496 778,618 ,000
B ,138 3 4,603E-02 4,782 ,005
A*B ,554 9 6,155E-02 6,394 ,000
Erreur ,616 64 9,627E-03
Total 79,791 80
Total corrigé 23,795 79
R deux =,974 (R deux ajusté = ,968)
Tableau 20 : Activité nitrate réductase
Source Sommet()j/?)se (I:ﬁ\rres de ddi Moyenne des carrés F Bignification
A 15422,438 3 5140,813 13,827 ,000
B 8356,028 3 2785,343 7,492 ,000
A*B 3047,446 9 338,605 ,911 ,522
Erreur 23794,474 64 371,789
Total 134834,629 80
Total corrigé 50620,387 79

R deux =,530 (R deux ajusté =,420)
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Tableau 21 : Teneur en Na feuilles

Source Sommet(;il(;z ?ﬁlrres de ddl Moyenne des carrés F Bignification
A 140,698 3 46,899 87,199 ,000
B 5,557 3 1,852 3,444 ,028
A*B 15,401 9 1,711 3,182 ,007
Erreur 17,211 32 ,538
Total 467,282 48
Total corrigé 178,868 47
R deux =,904 (R deux ajusté =,859)
Tableau 22 : Teneur en Na Racines
Source Sommet(;i/(;z ?ﬁlrres de ddl Moyenne des carrés F Bignification
A 41,015 3 13,672 113,166 ,000
B 2,157 3 ,719 5,951 ,002
A*B 2,946 9 ,327 2,709 ,018
Erreur 3,866 32 ,121
Total 144,765 48
Total corrigé 49,983 47
R deux =,923 (R deux ajusté =,886)
Tableau 23 : Teneur en K racines
Source Sommet()j/?)se (I:ﬁ\rres de ddl Moyenne des carrés F Signification
A 2,221 3 ,740 36,186 ,000
B ,468 3 ,156 7,634 ,001
A*B ,619 9 6,881E-02 3,364 ,005
Erreur ,655 32 2,045E-02
Total 6,621 48
Total corrigé 3,963 47
R deux =,835 (R deux ajusté =,757)
Tableau 24 : Teneur en K feuilles
Source Sommetc)ilzse Tﬁrreg de ddl Moyenne des carrés F Bignification
A 3,504 3 1,168 30,914 ,000
B , 760 3 ,253 6,704 ,001
A*B 1,188 9 ,132 3,494 ,004
Erreur 1,209 32 3,778E-02
Total 10,922 48
Total corrigé 6,661 47

R deux =,818 (R deux ajusté = ,733)
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Tableau 25 : Nombre de nodules

Source Sommetc)ilzse Tﬁrreg de ddl Moyenne des carrés F Bignification
A 117473,050 3 39157,683 113,659 ,000
B 16874,250 3 5624,750 16,326 ,000
A*B 20669,450 9 2296,606 6,666 ,000
Erreur 22049,200 64 344,519
Total 865642,000 80
Total corrigé 177065,950 79
R deux =,875 (R deux ajusté =,846)
Tableau 26 : Poids sec des nodules
Source Sommet()j/?)se Tﬁ‘rres de ddl Moyenne des carrés F Bignification
A 15,131 3 5,044 99,206 ,000
B ,406 3 ,135 2,663 ,055
A*B ,980 9 ,109 2,141 ,038
Erreur 3,254 64 5,084E-02
Total 41,029 80
Total corrigé 19,770 79
R deux =,835 (R deux ajusté =,797)
Tableau 27 : Activité réductrice d'acetylene (ARA)
Source Sommetc)ilzse Tﬁrreg de ddl Moyenne des carrés F Bignification
A 12082,758 3 4027,586 477,332 ,000
B 3071,027 3 1023,676 121,322 ,000
A*B 1363,863 9 151,540 17,960 ,000
Erreur 540,013 64 8,438
Total 49739,656 80
Total corrigé 17057,661 79
R deux =,968 (R deux ajusté =,961)
Tableau 28 : ARA nodulaire
Source Sommetc)i/zse Tﬁrreg de ddi Moyenne des carrés F Bignification
A ,932 3 311 73,981 ,000
B , 781 3 ,260 62,051 ,000
A*B ,170 9 1,892E-02 4,509 ,000
Erreur ,269 64 4,198E-03
Total 6,171 80
Total corrigé 2,152 79

R deux =,875 (R deux ajusté =,846)
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Tableau 29 : Teneur en leghémoglobine

Source Sommet()j/?)se (I:ﬁ\rres de ddl Moyenne des carrés F Signification
A 1,820E-02 3 6,066E-03 196,474 ,000
B 5,764E-03 3 1,921E-03 62,232 ,000
A*B 2,085E-03 9 2,316E-04 7,502 ,000
Erreur 9,880E-04 32 3,087E-05
Total 9,772E-02 48
Total corrigé 2,704E-02 47
R deux =,963 (R deux ajusté = ,946)
Tableau 30 : Nombre moyen de graines
Source Sommet(;il(;z ?ﬁlrres de ddl Moyenne des carrés F Bignification
A 43,266 3 14,422 24,158 ,000
B 7,227 3 2,409 4,035 ,011
A*B 12,836 9 1,426 2,389 ,021
Erreur 38,207 64 ,597
Total 579,191 80
Total corrigé 101,536 79
R deux =,624 (R deux ajusté = ,536)
Tableau 31 : Nombre de gousses par plant
Source Sommet(:/zz Tﬁrres de ddl Moyenne des carrés F Signification
A 6802,938 3 2267,646 184,737 ,000
B 243,938 3 81,313 6,624 ,001
A*B 259,912 9 28,879 2,353 ,023
Erreur 785,600 64 12,275
Total 18285,000 80
Total corrigé 8092,388 79
R deux =,903 (R deux ajusté =,880)
Tableau 32 : Poids de 100 grains
Source Somme&e}z ?ﬁrres de ddl Moyenne des carrés F Bignification
A 18168,378 3 6056,126 83,471 ,000
B 3980,238 3 1326,746 18,287 ,000
A*B 3484,110 9 387,123 5,336 ,000
Erreur 4643,411 64 72,553
Total 147050,484 80
Total corrigé 30276,138 79

R deux =,847 (R deux ajusté =,811)




