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E TUDE COMPAREE DE LA TOLERANCE AU CHLORURE DE SODIUM
DE QUELQUES ESPECES ANNUELLES DU GENRE Medicago L.

Par Alcha REFOUFI

Laboratolre d'Eco-génétique
IINIS" U'SIT‘H.BO

RESUME

Des expériences de foLérance au chlorure de sodium
sont réalisées sur de jeunes plantes de six espéces annuelles
de Medicogo. Des résultats obtenus, il ressort clairement que
les Medicago sont & placer parmi les plantes tolérantes. Cette
tolérance est appréhendée a travers différentes réponses méta-
boliques. La ptupaft des espeéces sont "inclusives'" vis & vis
de L'ion sodium et pfésentent une bonne affinité pour le potas-
sium. Parmi les substances organiques dites "osmotiquement

actives accumulées en réponse a la salinité, la proline

sous forme libre, apparait comme le régulateur osmotique prin-

"cipal.

I NTRODUCTTION

Le genre Mechdgo L. regroupe une centaine d'es-
péces dont une‘vingtaine, typiquement méditerranéennes, exis-
tent a l'état spontané en Algérie. Comme légumineusés, leur
intérét agronomique est connu dépuis longtemps. En effet, les
especes de ce genre, en particulier l'espéce M. sotiva, peu-
vent fournir un fourrage abondant riche en protéines. Parmi
d'autres évantages que présentent les espéces de Mechogokfes

Luzernes), on peut citer L'amélioration de la fertilité des
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sols grdce & leur association symbiotique avec RhizoblLum meltl-
Lotl, bactérie fixatrice d'azote atmosphérique. De pLus; par
leur aptitude & Lla régénération naturelle elles maintiennent
un couvert végétal continu. Par ailleurs, leur systéme raci-
naire bien développé favorise lLa conservation du sol et assu-

re une production de matiére organique importante.

Au cours de ces derniéres décennies, ces proprié+
tés onﬁ trouvé des applications agronomiques notamment dans

La pratique des assolements légumineuses-céréales.

Le probleéme de La tolérance au sel chez les
Luzernes annuelles est important a :prendre en compte puisque
leur distribution dans la nature semble surtout Lliée aux con-
ditiona #daphiques et en particulier a la teneur en sodium du
sol (ADEM, 1974; ABDELGUERFI, 1976, 1978).

pans le cadre de ce travail, Lla tolérance au
chlorure de sodium de six espéces de Medicogo est étudiée.
Cette tolérance est évaluée en termesde croissance et de répon-
ses métaboligues au niveau de quelques composés organiques
particuliers comme La proline et les bétaines (composés a
groupement ammonium quaternaire). Les taux d'accumulation du

sodium et du potassium sont également pris en combte.

MATERIEL ET METHODES

1. ESPECES ETUDIEES ET ORIGINE DES SEMENCES

L'étude porte sur des espéces annuelles du genre
"Medicogo. Onze populations appartenant a six especes diffeée-

rentes ont été étudiées. (Tableau I).
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TABLEAU 1: Espéces et populations de Medicougo retenues

pour L'étude.

Les poputatibns qui portent pour origine l1.D.G.C.
(Institut de Développement des Grandes Cultures)
ont été obtenues par des cultures réalisées 2
El-Harrach.

POPULATIONS
ESPECES (Code) ORIGINE

M. ciliaris ALL M.ci/14 Khemis Miliana
M.ci/16 Bouzedjar

M. orblcularits(L)Bart. M.or/13 Khemis Miliana

M. scutellata(L)MLLL. M.sc/41 I.D.G.C.

M. aculecta Gaertn. M.ac/51 _ I1.0.G.C.

' M.ac/58

M. truncatula Gaertcn. M.tr/23 I1.p.G.C.
M.tr/30 ‘
M.tr/32

M. polymorpha L. M.po/5 I.D.G.C.
M.po/17

Le tableau I montre que M. cllloris et M. orbi-
cularis proviennent de récoltes effectuées dans L'Quest de
L'Algérie. Ce sont des récoltes personnelles effectuées en
Mai 1984. Par ailleurs, nous avons fait appel & la collec-
tion importante existant a L'I.D.G.€. Les graines de quatre
espéces et de plusieurs populations nous ont été fourm’es~

par cet institut.
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2. MISE EN CULTURE

Au laboratoire les cultures sont réalisées
dans une salle climatisée. Pour les expériences de contrain-
tes salines, les plantules (stades premiére feuille unifolio-
Lée poOr la premiére expérience et premiére feuille trifo-
Liée pour la deuxiéme expérience) sont placées dans un milieu
de Hoagland (HOAGLAND et ARNON, 1938) additionné de chlorure
de sodium de facon & obtenir des milieux de concentrations
finales de 100 , 200 et 300 mM en NaCl. Le lot témoin est

mis sur miltieu minéral dépourvu de sel.

3. METHODE D'EXTRACTION

Le matériel foliaire sec est broyé au mortier
préalablement refroidi, en présence de sable de Fontaine bleu
Il est ensuite trituré dans 5 ml d'éthanol a 809 6L. Le broyat
ainsi obtenu est soumis a quatre extractions successives.
Chaque extraction est suivie d'une centrifugation & froid
(a 4 500 t;/mn). L'extrait hydroalcoolique ainsi obtenu est
évaporé a sec a une tempeérature de 379C et sous vide a L'éva-
porateur rotatif. Le résidu est repris dans 1 ml d'eau
distillée. L'extrait sera utilisé pour les analyses quanti-
tatives de la proline, des bétaines (C.G.A.Q.) ainsi que de

certains éléments minéraux (Sodium, Potassium).

4. ANALYSES QUANTITATIVES

- Pour lLes C.G.A.Q., les dosages sont réalisés selon la
methode de STOREY et WYN JONES (1977).

- La proline libre est dosée par la méthode de TROLL et
LINDSLEY (1955). -
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- Les ions sodium et potassium sont dosés directement
dans les extraitsdilués &8 L'eau distillée. Ils sont

déterminés par photométrie de flamme.

RESULTATS

1. EXPERIENCE 1

Dans une premiére expérience de 48 heures, les
plantules traitées & NaCl & 100 mM ne reflétaient aucune
perturbation majeure dans leur croissance et Lleur déveLoppe—h

ment.

1.1. COMPOSITION ORGANIQUE

Les déterminations des teneurs en proline Libre
et en bétaines sont effectuées dans les extraits de plantules

entiéres (TabLéau 11).

Les plantules des différentes populations accu--
mulent des quantités importantes de proline sousforme libre
Lorsqu'etles sont placées en présence de NaCl & 100 mM.
Comﬁarées 2 celles des témoins, les teneurs sont parfois trés
élevées comme c'est le cas des échantillons de M. peclymorpha
(M.po/5; M.po/17), M. Etruncatula (M.tr/30) et M. orbicularis
(M.or/13).

Pour ce qui est des teneurs en bétaines, la répon-
se du végétal différe. Les valeurs regroupées dans le tableau
I1 montrent qu'en général, lLes teneurs en b®taines ne sont_que'
peu modifiées par le traitement. Toutefois, les teneurs semb-

lent varier sous l'action du sel pour une population de M.

poLymorpho (M.po/5) et une de M. ciliaris (M.ci/16).
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TABLEAU I1: Teneurs en proline libre et en bétaines des
jeunes plantes de Medlcagotraitées ou non avec
NaCl 100 mM. (Durée de traitement: 48 heures).

CONCENTRATION PROLINE LIBRE BETAINES

POPULATION EN NaCl DU umoles.
MILIEU EN mm  umoles/g M.S. G.B/g M.S.
M.sc/41 0 9,4 36
100 12,6 44
M.ac/51 0 9,3 48
100 18,2 50
M.ac/58 0 , 17,2 53
100 26,5 39
M.po/5S 0 0,6 29
100 25,6 49
M.po/17 ‘ 0 0,4 27
100 13,6 A 22
M.tr/23 0 51 60
100 13,8 56
M.tr/30 0 0,6 59
100 31,8 41
M.tr/32 0 3,4 62
100 37,4 47
M.or/13 0 0,9 59
100 14,0 30 -
M.ci/14 0 1,3 189
100 6,9 179
M.ci/16 0 0,3 152
100 6,4 178
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17.2. COMPOSITION MINERALE

Généralement L'accumulation nette du sodium se
fait au détriment du potassium dont les teneurs régressent
dans les plantes traitées par NaCl. La figure 1 présente les
teneurs en Na+ et K+ des plantes entiéres traitées ou non
avéc NaCl. Dans tous les cas étudiés on note une forte accu-
mulation de Na+. Celui-ci est présent en quantités infirmes
dans les plantules témoins. Dans celles que L'on a traitées - pen-
dant 48 heures, les teneurs en ions sodium sont élevées. Mais

.son accumulation est plus ou moins rapide selon les espéces.

Un classement des espéces traitées, réalisé selon
Leur aptitude & accumuler du Na en 48 heures donne lLe résultat

suivant:

M. truncatulo (M.tr/32)(M.tr/30) ) M. aculeata (M.ac/58) )

M. clliaris (M.ci/14),‘> M. polymorpha (M.po/5 ) >; M. po-
Lymorpha (M.po/5 )‘>x M.tceuncacula: (M.tr/23) > M. aculeata
(M.ac/51 ) M. polymorpha (M.po/17)> M. orblcularis(M.or/13),
M. clilaris (M.ci/16) > M. scutellata (M.sc/41).

L'évolution de la teneur en potassium est dif-
féerente (Fig. 1). Certaines espéces arrivent & maintenir
la teneur en K+ dans les plantules traitées &4 un niveau sem-
blable a celui des plantes témoins. C(C'est le cas des eSpéceé
M.tr/23;, M.tr/30, M.po/5 et M.ci/14. D'autres espéces présen-
tent une diminution plus ou moins importante du contenu en
K+ dans les échantillons traités (M.ac/58, M.tr/32, M.po/17
et M.ci/16).

Malgré des différences significatives, en général
<L + , .
on note que la quantité de Na accumulée excéde en fin d'ex-

.. . + . ~ s
périence la quantité de K stockée dans les mémes conditions.
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Cependant les espéces qui se distinguent sont M. scutelata
) 4 4 :
pour qui les teneurs en Na et K sont presque égales et
. . . +
M. orblcularis qui a une teneur en K i{égérement plus élevée

que celle du Na+.

2. EXPERIENCE 2

‘Dans une deuxiéme expérience d'une durée de 96
heures, les concentrations en sel varient de 0 a SOQ mM.
Trois espéces ont été retenues sur la base de leur aptitude
4 stocker de la proline Llibre, leur capacité d'accumuler Lle

. , +
Na+ et de leur comportement vis & vis du K .

Il s'agit des espéces M. truncotula (M.tr/30),‘
M. polymorpha (M.po/5) et M. scutellata (M.sc/41).

2.1. COMPOSITION ORGANIQUE

La proline libre est dosée dans les plantules
des trois espéces de Medicaogo stressées ou non apreés 96
heures de traitement (Fig. 2). Celle-ci présente & L'état
de traces sur milieu Hoagland, s'accumule déns les plantutles
cultivées éur NaCl jusqu'a 300 mM pour les espéces M.scutel-
Lato et M. truncatula. Pour M. polymorpha, on note une dimi-
nution de lLla vitesse d'accumulation de la proline entre 100
et 200 mM.

Pour ce qui est des teneurs en bétaines (Fig.3),
les évolutions différent de celles notées pour Lla proline.

Celles-ci semblent peu modifiées par le traitement.
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Figuare 2 : Terieurs en proline libre des pligitules entiéres de Medicago
traitées & concentrations croissantes en NaCl aprés 96 heures
de traitement .
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Figure 3 : Teneurs en bétaines ( C.G.A.Q.) des plantules entiéres de iedicago
‘ traitées & concentrations croissantes en NaCl aprés 96 heures de
traitement .
) Les résultats sont exprims en poles de glycine—bétuinu.g_li"..S.
® M.sc /41 . AM.po/5 @ M,tr/30
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Elles sont déja élevées dans Le témoin. Toutefois, M. trun-
cotulao accumule des bétaines surtout a 100 mM de CaCl. Pour
M. polymorpha, les teneurs restent relativement stables pour
les trois concentrations eh sel, celles de M. scutellata,

les teneurs diminuent mais trés faiblement.

2.2. COMPOSITION MINERALE

Les teneurs en sodium des trois espéces (Fig.4)
augmentent progressivement dans les plantules stressées en
fonction de la concentration en sel du milieu extérieur.

Dans les témoins, les taux de Na+ sont a Lla Limite de lLa détec-
tion, alors que les bLantuLes traitées a 300 mM NaCl ont des
taux de Na+ gui conduisent a dgs valeurs de Ll'ordre de 3

meg.g de matiére séche. Chez M. polymorphc <cette teneur

est atteinte sur un miLjeu trois fois moins concentré que

le précédent (100 mM). A 200 mM en NaCl, cette espéce semble

avoir atteint un niveau d'accumulation maximum.

Les "pertes' en potassium notées aprés 96 heures
de traitement paraissent élevées (Fig. 5). Elles sont de plus
de 50% pour les espéces M. truncatula et M. polymorpha.

A L'inverse, M. scutellata semble étre beaucoup moins affectée
par L'excés de sodium stocké dans les tissus, étant donné que
son faux d'accumulation de potassium dans les plantules les
plus stresséesn'est diminué que de 20 ¥%.

- 366 -



meq Na.g-1M.S.

C
1

0 100 200 300 MM NaCl

Fipure 4 : Teneurs en sodiun des plantules entidrves de lndiccco tradtles a
concentrations croissantes eon Cl aprés 06 hoeures e trad tement

@ I1.sc/41 A11.p0/5 B tr/00

meq K.g-1M.S.

S

—
0 100 200 SO0 MM NaCl

rigure S @ Teneurs en potassium des plantules enticones de dedionen tral Lhea £

concentrations croicownies o MOl Gorén O beuren de orad terent

- 367 -



DI SCUSSTION

Les expériences réalisées au laboratoire dans
des conditions bien contrdlées, avaient pour objet la comparai-
son des propriétés de tolérance de diverses espéces de Medicogo
vis a vis du chlorure de sodium, ceci aux premiers stades de
développement. Les résultats obtenus s'ils témoignent de la
réponse des jeunes plantes placées dans des conditions optima-
les - la salinité mise & part - ne sont sans doute que diffi-
cilement transposables aux situétions réelles rencontrées par
les plantes dans leur biotope. On peut cependant considérer
gue la méthodologie utilisée permet d'exprimer certaines des
potentialités adaptatives des différentes espéces a la sali-
nité lorsque La germination et les premiers stades du déve-

Loppement se réalisent en absence de sel.

Chez les plantes glycophytes on distingue des
plantes appelées '"exclusives' qui ne peuvent pas accumuler
le Na+ et/des plantes dites "inclusives'" qui en absorbent
dans une certaine Limite (TOURAINE et AMMAR, 1985). Les obser-
vations réalisées ici suggérent que les Medicago étudiés sont
des espéces "inclusives" vis a vis de L'ion sodium.
Cependant des différences sont notées entre espéces M. trun-
catula, M. aculeata et M. polymocrpha qui se révelent beau-
coup plus "inclusives" que M. orblcularils et surtout M.
scutellatao qui stocke les quantités les plus faibles de Na'.
La plupart de ces espéces et surtout les plus "inclusives"
présentent aussi une grande affinité pour Lle K+ puisqu'elles-ar-
rivent & maintenir leur teneur interne & une valeur suffi-
sante pour éviter la carence, alors que la concentration en
sodium du milieu extérieur est de 100 mM. Pour ce qui est du

potassium deux espéces M. scutellata et M. orblcularis se
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singularisent: la premiére réussit a maintenir L'équilibre
. . + +
quantitatif entre teneur du K et teneur du Na , alors que

. N s . . , +
ta seconde parvient & conserver sa sélectivité pour le K .

Compte tenu des quantités de sodium accumulées
en 48 heures dans les différentes espéces et aussi favorables
soient-elles pour rétablir le potentiel nécessaire a L'absor-
ption de l'eau, il était facile de prévoir des réponses méta-
boliques en relation avec le nouvel équilibre ionique réali-
sé. Compte tenu des résultats obtenus par ailleurs chez
Medicago sativa (LESSANI et ANDREOPOULOS, 1969), nous avons

cherché certaines déviations du métabolisme azoté connues
pour 8tre induites en présence de NaCl en excgs.Les données
rassemblées aprés cette premiére expérience & temps court ont
mis en évidence une forte accumulation de proline sous forme
Libre dans les jeunes plantes de plusieurs espéces maintenues

~sur le milieu contenant NaCl (100 mM).

L'utilisation de milieux de plus en plus concen-
trés en NaCl et pour une durée de traitement 96 heures, permet
de mieux appréhender le comportement des trois espéces M.

scutellota, M. truncatuta et M. polymorpha.

Dans cg'casllé, M. scutellota accumule le plus
de proline, semble moins "inclusive" pour Le sodium et
parait avoir une grande affinité et une sélectivité pour le
K+, elle peut étre considérée comme une espéce résistante

au chlorure de sodium.

M. poltymorpha, espéce plutdt "inclusive'" semble
atteindre ses Limites pour Ll'inclusion du sodium pour
les concentrations externes de 200 mM en NaCl. Par ailleurs

cL R . + . + : ]
ses capacités a accumuler lLe K en présence de Na en excés sont
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beaucoup plus Limitées alors que sa réponse au niveau de la

proline reste d'une bonne amplitude.

Sur ces bases on est conduit a penser que M.
poclymorpha est une espéce tolérante jusqu'é’un seuil de
salinité compris entre 100 et 200 mM Nall et en tout état de
cause beaucoup plus sensible au sel que M. scutellata.

Il en est de méme pour M. truncaotula qui se révéle toutefois

moins vulnérable que M. polymorpha.

Les jeunes plantes de Medlcago placées dans
un milieu salé se sont montrées capables d'accumuler rapide-
ment des quantités considérables de proline sous forme Llibre.
Cette réponse métabolique au niveau de la proline préceéde
dans le temps L'inhibition de la croissance par NaCl. Toute-
fois une variabilité dans L'amplitude de la réponse est mise
en éevidence. Nous retiendrons ici que M. polymorpha qui
s'est avérée l'espéce la plus sensible est aussi celle qui
"produit"” le moins de proline surtout pour la salinité 300 mM
en NaCl. A l'inverse M. scutellata, l'espéce la plus résis-
tante de l'étude a aussi les plus fortes teneurs en proline.
Cette observation qui rejoint des faits déja connus chez les
plantes halophiles conduit a considérer la proline comme un
des composants importants de l'adaptation métabolique des
Médicago a la salinité. Son rdle pourraijit se situer au niveau
de l'ajustement osmotique des compartiments cellulaires par
ailleurs enrichis par Na+ et Cl  en _excés. Chez les autres
Légumineuses placées en situation saline, la signification de
la proline reste plus controversées, puisque sa concentration
n'est élevée que lorsque la croissance est déja fortement
~inhibée (LARHER et al, 1985).
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Quel que soit le degré de tolérance des espeéces
de Médicaogo étudiées, leurs teneurs en bétaines sont relati-
vement peu modifiées Logsque le sel estvprésent dans le milieu
extérieur. Ceci singularise la signification de ces composés
chez les Medicago ol il ne semble pas y avoir réponse adap-
tative a leur niveau au moment de l'accommodation a la salini-
té. En effet, il est connu que dans un certain nombre de cas,
L'accumulation des bétaines est liée aux contraintes imposées
par l'environnement. <('est le cas particulier chez les Chéno-
podiacées et les Composées (WYN JONES et STOREY, 1981;

JOLIVET et al, 1982). Les données obtenues ici suggeérent que
ces réponses a caractére adaptatif pourraient étre spécifi-

ques de quelques familles.

CONCLUSTION

Cette étude fait ressortir que les Mealcogo étu-

diées sont a classer parmi les plantes tolérantes.

Les bétaines connues pour leur intervention lors
de l'acquisition de la tolérance au sel chez les halophytes ne

jouent qu'un rdéle secondaire chez les Medicago.

En regard a des préoccupations agronomiques,

L'intérét des résultats obtenus est a souligner. En effet, si
de jeunes plantes de Medicogo arrivent a sUpporter des teneurs
en sel relativement élevées pour des glycophytes (100 mM NaCl),
Leur introduction dans les processus d'assolement sur des sols
salés pourrait €tre envisagée sur des bases rationnelles car

il est bien considéré que les toug premiers stades de.dévéLop-
pement sont sans doute parmi les plus vulnérables aux con-

traintes de lL'environnement. .

- 371 -



REMERCIEMENTS

Je remercie Monsieur F. LARHER, responsable du
Laboratoire de Biologie et Physiologie Végétales de Rennes I

pour avoir participé & la réalisation de ce travail.

BIBLIOGRAPHTITE

ABDELGUERFI A., 1976 - Contribution & l'étude de la réparti-
tion des especes locales de luzernes annuelles en fonc-
tion des facteurs du milieu (200 stations) Thése. Dipl.

Ing. Agron., I.N.A., Alger, 74 p.

ABDELGUERFI A., 1978 - Contribution a Ll'étude écologique des.”
luzernes annuelles en Algérie. Thése de Magister, I.N.A.
Algef. 116 p.

ADEM L., 1974 - Etude du comportement des Medicago annuels
(écotypes locaux et populations étrangéres) dans les
régions de Sétif, Médéa, Tiaret et Alger. Theése. Dipl.
Ing. Agron., I.N.A. Alger. 96 p.

JOLIVET Y., LARHER F. et HAMELIN J., 1982 - Osmoregulation in
halophytic higher plants: the protective effect of gly-
cine betaine against the heat destabilization of membra-

nes. Plant Sci. Letters, 25: 193 - 201.

LARHER F., HUQ I.S.M. et GERANT-SAUVAGE D., 1985 - Sensibiliteé
au chlorure de sodium chez lLes légumineuses au cours de
leurs premiers stades de développement. Colloque de
('I.N.R.A., Nutrition azotée des Légumineuses, Nov. 1985,

Versailles.



LESSANI M.H. et ANDEREOPOULOS-RENAUD U., 1969 - Effet du chlo-
rure de sodium dans te milieu sur L'activité respiratoire
et sur Le taux des glucides et des acides organiques chez

la Luzerne. C.R. Acad. Sci. Paris; 269: 951 - 953,

STOREY R. et WYN JONES R.G., 1977 - Quaternary ammonium com-
pounds in plants in relation to salt resistance. Phyto-
chemistry, vol .16 : 447 - 453,

TOURAINE B. et AMMAR M., 1985 - Etude comparée de la sensibili-

té au sel d'un Triticale et d'une orge. Agronomy, 5(5),
391 - 395.

TROLL W. et LINDSLEY J., 1955 - A photometric method for the
determination of proline. J. Biol. Chem., 215: 655 - 660.

WYN JONES R.G., et STOREY R., 1981 - Betaines. in PALEG L.G.,
ASPINALL D., Eds.; "The physiology and biochemistry of

drought resistance in plants. Acad. Press, Australia,
171 - 204.

- 373 -



