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Introduction

La salinité est I’une des contraintes environnementales limitant la productivité des écosystéemes
naturels et agricoles. Approximativement, une superficie de 800 millions d’hectares de terre est
affectée par I’¢élévation de la teneur en sels a travers le monde.

En Algérie, 3,2millions d’hectares de terres arables sont menacés par la salinisation (
Benmahioul et al. 2009). Le stress salin induit un déficit hydrique dans la plante sous forme de
sécheresse physiologique (Mahajan et Tuteja, 2005). Ce stress osmotique se traduit également
par I’accumulation toxique des ions dans les cellules et/ou un déséquilibre nutritionnel di a un
exces de certains ions (Souguir et al., 2013).

La toxicité des ions, le stress osmotique et le déséquilibre nutritif associés ont un impact néfaste
sur la croissance des plantes et leur productivité (Salehi et Arzani, 2014). En effet, selon le
degré de stress dans le milieu, les plantes sont exposées a des modifications de leur
comportement morpho-physiologique, anatomique et biochimique (Grennan, 2006). Dans ces
conditions, les plantes se trouvent en situation stressante et développent des mécanismes de
défense (Denden et al., 2005).

L'accumulation de différents solutés protege les plantes contre le stress salin en contribuant a
I'ajustement osmotique (Denden et al., 2005), la protection de l'intégrité de la membrane, la
stabilisation des enzymes, et a la détoxification des dérivés réactifs de I'oxygéne
(Karuppanapandian et al. 2011).

Certains solutés remplissent une fonction supplémentaire afin de protéger les composants
cellulaires de la déshydratation (Rasool et al., 2013) . Parmi ces mécanismes de tolérance au
stress abiotique, 1’ajustement osmotique joue un rdle primordial dans la résistance ou la
tolérance de la plante a cette contrainte environnementale (Rochdi et al., 2005).

Le stress osmotique est di a I'excés de Na+ et Cl- dans I'environnement qui réduit le potentiel
osmotique de la solution du sol et donc I'absorption d'eau par la racine de la plante (Rasool et
al., 2013) . L’ajustement osmotique constitue le processus majeur permettant a la cellule de
maintenir sa turgescence (Berka et Aid, 2009).

Pour limiter la perte en eau, les plantes sont capables de maintenir la turgescence de leurs
cellules grace a I’accumulation controlée de composés organiques appelés osmoticum et
osmoprotecteurs, tels que sucres solubles (Boriboonkaset et al., 2013), acides aminés (Slama et
al., 2014), composés d’ammonium quaternaire (Rasool et al., 2013) , hormones (Amjad et al.,
2014), polyamines, afin d’atténuer I’effet du sel (Hasanuzzaman et al., 2013)

Notre étude porte sur deux especes de legumineuse du genre Hedysarum H.flexuosum et
H.coronarium. Plusieurs études agronomique et écologique réalisées en Algérie et dans les pays
méditerranéens évoquent des potentialités de ces deux especes dans plusieurs domaines. En
effet, elles constituent un fourrage de haute valeur nutritionnelle (Kadi et al., 2011). Elles
constituent un excellent précédent cultural pour les céréales (fixation de 1’azote atmosphérique),
protection des sols contre 1’érosion. Elles sont également appréciées entant que plante mellifere
(Ben jeddi, 2005). Les richesses des especes du genre Hedysarum leur confirent également des
vertus thérapeutiques avérées pour les animaux (Nieze et al., 2002).

Dans notre travail, nous avons fixé comme objectif d’étudier 1’influence de la salinité sur les
parameétres morphologiques physiologiques et biochimiques de ces deux espéces en phase de
pleine croissance.

Ce présent document est réparti en trois parties principales, la premiére consiste en la
présentation des géneralités sur les deux espéces, suivie par la partie matériels et méthodes et
se termine par I’illustration et la discussion des différents parameétres étudiés qui se termine par
une conclusion.
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|.1.Présentation de ’espéce :

Le genre Hedysarum se compose de deux groupes d’espéce: le premier est formé par un
ensemble d’espéce arctique et asiatique dont le nombre chromosomique de base est X=7, et le
second groupe, d’origine méditerranéenne, est défini par un nombre chromosomique de base est
X=8 (Boussad et al., 1995).

1.1.1.Axe aérien

Hedysarum adopte pour la majeure partie des populations prospectées la forme érigée, les tiges
sont robustes et dressees dans les sols profonds et rampantes dans les sols calcaires et les schistes
ou il végete a I’état spontané (Bigourrdan, 1993 et Baatout et al., 1978 in Ben jeddi,2005) ; de 10
a plus de 100 cm de longueur. Les populations de Sulla sont partagées en groupes a tiges
orthotropes, plagiotropes, ou semi-plagiotropes (Sarno et al., 1978 in Ben jeddi,2005).

1.1.2.Feuille :

Les feuilles, sur les deux axes, sont composées, longuement pétiolées, munies de stipules libres
imparipennées, de 3 & 5 paires de folioles ; de forme ovale. Elles sont munies d’une pilosité
blanchatre sur les bords (Prosperi et al ., 1995 ; Ben jeddi, 2005). La couleur de la face
supérieure des feuilles est du vert fonceé et est glabre.

La phyllotaxie des rameaux axillaire est alterne distique. Les feuilles sont dissymétriques avec
une foliole isolée a la base du rachis foliaire (Prosperi et al., 1989).

I.1.3.Systéme racinaire :

Les espéces de genre Hedysarum présentent une racine pivotante profonde qui peut atteindre
plus de 2 metres avec des racines secondaires bien développées (lapeyronie, 1982). Elle est
pourvue de nombreuses racines secondaires, rhizomes développés avec plusieurs ramifications
(Villax, 1963). Plusieurs travaux signalent la présence fréquente d’une double symbiose
(endomycorhizes, et nodosités) au niveau du systéeme racinaire de plusieurs espéces du genre
Hedysarum (Binet et Brunel, 1968 ;Douhoux et Nicole, 2004).

1.1.4.Fleurs et inflorescences :

Hedysarum flexuosum L : Les inflorescences axillaires et a pédoncules en forme de grappes
spiciformes ovoides et allongées a la fructification. Les fleurs sont de petite taille par rapport a
celles de Hedysarum coronarium L, brievement pédonculées, sont axillées par des bractées
scarieuses et portant chacune a la base des calices deux bractéoles, et sont fréguemment butinées
par les abeilles domestiques (Apis mellefera)(Prosperi et al.,1995 ;Ben jeddi,2005).le calice est
campanule ,la corole est de couleur rose, pourpre ou violacée ,les étamines sont du type diadelph
(Tutin et al .,1967 in Inegrechen,2007).
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Pour Hedysarum coronarium L, les fleurs sont plus longues de 14 a 20 mm en grappes allongées,
denses et longuement pédonculées. les gousses sont droites, larges de 4 a 5mm, a articles
couverts d’aiguillons (Quezel et Santa, 1962).

Le développement végétatif est essentiellement hivernal, la floraison a lieu en Avril-mai et la
sénescence commence des le début du mois de juin (Abdelguerfi-Berrikia et al.,1991).

D’apres Meyer et al. (2008), la formule florale d Hedysarum est :
[5]S+5P+ ([9] +1) E+1C.
I.1.5.Fruits et graines:

H.flexuosum L : Le fruit est une gousse flexueuse plus ou moins comprimée, constitue d’un
nombre variable d’articles renfermant les graines (jusqu’a 8 articles par gousse) il se caractérise
par une forme, ronde, quadrangulaire couverte d’aiguillons (Tutin et al., 1967).

H.coronarium L : la graine est réniforme et discoide avec un tégument lisse et luisant et
uniformément coloré en jaune claire parfois noir (Semadeni, 1976 in Ben jeddi ,2005).

Les graines (2.5x2.5mm) sont réniformes ou ovoides, elles sont luisantes, de couleur marron ou
jaunatre a radicule fortement saillante (Prosperi et al., 1995).

Selon une étude réalisée par Abdlguerfi-Berrakia,(1985) sur les graines de genre
Hedysarum, le poids moyen d’une gousse est de 163 mg et le poids moyen d’une graine saine est
compris entre 4,9 mg et 17,2 mg.

1.1.6.Position taxonomique

Selon Spichiger et al. (2004), le Sulla du nord est classé comme suit :

Regne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Dialypétales
Ordre Fabales
Famille Légumineuses
Sous-famille Papilionacees
Genre Hedysarum

Espéce H flexuosum L; H coronarium L.
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I.2.Aire de repartition :

Hedysarum coronarium est une espéce qui a fait ses preuves dans plusieurs régions dans le
monde particulierement celle de la méditerranée. Cette espece pousse spontanément en Algérie
et en Tunisie.

Dans le bassin méditerranéen, 1’aire de répartition de I’espece (H flexuosum) est relativement
limitée, elle s’étend du sud de la péninsule ibérique a I’ Afrique du nord (killan, 1939 ; Prosperi et
al.1995. Abdelguerfi-Berrakia et al., 1991). L’espéce est absente en Libye, Tunisie, Egypte et en
Mauritanie. En Algérie et au Maroc, I’espece se développe sur des substrats marneux et marno-
calcaires dans des régions ou la pluviométrie moyenne annuelle est supérieure a 550 mm
(Abdelguerfi-berrakia et al., 1991). Au Maroc, 1’espéce est représentée par des populations de
taille réduite couvrant 1 a 3 ha chacune, particulierement dans les régions de Tanger, Tétouan et
Asilah. En Algérie, I’espéce est plus représentée. Elle abonde sur les pentes septentrionales de
’atlas mitidjien et manque sur les hauts plateaux et au désert. L’étendue des populations varie
souvent selon I’état de dégradation des sites. Mais d’une fagon générale, les populations sont
surpaturées ou récoltées au stade végétatif pour 1’alimentation du bétail (Prosperi et al., 1995).

I.3.Exigences climatiques

Les Hedysarum poussent a des altitudes faibles a moyenne, inférieures a 600 m généralement.
Fréquente en zone a climat subhumide, elles poussent bien pendant I’hiver, pendant les grandes
chaleurs, elles ne poussent pas ou peu, méme en culture irriguée (Villax, 1963 in Ben jeddi,
2005).

Hedysarum flexuosum L, se développe sur des terrains en pente, elle préfére les sols argileux et
Iégérement basiques a pluviométrie supérieure a 550 mm (Prosperi et al., 1995).

I.4.Exigences édaphiques:

Hedysarum se rencontre sur les sols de texture trés fine, a pH compris entre 6.2 et 8.1 a
conductivité tres faible & moyenne généralement pauvres en potassium et en phosphore. Elle est
fréquente sur des pentes marneuses, des sols sableux et absente carrément dans les sols tres
riches en calcaire total (Abdelguerfi-Berrekia et al.,1991).

I.5.Intérét et utilisation du Sulla
1.5.1. Intérét agronomique :

La composition chimique de Sulla est voisine de celle du treéfle violet, a I’exception de sa teneur
en protéines brutes inférieure au stade floral. A ce méme stade, le Sulla est aussi plus pauvre en
calcium (9.2%), magnésium (2.4%) et phosphore (2.9%) que la luzerne (Medicago sativa)
(Maymone et al, 1951 in Ben jeddi, 2005).

Plusieurs travaux considerent Hedysarum flexuosum, comme une source riche en protides et
fibres ainsi qu’en sels minéraux (Caputa, 1967 ; Ben Yousef ,1972 ; Olea et Paredes, 1982 in
Abdelguerfi-Berrekia et al.,1985).
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Le choix des légumineuses fourrageres est fondamentale, car elles sont considérées comme une
source importante de protéines dont la valeur nutritive est supérieure a celle des graminées
(Caputa, 1967 ; Ben Yousef ,1972 ; Olea et Paredes, 1982 in Abdelguerfi-Berrekia et al.,1985).
Le Sulla assurent un paturage abondant et une bonne valeur nutritive (Abdlguerfi-Berrekia et
al.,1991).

Le Sulla permet de réaliser des performances tres positives, que ce soit sur la production laitiére
des brebis ou le poids des carcasses et le rendement a 1’abattage notamment pour les petits
ruminants, grace au contenu élevé en matiére séche, ainsi que sa grande efficacité alimentaire
(Sitz et al.,2006 ;Bonnano et al.,2010 in Belmihoub,2012).

Intérét écologique

Le Sulla a un réle floristique fondamental dans 1’amélioration de la fixation biologique et de la
fertilité organo-chimique du sol (Gounot, 1958 ; Trifi et al.,2002 in Slim et al.,2011).

Cette espéce est aussi considérée dans les régions du nord du Maroc et de la nouvelle Zélande,
potentiellement utile pour le fourrage et le paturage, en plus de son utilité établie pour la

protection des sols contre 1’érosion, la valorisation des régions dégradées, surtout dans les zones
semi arides (Douglas, 1998 ; Ben jeddi, 2005 ; Hannachi et al., 2004 in Sabihi, 2008).

Les populations naturelles de H flexuosum, de port érige (facilitant le fauchage), assurent un
paturage hivernal et printanier de bonne valeur nutritive (Abdelguerf-Berrakia et al.,1991).Le
Sulla peut participer a la valorisation des jachéres et a leur enrichissement en azote organique
ainsi qu’a la protection des sols marneux et marno-calcaires en pente (souvent dénudés) et des
abords des foréts (Pin d’Alep et genévrier de Phénicie essentiellement)(Killian,1939 in Prosperi
et al., 1995 ;Abdelguerfi-Berrakia et al.,1991).
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I1.1.Notion de salinité :

Par définition, le sol salin est un sol qui contient des concentrations suffisamment élevées de sel
hydrosolubles, notamment le sulfate de sodium Na>SO4 Ca™, Mg et le Cl- sous forme ioniques
Ca Mg et CI. Par le processus naturel de salinisation, ces sels peuvent se concentrer a la surface
du sol et y causer un état appelé salinité du sol (Antipolis, 2003).

11.2.Salinisation des eaux d’irrigation

La qualit¢ d’eau d’irrigation est un facteur important a prendre en considération dans
I’agriculture en irrigué car elle constitue la premiére source de sels solubles. Elle est mesurée de
deux fagons, soit par les matieres dissoutes totales (MDT) exprimé en mg/l ou, plus couramment
par la conductivité électrique. Cette derniére est exprimée en mS/cm (Couture, 2004).

I1.3.Parametres affectés par la salinité :

La salinité affecte presque tous les mécanismes physiologiques et biochimiques des plantes. De
fortes concentrations de sel exogéne affectent la germination des graines, provoguent un déficit

physiologique en eau et un déséquilibre ionique des cellules ainsi qu’un stress osmotique (Munns
2002 ; Hajlaoui et al., 2007).

11.3.1.Effet de la salinité sur la germination :

Les semences des glycophytes et les halophytes répondent de la méme maniére au stress salin, en
réduisant le nombre total de graines germées et en accusant un retard dans I’initiation du
processus de la germination (Ismail, 1990, in Baba-sidi-Kassi, 2010). Il diminue la vitesse de
germination et réduit le pouvoir germinatif. Cet effet dépend de la nature de I’espece et de
I’intensité du stress salin (ben Naceur et al., 2001 ; Tobe et al 2001). La salinité perturbe
également les systemes enzymatiques impliqués dans les différentes fonctions physiologiques de
la graine en germination, telle que la diminution de I’activité de polyphénol oxydase et amylase
(Khemiri et al ., 2004 ; laven et al., 2008) et des peroxydase(amaya et al ., 1999).

11.3.2.Effet de la salinité sur le stade végétatif :

La présence de sel dans les milieux de culture exerce divers effets sur la croissance des plantes et
sur la qualité de la production. Ainsi les plantes peuvent manifester des formes adaptatives telles
que le faible allongement des organes et de leurs ramifications, le raccourcissement des entre-
nceuds et des tiges et la diminution de la surface foliaire

I1. 3.3.Effets de la salinité sur la nodulation :

Le stress salin réduit la nodulation des Iégumineuses en inhibant les événements symbiotiques.
Les niveaux de salinité qui inhibent la symbiose entre les Iégumineuses et les Rhizobium sont
différents de ceux qui inhibent la croissance des symbiotes individuels, ces deniers sont
généralement plus tolérants a la salinité (Aydi et al., 2004).
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11.3.4.Effets de la salinité sur les processus physiologiques de la plante :
11.3.4.1.Effet sur la photosynthese :

L’accumulation du sel dans la plantule peut réduire la surface foliaire photosynthétique grace a
la fermeture des stomates (Flowers et al., 1977 ; Rahmoune et al., 1997 ; Ben nacer , 2004, 2005
; Rahmoune, 2005 in Lemzeri, 2007). La réduction de I’assimilation du carbone par suite de la
réduction de la surface foliaire provoque un maintien accru de la respiration (Hopkins, 2003).

I1.4.Mécanismes de résistance et tolérance des végétaux a la salinité :

La tolérance d’une plante a la salinité est définie par son aptitude a se développer normalement
en conditions salines. Le degré de tolérance dépend surtout du stade physiologique de la plante.
En général, les plantes sont plus sensibles au stade germination et émergence. Le degré de
sensibilité diminue ensuite avec I’age (Regragui ,2005).

Chez les plantes non tolérante au NaCl, le Na+ s'accumule dans les racines mais il est exclu des
feuilles, ces plantes sont dites (excluder). A Il'inverse, les plantes tolérant | e NaCl sont dites
(includer) car elles ont en générale des feuilles plus chargées en Na+ que les racines, lorsqu'elles
sont cultivées en presence de sel (Haoula et al, 2007).

11.4.1.Exclusion :

La plante empéche le sel de remonter par la séve jusqu’aux feuilles. La présence de I’endoderme
dans les racines, ainsi que le transport sélectif leur permet d’absorber les ions nutritifs utiles et de
ré-excréter les ions Na* (Genoux et al., 1991).

11.4.2.Inclusion :

La plante retient le sel qui parvient aux feuilles au méme titre que 1’eau par le mouvement
ascendant de la séve dans les vaisseaux, le sel est ainsi isolé des constituants cellulaires vitaux
(Berthomieu et al., 2003), ou excrétée par des glandes vers 1’extérieur (Alem et Amri, 2005).

L’excrétion dans les glandes a sel est trés spécifique, d’abord Na+, Cl- et HCO3- sont excrétés
contre le gradient de concentration, alors que des ions comme Ca++, NO3-, SO42- et H2PO4-
sont maintenus contre leur gradient (Hopkins, 2003).

11.4.3.Ré-excrétion :

La plante a la capacité de ré excrétion aussitdt 1’exces du sel parvenu jusqu’aux feuilles vers ses
racines par I’intermédiaire de la séve élaborée descendante par le phloéme. Les racines peuvent
ensuite ré excréter le sel a I’extérieur et I’¢liminer vers le sol (Berthomieu et al., 2003).
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11.5.Mécanismes d’adaptation a la salinité :

D'une maniere générale, la tolérance a la contrainte saline peut étre associée a trois
caractéristiques physiologiques essentielles:

11.5.1.Une utilisation efficace des ions dans le maintien de la turgescence:

Les halophytes se caractérisent par une grande capacité d'absorption et d'accumulation
preférentielle de chlore et de sodium dans les feuilles. Une conséquence de cette accumulation
des ions est I'élévation de la pression osmotique, celui-ci contribue a maintenir le potentiel
hydrique total dans la plante, inférieur a celui de la solution du sol, une réduction des pertes d'eau
et au maintien de la turgescence cellulaire (BELKHODJA, 2007). L'ajustement se retrouve chez
la grande majorité des organismes vivants pour le maintien de 1’alimentation hydrique et de la
pression de turgescence (GREGORI, 2005).

11.5.2.Une bonne compartimentation vacuolaire de Na+ et Cl- au niveau des feuilles:

La compartimentation vacuolaire des ions toxiques est un facteur majeur de la tolérance au sel.
En fait, la compartimentation de Na* et Cl" a l'intérieur des vacuoles est un moyen de prévenir la
toxicité dans le cytosol et contribue a I'Ajustement osmotique nécessaire a la tolérance a la
salinité (Zhu, 2001).

11.5.3.Une sélectivité d'absorption et de transport en faveur de K* malgreé I'exces de Na**

Une haute concentration de K+ et une baisse de concentration de Na+ sont nécessaires pour un
processus cytoplasmique normal (Ashraf et Ali, 2008). En fait, le maintien d'une concentration
élevée K+ par rapport au Na+ résulte de I'exclusion de Na+ et /ou de sa compartimentation
intracellulaire (dans la vacuole).

La principale adaptation des halophytes au stress salin est leur grande capacité d'absorption
ionique pour assurer leur ajustement osmotique. Elles accumulent des quantités de Na et Cl qui
seront toxiques pour les glycophytes. Ces derniers vont au contraire favoriser I'entrée des ions K*
par rapport au Na*. La capacité a sélectionner le K* par rapport a Na* lors de I'absorption a été
décrite comme un critére de tolérance au sel (Ashraf et Ali, 2008).

11.5.4.Accumulation d’osmoprotectants :

L’accumulation des composés organiques (sucres solubles, bétaine, proline et des acides
organiques) a lieu essentiellement dans le cytoplasme et permet un ajustement des préssions
osmotiques cytoplasme-vacuole (foolad et ashraf, 2007). Ils peuvent ainsi étre des marqueurs
intéressant pour évaluer la résistance des plantes au stress salin.
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Le présent travail a été entrepris en vue de déterminer les modifications éco-physiologiques
chez deux espéces du Sulla ; Hedysarum flexuosum L et Hedysarum coronarium L soumises
a différents traitements au stade pleine croissance.

I.1.Protocole expérimental :
I.1.1. Conditions de culture :
1.1.1.1. Matériel végétal :

Deux especes du Sulla ; Hedysarum flexuosum L et Hedysarum coronarium L dont les
graines ont été collectées dans différentes zones du nord d’Algérie.

L’échantillonnage a été réalisé durant la premiére quinzaine du mois du juillet 2014 (Mr
Medjbeur), dans les stations suivantes : hedysarum flexuosum L a hasnaoua (Tizi Ouzou) et
pour hedysarum coronarium L dans la région d’Oued Ghir (Bejaia).

1.1.1.2. Préparation de graines :

Les graines percées ou visiblement infestées par les champignons et les bruches, ont
été enlevées.

Les lots de graines ont été homogénéisés aussi bien pour leurs tailles que pour la
couleur. Les graines sont mises dans un récipient d’eau distillée, les graines qui tombent au
fond sont considérées comme mures, celles qui remontent en surface sont soit immatures ou
bien avortées.

e Prétraitement :

Afin d’éviter d’éventuelles dormances tégumentaires, nous avons réalisé une
scarification mécanique a 1’aide de papier abrasif (Abdlguerfi-Berrakia,1985)

Les graines ont été traitées a 1’eau de javel de concentration 5% pendant Sminutes,
puis rincées abondamment a 1’eau distillées. Les graines sont mises au réfrigérateur a 5+2C°
pour leur imbibition pendant 24h.

1.1.1.3. Mise en culture :

Le semis est effectué dans des pots en plastique mesurant 12 cm de hauteur et 10 cm
de diametre remplis de substrat (un volume de terreau +un volume de sable + un volume de
terre ) et irriguées en raison de 40 ml pour maintenir le substrat a sa capacité au champ : les
semences sont arrosées avec la solution nutritive constituée de 0.4mM de KNOsz, 1mM de
KH2PO4, 0.4mM de MgSO4 (Wacquant ; 1974) ajouté (traitement ou non (témoin)) du NaCl
avec un régime d’arrosage de trois(3) fois par semaine.



Matériels méthodes

1.1.2.Dispositif expérimental :

Les plantules des deux especes du Sulla du Nord (hedysarum flexuosum L et
hedysarum coronarium L) sont soumises aux différents traitements :

e 1*traitement : arrosé a la solution nutritive seule.

e 2™ trajtement : arrosé a la solution nutritive + 3g/I de NaCl
e 3*Mtrajtement : arrosé a la solution nutritive + 6g/l de NaCl
e 4°™traitement : arrosé a la solution nutritive + 9g/l de NaCl

Le nombre de plantules utilisées : 4doses X2 espéces X40répetitions=320 plants.

Le dispositif expérimental a été entrepris sous un tunnel en plastique construit sur une
parcelle située a proximité de la faculté des sciences biologiques et sciences agronomiques
(Dallali et al.,2012) .

Figure n°1: Dispositif expérimental.
1.2. Parameétres mesureés :

Il est tres difficile de suivre le comportement d’une plante a partir d’un seul parametre,
en effet le suivi du comportement des plantes vis-a-vis du stress salin raison pour laquelle
nous nous sommes basé sur plusieurs paramétres morphologiques et physiologiques.

1.2.1. Parameétres morphologiques :
1.2.1.1. Mesure de la croissance en longueur :

A la fin de I’expérimentation, les plantes ont été récoltées puis séparées en leur parties
racinaires et caulinaires. Les racines sont lavées soigneusement a 1’eau puis séchage
rapidement avec du papier absorbant, les longueurs des parties aériennes et racinaires sont
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mesurées a 1’aide d’une reégle graduée. Les valeurs obtenues constitue la moyennes de 12
répétitions par espéce /traitement.

1.2.1.2.Mesure de la masse pondérale :

La biomasse exprimée en gramme (g) a été effectuée par la pesée de la matiere fraiche,
puis de la matiére séche apres étuvage a 80°C jusqu’a 1’obtention d’un poids constant (48h).

1.2.1.4. Nombre de feuilles et mesure de la surface foliaire :

Le comptage du nombre de feuilles de chacune des especes est réalisé également sur
12 plantes par espéce et par traitement.

Pour mesurer la surface foliaire nous avons un logiciel Mesurim pro.
La méthode consiste a :

e Scanner les feuilles de chaque espéces et traitement.
e Faire passer les différentes images obtenues au logiciel Mesurim pro.
e Obtention de la surface foliaire.

Un nombre de 40 feuilles par espece sont utilisées.
1.2.1.5. Mesure du volume racinaire :

Mettre un volume d’eau connu dans des éprouvettes (V1), submerger les racines des deux
especes et des différents traitements, on obtient un volume (V2).

On déduit le volume racinaire V depuis I’équation : V=V2-V1.
1.2.2.Parametres physiologiques :
1.2.2.1.Teneur relative en eau (TRE) :

Le poids frais des feuilles est estime directement avec la balance de précision juste
apres la récolte, puis ces mémes feuilles sont mises dans 25ml d’eau distillée dans les boites
de pétri au réfrigérateur a 6+£°C pendant au moins deux jours (48h), en suite on calcule le
poids turgescence, en fin on calcule le poids sec apreés étuvage a 60°C pendant au moins deux
jours (48h).

La teneur relative en eau est calculée selon la formule suivante :
TRE(%)=100*(Pe-Ps)/ (Pt-Ps)

Pr : Poids frais de la feuille ; Ps : Poids sec de la feuille ; Pt poids turgescence
(saturation)
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1.2.2.2.Mesure de la fuite d’électrolytes :

Une masse de 0.2 g de matiere fraiche (feuilles) est coupée en petits segments d’environ
Iecm. Rajouter 5 ml d’eau distillée pour chaque échantillon. Ensuite le placer a une
température ambiante. Apres 45 min en procede a une premiere mesure de la conductivité
(C1). Les échantillons sont ensuite incubés dans un bain-marie pendant 15 min a 100°C, et
une deuxieme mesure sera faite (C2), a I’aide d’un conductimetre.

-Le résultat sera calculer selon la formule de Dua et al (2006) : (%)= (C1/C2)100.

I. 2.2.3.Dosages de sucres solubles réducteurs :
1.2.2.3.1.Extraction des sucres solubles :

Pour I’extraction, nous avons adopté la méthode de Mc Cready et al (1950). 1g de
poudre végétale de feuilles de chacune des deux (2) especes en fonction des concentrations
est broyé dans 10ml d’éthanol a 80%. Le broyat est centrifugé a 4000tours/min pendant 10
min, apres agitation au vortex.

Ensuite, le surnageant est récupéré dans une fiole de 50ml. L’extraction est réalisée
une autre fois avec 5ml d’éthanol a 80%, suivie d’une centrifugation a 3000tours/minutes
pendant 10min

Les extraits sont mélangés et ajustés avec 1’cau distillée dans une fiole de 50ml.
1.2.2.3.2.Dosage proprement dit :

A 1ml de I’extrait glucidique sont ajoutés 2ml de réactif d’anthrone (0.2g d’anthrone
sont dissous a froid dans 100ml d’acide sulfurique a 91%).

Aprés agitation, les tubes sont portés au bain-marie bouillant a 100°C pendant 7
minutes pour permettre le développement de la coloration. Aprés refroidissement des tubes,
nous procédons a la lecture des densités optiques a 630nm a 1’aide d’un spectrophotométre de
type SHIMDZU SPECTROPHOTOMETER UV.101.02.

1.2.2.3.3. Préparation de la gamme étalon :

A partir d’une solution mere de glucose a 100ug/l, on prépare une gamme de solutions
filles a concentrations croissantes en glucose : 10ug/l ; 20ug/l ; 30ug/l; 40ug/l; 50ug/l;
60ug/l; 70ug/l; 80ug/l; 90ug/l et 100ug/I

Aprés lecture au spectrophotometre, on trace la courbe des densités optiques en
fonction de ces concentrations. Cette courbe étalon, nous permet de déterminer la teneur en
sucres accumulée par la poudre végétale (traités et non traités)

Les quantités de sucres sont exprimées en mg.g* de MVS.
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Figure n°2 : Courbe étalon du glucose.

1.2.2.4. Détermination de la quantité de chlorophylle :

Les échantillons utilisés sont des feuilles fraiches prélevées sur le méme étage chez les deux
espéces et les différents traitements testés a la récolte finale. Pour procéder, nous avons
adopté la méthode de Dali et al ., (1992). Broyage de 0.1g de feuilles dans 10ml d’acétone a
80% a I’obscurité. Une premiere Centrifugation du broyat est entreprise pendant 10mn a 3000
tr/mn sous une température de 5°C. Une fois terminé le surnageant est récupéré dans un
Erlenmeyer et stocké dans le réfrigérateur. Quant au culot, on lui ajoute de 1’acétone a 80%
refroidi pour étre mixeé une deuxieme fois avec les mémes conditions que précédemment. Le
surnageant ainsi obtenu est mélangé avec le premier afin de déterminer le volume d’acétone
ayant servi pour 1’extraction.

Pour la détermination de la teneur en chlorophylle, 1 ml du surnageant est ajoutée a 9 ml
d’acétone a 80%. La densité optique des extraits est lue a une longueur d’onde de 652 nm
(Arnon, 1941 ; Bruinsma, 1961).

L’¢évaluation de la teneur en chlorophylle se fait selon la formule suivante :
Teneur en chlorophylle total (mg.mg™) :

Vol. de I’extrait d’acétone (ml) x valeur de la lecture x 10
Poids de I’extrait sec (g)

1.2.2.5.Dosage de la Proline :

L’extraction et le dosage de la proline est basé sur la méthode de Troll et Lindsley (1955 ;
modifiée par Bates et al ., (1973).

L’extraction est réalisée a partir de la matiere séche. Une masse de 0.2g de poudre de feuilles
est mise a macération dans 10 ml de méthanol, des flacons sont hermétiquement fermés et
chauffés au bain-marie a 85°C pendant une heure. Apreés refroidissement, on préléve 1 ml de
I’extrait auquel on ajoute 1 ml d’acide acétique concentré et 1 ml de réactif a la Ninhydrine.
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L’échantillon est porté a ebullition pendant 30 min et une coloration rose apparait. Aprés
refroidissement, on additionne 5 ml de benzene et une pincée de sulfate du sodium Na;SO4
fait apparaitre deux phases :

— Phase supérieure benzénique contenant la proline.
— Phase inferieure aqueuse éliminée.

Les densités optiques des échantillons sont lues a une longueur d’onde de 515 nm au
spectrophotometre.

Le courbe étalon illustré ci-dessous est réalisée a partir d’une solution mére de proline de 1
mg.

¢ Sériel
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Linéaire (Sériel)

O T T T T T 1
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concentration en proline

Figure n° 3: Courbe étalon de la proline.

1.2.2.6. Extraction et dosage des protéines hydrosolubles :
Les protéines hydrosolubles sont dosées par la méthode de BRADFORD (1976).

Cette methode implique la formation d’un complexe de coloration bleu entre les protéines et
le bleu de Coomassie (G250). La coloration bleue se développe rapidement et reste stable
pendant 1 heure. Le complexe protéines-bleu de Coomassie absorbe au maximum a une
longueur d’onde de 595nm.

L’extraction est réalisée sur 0.5g de matiere fraiche dans 10 ml d’eau distillée. Le broyat est
centrifugé pendant 15 min a 5000 trs/min. le surnageant contenant les protéines est récupeéré.

A 1 ml de D’extrait sont rajoutes 5 ml de réactif de Bioard. Apres quelques minutes
d’incubation, les densités optiques sont lues a une longueur d’onde de 595 nm au
spectrophotometre.

Le courbe étalon est réalisé a partir d’une solution mére de Sérum Albumin Bovin (BSA
protéine de référence).
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Figure n°4: Courbe étalon des protéines.

1.3. Analyse statistique :

Le dispositif expérimental pour lequel nous avons opté est en randomisation de Fisher a
quatre (4) répétitions, au seuil 0=5%, et le test de la plus petite amplitude significative
(Newman-Keuls) pour I’homogénéité des moyennes, réalisée a 1’aide du logiciel statistique
STATBOX 6.4 de Grimmsoft.et les courbes de corrélations ont été réalisées avec le logiciel
XLSTAT version 7.5.2.

Chacune des especes a fait I’objet de 1’analyse statistique (ANOVA) pour chaque facteur
étudié (croissance en longueur, croissance pondérale, taux de germination et le temps moyen
de germination) a deux facteurs de variation (salinité, espece).
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I-Parametres morphologiques :
I-1-Nombre de feuilles :

Les résultats de la variation du nombre de feuilles chez les especes étudiées sont illustrés dans
la figure n°5

Le nombre moyen de feuilles par plante chez deux especes diminue en fonction de la salinité
du milieu. Le nombre de feuilles le plus élevé est enregistré chez les plantes témoin. A 6g/l de
salinité le nombre moyen de feuille par plant se trouve réduit de 30% et 25% respectivement
chez Hedysarum flexuosum et Hedysarum coronarium.

14
W Hedysarum flexuosum

I I B Hedysarum coronarium

TEMOIN 3g/I 6g/l 9g/I

Nombre de feuilles.plante!
= =
£~ [e)} (o] o N

N

Concentration de la solution d'arrosage en NaCl g.I!

Figure n°® 5 : L’effet de la salinité sur le nombre de feuilles des deux espéces d’Hedysarum.

Le test Newman-Keuls a regroupé les résultats en deux groupes homogeénes, le groupe (A)
rassemble les valeurs les plus élevé chez les deux espeéces. Et le traitement a 3g/l. Le groupe
(B) regroupe les valeurs les plus faibles enregistré a des concentrations 6g/l et 9g/I.

I-2-Surface foliaire :

La figure n°6 montre une variation inversement proportionnelle par rapport a la salinité du
milieu. La diminution de la surface foliaire est d’ordre de 37% et 65% respectivement pour
Hedysarum flexuosum et Hedysarum coronarium pour la salinité moyenne (6g/l).
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Figure n° 6 : L’effet de la salinité sur la surface foliaire des deux espéces d’Hedysarum.

L’analyse statistique montre une différence significative pour les deux especes. Il regroupe les
résultats dans cing groupes homogenes dont les témoins sont dans le groupe (A), a partir de
la dose 3¢/l les deux espéces se comportent différemment.

I-3-Volume racinaire :

L’architecture racinaire simulée par son volume se rétrécit avec 1’augmentation de la
concentration du sel dans le substrat de culture et ce pour les deux especes.
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Figure n°7 : L’effet de la salinité sur le volume racinaire des deux especes d’Hedysarum.
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I-4-Longueur des parties aériennes :

A la lumiére de la figure n°8 la longueur moyenne de la tige mesurée chez deux especes
diminue en fonction de la concentration du NaCl dans le milieu de culture, cette variation
enregistrée est confirmée par 1’analyse de la variance a un seul critére de classification dont
les moyennes différentes significativement.
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Figure n°8 : L’effet de la salinité sur la longueur de la tige des deux espéces d’Hedysarum.

I-5-Longueur racinaire :

Les résultats du suivi de la longueur racinaire sous les différentes doses de salinité, montrent
une légere diminution en fonction de gradient de salinite.
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Figure n°9 : L’effet de la salinité sur la longueur racinaire des deux espéces d’Hedysarum.



Résultats et discussion

Le test Newman-Keuls montre que I’influence de salinité n’apparait qu’a partir de la dose
6g/l. les plants témoins et ceux arrosés a 3g/l représentent les plus hautes valeurs de la
longueur racinaire, et ceux traités a 6g/l et 9g/l respectivement sont rassemblés dans le groupe

(B).
I-6-Poids frais des parties aériennes :

Le poids de la matiére fraiche des plants soumis a la salinité illustré par la figure n°10 montre
une influence significative a partir de 3g/l. le test Newman-Keuls distribue les résultats en 3
groupes homogeénes. Le groupe (A) comprend les résultats des plants témoins des deux
espéces, le groupe (B) renferme les résultats moyens de de plants arrosés a 3g/l et le groupe
(C) montre les valeurs les plus faibles de la croissance des parties aérienne des doses de
salinité 6g/l et 9g/l, ayant enregistré une chute avoisinant 48%.
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Figure n°10: L’effet de la salinité sur la masse fraiche des tiges des deux espéces
d’Hedysarum

I-7-Poids frais racinaire :

La figure révele les moyennes du poids frais des parties racinaires des plants des deux espéces
en fonction de la salinité.

D’aprés nos résultats, la biomasse fraiche racinaire produite par les plants de nos deux
especes a tendance a diminuer avec la salinité du milieu. L’ANOV A montre une variation trés
hautement significative chez les deux espeéces.
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Figure n°11: L’effet de la salinité sur la masse fraiche des racines des deux espéces
d’Hedysarum

Le test de Newman et Keuls repartit les résultats en quatre (4) groupes homogénes. Le groupe
(A) représente le témoin et le traitement (3g/l). Le groupe (B) représente le traitement (6g/l).
Les groupes (C) et (D) englobent les valeurs les plus faibles pour la plus forte concentration
(9 g/l).

I-8-Poids sec des parties aériennes :

Concernant I’impact de la salinité sur la croissance pondérale séche des parties
aériennes de deux espéces testées diminue progressivement en fonction de la salinité.

Les résultats sont vérifiés par le test statistique (tableau 01 Annexe 05) a I’aide de I’analyse de
la Variance, les traitements a la salinité révele une différence trés hautement significatif
(P<0.001).Une  différence pour le facteur espece est significative (P<0.05), et non
significative entre I’interaction(T x V) (P>0.05).
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Figure n°12 : L’effet de la salinité sur le poids sec des tiges des deux especes d’Hedysarum.
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Le test Newman-Keuls regroupe les résultats du poids en 3groupes homogeénes dont le
groupe (A) renferme les plants témoins, le groupe (B) représente les plants arrosés a 3g/l et le
groupe (C) inclut les plants arrosés a 6g/l et 9g/l respectivement.

1-9-Poids sec racinaire :

Egalement pour la croissance des parties racinaires une diminution légére progressivement en
fonction de la salinite.

De méme que pour le poids de matiere seche. Le test Anova révele une différence tres
hautement significative (P<0.001) Mais la différence entre les especes est significatif
(P<0.05), et non significative pour I’interaction(T x V) (P>0.05).
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Figure n°13 : L’effet de la salinité sur le poids sec des racines des deux especes
d’Hedysarum.

Le test Newman-Keuls regroupe les résultats du poids en 3groupes homogeénes dont le
groupe (A) renferme les plants témoins, le groupe (B) représente les plants arrosés a 3g/l et le
groupe (C) inclut les plants arrosés a 6g/l et 9g/l respectivement.

1-10-Discussion :

Les stress abiotiques sont responsables de perte de rendement des écosystéemes naturels et
agricoles.

La présence de sels solubles en forte concentration dans le sol, affecte les mécanismes
physiologiques de la plante (Vincent, 2006 ; bajjim et al., 1998).

L’application d’une contrainte saline par I’arrosage d’une culture de deux especes de Sulla du
nord & savoir Hedysarum flexuosum et Hedysarum coronarium avec des solutions de
concentration différentes de NaCl, pour évaluer I’impact de ces degrés de salinité sur ces
especes, plusieurs parameétres morphologiques, physiologiques et biochimiques ont été suivis.
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Concernant les parametres morphologiques, nous avons enregistré une diminution du nombre
moyen de feuille (25% et 30%) chez les plantes soumises a la salinité.

Une influence négative de la salinité apparait a partir 6g/l. Celle-ci affecte aussi bien la
partie aérienne de la partie que la partie racinaire.

En effet, la diminution de nombre de feuilles par plante, de la surface foliaire ainsi que la
croissance en longueur, constitue une caractéristique de la plus part des especes glycophytes.
Les mémes résultats ont été egalement rapportés par plusieurs auteurs tels que (Dallali et al.,
2012) sur des population tunisiennes de H.coronarium et H.carnosum et H.flexuosum (Ait
saidi et Belkessa, 2014) ; le trefle (Ben Khaled et al., 2003) ; la féeve ( Aboul quados, 2010 ).

Chez plusieurs espéces végétales, la stratégie adopter en situation de contrainte saline consiste
en la réduction en premier lieu de son systéeme racinaire dans le but de préserver la partie
aérienne devant maintenir et assurer la production des phytosynthétats.

La réponse immediate du stress salin est aussi exprimée par une réduction de la surface
foliaire (Wang et al., 2000) et une diminution des matieres fraiches et séches au niveau des
feuilles, mais aussi au niveau des tiges et des racines (Dinar et al., 1999 ; Chartzoulakis et al.,
2000 ; Hernandez et al., 2000). La diminution de croissance végétale exprimée que ce soit par
la réduction du nombre de feuilles ou bien de la surface foliaire, représente généralement la
premiére réponse des glycophytes exposée au stress salin (Munns et al., 1986).

En effet, aussi bien chez H.flexuosum que H.coronarium, la réduction du nombre de feuilles
et la surface foliaire semble étre une stratégie adoptée par ces deux espéces pour réduire la
surface exposée a I’évapotranspiration et ce dans le but de maintenir I’hydratation des tissus a
un seuil qui permet de maintenir les processus physiologique et métabolique vitaux tel que la
photosynthése et la transpiration. Ce pendant, cet avantage va de pair avec une réduction de la
biomasse.

I1-Parameétres physiologiques :
I1-1-Chlorophylle totale :

Les résultats sont vérifiés par le test statistique a I’aide de 1’analyse de la variance, qui révele
que chez les deux espéces du Sulla, I’'impact du stress salin est significatif sur la teneur en
chlorophylle totale, et ce entre les deux espeéces, I’interaction présente également une
différence significative (p<0.05). Le test de Newman- Keuls regroupe les résultats en 4
groupes homogenes illustrés sur la figure.
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Figure n°14 : L’effet de la salinité sur la teneur en chlorophylles totales des deux espéces
d’Hedysarum.

La mesure de la teneur en chlorophylle totale chez les deux especes montre que ce paramétre
diminue suite a 1’augmentation de la dose de salinité par comparaison aux témoins. La
figure(14) nous montre que les deux espéces se comportent de la méme maniére vis-a-vis de
la salinité par rapport au taux de chlorophylle sauf pour la concentration 9 g/l ou les taux de
chlorophylle différent entre les deux especes ou on trouve un taux de diminution de 54,12 %
et 36,37 % respectivement chez Hedysarum flexuosum et Hedysarum coronarium.

I1-2-Fuite d’électrolytes :

La fuite d’électrolyte est en augmentation graduelle avec 1’élévation du gradient de salinité du
substrat de milieu.
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Figure n°15 : L’effet de la salinité sur la fuite d’électrolytes des deux espéces d’Hedysarum.



Résultats et discussion

Les résultats sont vérifiés par le test statistique, a 1’aide de I’analyse de la Variance, les
facteurs salinité et espéce révelent une différence trés hautement significative (P<0.001) ; et
significative pour I’interaction (Salinité x Espéce) (P<0.05). Le test Newman et Keuls répartit
les résultats en 6 groupes homogeénes énumérés dans la figure.

La figure nous montre que les deux especes se comportent de la méme maniére vis-a-vis la
salinité pour le traitement de fuite d’électrolytes témoin et la concentration 3g/l. et pour 69/l
nous avons enregistrés une augmentation de 1’ordre de (3) fois et (2) fois respectivement chez
H flexuosum et H coronarium.

11-3-RWC :
Le teneur relatif en eau diminue au fur et a mesure que le traitement a la salinité s'accentue.

Les résultats sont vérifiés par le test statistique, a 1’aide de 1’analyse de la Variance, les
traitements a la salinité révele une différence trés hautement significatif (P<0.001) Mais la
différence entre les variétés est significatif (P<0.05), et non significative pour I’interaction (T
x V) (P>0.05).
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Figure n°16 : L’effet de la salinité sur la teneur en eau des deux espéces d’Hedysarum.

Le test Newman et Keuls répartit les résultats en 5 groupes, dont le groupe (A) représente les
résultats de témoin pour 1’espece H.coronarium, le groupe (B) correspond aux valeurs
enregistrées chez ’espéce H.coronarium témoin et H.flexuosum 3g/l, le groupe (C) inclut les
valeurs enregistrées chez ’espéce H.coronarium a 6g/l et I’espéce H.flexuosum a 3g/l, le
groupe (D) correspond aux valeurs enregistrées chez 1’espéce h flexuosum a 6g/l et en fin le
groupe rassemble les valeurs enregistrées chez les deux espéces testées.
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11-4-Corrélation entre chlorophylle et fuite d’électrolytes :
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Figure n°17 : Corrélation entre teneur des Figure n°18 : Corrélation entre teneur des
feuilles en chlorophylle et le pourcentage feuilles en chlorophylle et le pourcentage
en fuite d’électrolyte de Hedysarum coronarium L. en fuite d’électrolyte de Hedysarum flexuosum L.

Au seuil de signification Alpha=0,050 avec le test de corrélation de Spearman, on obtient une
corrélation significative et positive chez les deux espéces du Sulla entre la variation des
teneurs en chlorophylles total des feuilles et la fuite d’électrolytes. La corrélation a été établie

en considérant les valeurs individuelles (trois par traitement) de la chlorophylle et la fuite
d’¢lectrolytes.

I1-5-Corrélation entre teneur en eau (RWC) et la longueur de la tige :

Au seuil de signification Alpha=0,050 le test de corrélation de Spearman confirme une
corrélation significative, effectivement une corrélation positive a été enregistrée chez les deux
espéces du Sulla entre la teneur relative en eau et la longueur de la tige.
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Figure n°19 : Corrélation entre la longueur Figure n°20 : Corrélation entre la longueur
de la tige et la teneur relative en eau de la tige et la teneur relative en eau
de Hedysarum flexuosum L. de Hedysarum coronarium L.
11-6-Discussion :

La salinité est I'un des principaux stress abiotiques limitant la croissance
et la productivité des plantes (Rasool et al., 2013 ; Soliman et al., 2014 ; Ly et al., 2014).
Les résultats obtenus montrent que la teneur relative en eau des feuilles des plantes
d’Hedysarum flexuosum et H coronarium, est réduite lorsqu’elles sont soumises a des
concentrations ¢élevées en NaCl. La réduction de 1’hydratation des tissus ne se manifeste
qu’au seuil de 6 g/l. la RWC est maintenue a une proportion tolérable avoisinant les 50%
a 9 g/l. Ces constatations ont été déja signalé sur la méme espece durant un stade
phonologique plus précoce (Ait saidi et Belkessa 2014), ainsi que chez d’autres espéces
glycophytes (Berka et Aid., 2009 ; Labo et al., 2008 ; Zhami et al., 2013 ; Salorizdah et
al., 2012). Ceci peut étre di a la toxicité des ions Na + et/ ou Cl- accumulés dans le
cytoplasme a des niveaux dépassant la capacité de compartimentation (Rochdi et al.,
2005) dans la vacuole. L’accumulation apoplasmique des ions Na+ et Cl— serait le
paramétre le plus impliqué dans le flétrissement et la mortalité de certaines especes
(Hasanuzzaman et al., 2013).

Ce processus conduit a un desséchement des feuilles (Blumwald, 2000),
une diminution du contenu relatif en eau des feuilles suite a la perte d’eau cellulaire
(Mehan et al., 2012), une réduction générale de la croissance (Blumwald, 2000), la
transpiration (Verslues et al., 2006), 1’absorption hydrique par les racines (Urban et al.,
2010) et perturbe I'nomeéostasie cellulaire (Perdiguero et al., 2013 ), (Igbal et al., 2014).
Par ailleurs, Kim et al., (2010) rapportent que I’acide abscissique, agit comme un signal de
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stress, synthétisé en réponse a un déficit hydrique, et identifi¢ comme 1’un des signaux
impliqués dans la régulation des stomates. Leur fermeture permet une diminution de la
perte en eau mais elle provoque également une diminution de 1’apport en CO2.

Nos résultats expérimentaux ont bien montré que la salinité a
significativement influencé [I’intégrité membranaire des cellules des feuilles qui s’est
manifesté par une augmentation de la fuite d’¢lectrolytes chez les feuilles de nos deux
especes testées. Munns et Tester, (2008) rapportent que 1’intégrité membranaire est ’'un
des facteurs qui explique au moins en partie les dommages de la salinité sur I’appareil
photosynthétique.

Plusieurs auteurs ont signalé une forte corrélation entre la peroxydation des lipides et
la fuite d’électrolytes. En effet Bor et al (2003) signalent une augmentation de ces
paramétres sur deux especes de betterave. Dallali et al., 2012 enregistrent la méme
constatation dans les plantules de H.carnosum et H.coronarium. En effet, Rouached et al
(2013) signalent une augmentation du MDA et de la conductivité électrique chez des
plantules de Sulla Carnosa et Medicago truncatula sous contrainte hydrique. 1l précise
¢galement que ces parametres sont directement liés au taux d’hydratation des tissus.

Les feuilles des plantules de H.flexuosum et H.coronarium présentent une
chute de 50% a 60% de chlorophylle en situation de stress salin. Ce résultat va de pair
avec I’¢lévation de la proportion de la fuite d’¢électrolytes. Ces résultats sont également
enregistrés chez deux population tunisienne de Sulla (Dallali et al., 2012). Plusieurs
auteurs évoquent la réduction de [Dactivité photosynthétique, suite a un stress
environnemental, ne se manifeste pas de maniére directe mais principalement via la
réduction de la conductance stomatique et/ou de la pression partielle de CO; intracellulaire
engendrant ainsi la chute de rendement en biomasse (Flanagan et al., 1989 ; Robinson et
al., 1989 ; Sharkey et al., 1989 ; Downton et al., 1990).

La diminution de la teneur en chlorophylle peut étre due, entre autre, a
une diminution de l'acide 5-aminolévulinique (Stobart et al., 1985). Le NaCl inhibe la
synthese de I'acide 5-aminolévulinique, un précurseur de la chlorophylle (Nunkaew et al.,
2014). La diminution du taux d’assimilation du CO2 dans les feuilles est associée a une
inhibition de la photosynthese (Fryer et al., 1998) . Les plantes exposées au stress salin ont
montré des symptdmes de chlorose des feuilles et de nécrose, des résultats similaires ont
été confirmés par Ibn Maaouia-Houimli et al., (2011).

D’autres auteurs (Clarke et McCaig, 1982) ont montré que la structure des
chloroplastes est affectée par les conditions environnementales séveéres et en particulier
par le stress salin qui entraine une désorganisation des systémes granaires et lamellaires.
Perdiguero et al., (2013 ) relient I’altération de la structure des thylakoides provoquée par
le NaCl a D’induction d’une surproduction des formes réactives d’oxygénes (ROS).
Salama et al. (2014) rapportent que les modifications structurales des thylakoides sont
liées a un changement de la composition ionique de I’espace stomatique.
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I11-Parameétres biochimiques :
I11-1-Protéine :

Les résultats sont vérifiés par le test statistique a 1’aide de 1’analyse de la variance, qui révele
que chez les deux espéces du Sulla, I’'impact du stress salin est significatif sur la teneur en
protéine, et ce entre les deux especes, ainsi que 1’interaction présente des résultats significatif
(p<0.05). Le test de Newman et Keuls regroupe les résultats en 4 groupes homogénes illustrés
sur la figure.
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Figure n°21 : L’effet de la salinité sur la teneur en protéines des deux espéces d’Hedysarum.

La mesure de la teneur en protéine chez les deux espéces montre que ce parametre diminue
avec l'augmentation de la dose de salinité. A la concentration 9 g/l  les taux sont
respectivement chez Hedysarum flexuosum et Hedysarum coronarium 39,37 mg/g MF et
46,90 mg/g MF correspondant aux taux de diminution de 1’ordre de 22,33 % et -38,14 % pour
les deux espéces.

111-2-Proline :

Les résultats sont vérifiés par le test statistique a I’aide de 1’analyse de la variance, qui révele
que chez les deux especes du Sulla, I’'impact du stress salin est significatif sur la teneur en
proline, et ce entre les deux especes, ainsi que I’interaction présente des résultats significatif
(p<0.05). Le test de Newman et Keuls regroupe les résultats en 6 groupes homogenes illustrés
sur la figure.
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Figure n°22 : L’effet de la salinité sur la teneur en proline des deux especes d’Hedysarum.

Les deux espéces d’Hedysarum soumises a un stress salin a provoqué une accumulation de la
proline dans les feuilles, les taux de proline augmentent avec 1’augmentation de la salinité
jusqu’a atteindre 33,86 mg/g MS chez Hedysarum flexuosum et 32,33 mg/g MS chez
Hedysarum coronarium dans la concentration 9 g/l de salinité, ce qui reflete des taux
d’augmentation de 89,66 % et 96,65 respectivement chez les deux espéces, par rapport aux
témoins.

111-3-Sucres solubles totaux :

Les résultats sont vérifiés par le test statistique a I’aide de 1’analyse de la variance, qui révele
que chez les deux espéces du Sulla, I’'impact du stress salin est significatif sur la teneur en
sucres solubles, et ce entre les deux espéces, ainsi que ’interaction présente des résultats
significatif (p<0.05). Le test de Newman et Keuls regroupe les résultats en 5 groupes
homogeénes illustrés sur la figure.
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Figure n°23 : L’effet de la salinité sur la teneur en sucres solubles des deux espéces
d’Hedysarum.
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Le dosage de la teneur en sucres solubles chez les deux especes montre que ce parametre
augmente suite 2 1’augmentation de la dose de salinité en comparaison aux témoins. En effet
a9 g/l les taux d’augmentation sont de 36,38 % et 49,10 % respectivement chez Hedysarum
flexuosum et Hedysarum coronarium.

I11-4-Corrélation entre protéines solubles et proline libre :

Une corrélation négative a été obtenue chez les deux especes du Sulla entre 1’évolution des
teneurs en protéines solubles et celles de la proline en fonction des teneurs en sel. Cette
corrélation négative suggere que la proline provient en partie de la dégradation des protéines
riche en proline. La corrélation a été établie en considérant les valeurs individuelles (trois par
traitement) des protéines solubles et proline. La corrélation est obtenue au seuil de
signification Alpha=0,050 avec le test de corrélation de Spearman.
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Figure n°24 : Corrélation entre teneur des feuilles Figure n°25 : Corrélation entre teneur des feuilles
en protéines solubles et leur contenu en proline  en protéines solubles et leur contenu en proline

de Hedysarum flexuosum L. de Hedysarum coronarium L

I11-5-Discussion :

Les résultats de notre expérimentation montrent une augmentation dans
la teneur en sucres solubles chez les plantes de H.flexuosum et H.coronarium soumise a la
contrainte saline. Le NaCl induit des augmentations des teneurs en composés glucidiques
proportionnellement aux doses chimiques appliquées.

Les résultats de 1’accumulation des sucres solubles corroborent les
travaux de plusieurs auteurs sur d’autres especes (Ait saidi et Belkessa, 2012 ; Berka et
Aid 2009 ; Labo et al., 2008 ; Nedjimi et Daoud., 2006). Ceci nous laisse suggeérer
I’existence des potentialités de réponse de ces deux especes par un ajustement osmotique
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sous une contrainte saline. La capacité d’ajustement osmotique est liée a 1’aptitude a
accumuler au niveau symplasmique et de maniéres actives des substances de faible poids
moléculaire (sucre solubles, proline,...). Berka et Aid., 2009 sous stress salin I’ajustement
est si nécessaire pour la croissance des plantes dans [’environnement salin. La
séquestration des ions inorganique dans la vacuole en condition de stress salin et
I’abaissement des potentiels osmotiques induits est ajustée chez la plupart des plants pour
une accumulation des osmolyte au niveau cytoplasmique (Nedjimi et Daoud., 2013).

L’accumulation des sucres solubles est souvent tres corrélée a la
réduction de ’amidon lors d’un stress modéré (Benka., 2005). L’activité de I’amylase,
d’amidon phosphorylase, de celle du glucose phosphatase synthase et d’une diminution de
I’activité de I’invertase a été rapportée chez plusieurs glycophytes et halophytes (Lobato,
2008). Ainsi, Udomchalothorn et al., (2009) observent chez les plantes de riz soumises a
un stress une diminution de ’activité du fructose 2-6- biphosphate, conduisant a une
accumulation de saccharose et contribuant ainsi a I’augmentation de la tolérance au sel
chez certaines variétés en augmentant 1’osmolarité interne des cellules et les réserves
disponibles en carbone. Les sucres solubles agissent comme molécules de signalisation en
situation de stress (Stobart et al., 1985).

Les concentrations salines appliquées dans notre essai provoquent une
augmentation linéaire des teneurs en proline chez les deux especes. Des résultats
similaires ont été mis en évidence chez le gombo (Habib et al., 2012), le blé dur (Chorfi,
2009), le blé tendre (Hong-Bing, 2011), Pistachier de I’atlas (Benhassain et al., 2012). 1l
est établi que la proline est certainement un des osmolyte le plus répandu. Lors d'un stress
osmotique, sa biosynthése est augmentée dans les chloroplastes [84] et son accumulation
chez les plantes stressées a une fonction de protection (Székely et al., 2008), suite a la
perturbation du métabolisme des protéines (Lepengue et al., 2012).

Le processus d’accumulation de la proline dans les tissus foliaires est
considéré comme un critére d’adaptation (Szabados et A. Savoure, 2010). Elle permet aux
plantes de supporter le manque d’eau par une diminution du potentiel osmotique. La
synthése de cet acide aminé & partir du L-Glutamate est catalysée: la Al-Pyrroline-5-
carboxylate synthétase (P5C synthétase) dont la synthese est  induite par le
stress salin ( KaviKishor et al., 2005) .Chez le blé, une importante accumulation de
proline est corrélée a une diminution en pigments chlorophylliens totaux, a et b, cette
corrélation est négative pour ces deux parametres. Ces résultats suggerent 1’existence
d’une connexion vraisemblable entre les voies de biosynthése des pigments
chlorophylliens et de la proline (Tahri et al., 1998). Une compétition entre ces deux
composés sur leur précurseur commun, le glutamate, peut étre a I’origine de cette
évolution (Reddy et Veeranjaneyulu, 1991).

En plus de I’accumulation de la proline, une diminution observée de la
teneur en protéines solubles est due en premier lieu a I’inhibition de la biosynthese des
protéines (Kramer et Boyer, 1995) et comme en période de stress, avec la dégradation
protéolytique des protéines on observe une diminution des taux de protéines (Roy-
Macaulay et al., 1992). Il est pris en considération que parmi toutes les protéines qui se
trouve dans la plante, la RUBISCO (ribulose 1,5 biphosphate carboxylase oxygénase) est
la plus importante, parce qu’elle fait partie de la composition de plus de 50% des protéines
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cellulaire des feuilles, et elle constitue la plus grande réserve de nitrogéne des tissus de la

plante d’une part, d’autre part son role fondamentale dans le processus de photosynthése
(Lawor, 2002).

La diminution des teneurs en protéine solubles sous I’effet du stress salin
a été rapportée par plusieurs auteurs. Ils démontrent que cette diminution ne confére pas
nécessairement a la plante une tolérance au stress (Gheraibia et al., 2016). Par contre
I’inhibition de I’incorporation des aminoacides dans le processus de biosynthése des
protéines induit leur augmentation, spécialement la proline (Cui et al., 2015). Dans la
majorité des cas la diminution des taux de protéine est la résultante de I’augmentation de
I’activité de I’enzyme protéine hydrolase (Flowers et Yeo 1981).

La diminution de la teneur foliaire en protéines solubles sous stress salin
serait en partiec due a I’effet inhibiteur de NaCl sur la nodulation et sur la fixation
symbiotique de 1’azote (Lachhab et al., 2013). Plusieurs auteurs rapportent que
I’altération de la diffusion intra-nodulaire de 1’oxygéne et I’inhibition de I’activité
enzymatique de la glutamine synthétase (GS) et le glutamate synthase dépendante de
NADH (NADH-GOGAT) (Chaitanya et al., 2014); Soliman et al.,2014) sous la
contrainte saline sont parmi les facteurs limitant la biosynthése protéigue.

La forte accumulation de la proline dans les feuilles pourrait étre le
résultat d’une diminution de son oxydation ou/et d’une réduction de son utilisation dans
la synthese protéique. De méme une hydrolyse des protéines riches en proline et/ou une
synthese activée de cet acide aminé aboutiraient a son accumulation dans les cellules. La
corrélation négative entre 1’évolution des teneurs en protéines solubles et celles de la
proline en fonction des teneurs en sel suggere une provenance catabolique au moins dans
le cas des faibles doses de NaCl (ban khaled et al., 2003).

Les travaux de Roosen et al in (Urban et al., 2010) sur Arabidopsis
thaliana cultivée sous stress salin montrent que la proline est formée a partir de glutamate
via la pyrroline-5-carboxylase synthétase, alors qu’en I’absence de sel 1’ornithine est le
substrat préférentiel pour sa synthése. Chez Phaseolus aureus, le sel induit une inhibition
de I’activité de la proline déshydrogénase et de la proline oxydase tandis que chez Morus
alba, la pyrroline-5-carboxylase synthétase est stimulée (Fryer et al., 1998) . Une
stimulation de D’activité de cette derniére a ¢été également rapportée chez Arachi
shypogaea L. (Karuppanapandian et al. 2011), Vigna aconitifolia (Ly et al., 2014) et
Arabidopsis thaliana (Udomchalothorn et al., 2009).



Conclusion

Cette etude est menee dans le but d’estimer les effets de la contrainte saline sur les parameétres
morpho-physiologiques et les marqueurs biochimiques de deux espéces de légumineuse
fourragére Hedysarum flexuosum et Hedysarum coronarium.

Au terme de notre expérimentation, nous avons révéle une influence négative de la salinité sur
la production de la biomasse des plantes a partir de la concentration 6g/l induisant une
diminution de I’ordre de 60%.

En situation de stress salin nos deux espéeces semblent adopter la méme stratégie que plusieurs
autres glycophytes. En effet, elle diminue la surface foliaire et ce pour limiter la perte d’cau
par évapotranspiration. La croissance en longueur moyennes globale entre les deux espéces,
montre une diminution importante de la partie racinaire (50%) par rapport a la partie aérienne
ceci a permis une homéostasie morphogénétique au profit de la partie aérienne de la plante.

Par rapport aux paramétres morphologiques le test statistique révéle un comportement
similaire de nos deux especes vis-a-vis de la contrainte saline. Concernant les parametres
physiologiques au-dela d’une salinité de 6g/l, ces deux espéces montrent une altération de
I’appareil photosynthétique qui se manifeste par une chute de la teneur en pigment
chlorophyllien ainsi qu’une augmentation de la fuite d’¢lectrolytes.

L’impact de la salinité affecte significativement le métabolisme des deux especes testées.
Hydrolyse des protéines riches en proline et/ou I’induction de la néo synthése de la proline
explique en partie ’accumulation de cet acide aminé chez nos deux especes.

Nos résultats du dosage des sucres solubles révele des potentialités d’ajustement osmotique
permettant des maintenir une certaine hydratation des tissus. Cependant il semble que
I’accumulation de la proline est intense par rapport au sucres solubles et ce chez les deux
especes testée. En se basant sur les résultats des paramétres morphologiques et
physiologiques, il s’avére que les deux especes présentent la méme sensibilité a la contrainte
saline.

Afin de mieux comprendre I’origine de 1’altération de I’activité photosynthétique et de
I’intégrité membranaire nous préconisons de réaliser des dosages des ions Na* et Cl- au
niveau des différents organes de la plante et quantifier ainsi la capacité de la séquestration des
ions toxiques qui est considéré comme critére de sélection de la tolérance des plantes a la
salinité.

11 est également judicieux de prospecté 1’activité anti oxydante de certaines enzymes (SOD,
Peroxydase, Catalase,...) et sélectionné le génotype possédant des potentialités anti oxydantes
intéressantes.
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