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Introduction



-Introduction

Les stress abiotiques engendrent d’importantes pertes de production agricole a travers le
monde (Jakab et al., 2005). La salinit¢ et la sécheresse en particulier affectent
significativement le rendement des cultures des régions arides et semi-arides. A 1’échelle
mondiale, les sols salés occupent une superficie de 95 millions d’hectares (Zid et Grignon,
1991), dont 20% de terres irriguees (Flowers et Flowers, 2005) et 15% de terres cultivables
(Munns, 2002). En Algérie 3,2 millions d’hectares sont affectés par cette contrainte
(Belkhodja et Bidai, 2004).

La plus grande partie des ressources fourrageres dans notre pays provient des jacheres et des
sous-produits de la céréaliculture. La rareté des prairies dites naturelles, la qualité médiocre
des fourrages souvent tres cellulosiques, I’indisponibilité de fourrage vert pendant de longues
périodes de I’année et les contraintes climatiques influent négativement sur le rendement de
I’élevage. Il y a donc intérét & prospecter dans la diversité des espéces spontanées afin de
pallier au déficit de cette production fourragére ainsi que de repérer les potentialités
d’adaptation de ces espéces dans leurs propre environnement (Zaatout et al., 1989 ; Houmani,
1999 ; Issolah et Belloued, 2005).

Hedysarum flexuosum L., espéce communément appelée le Sulla, a fait I’objet de nombreuses
études qui ont révélé ses potentialités fourragéres et pastorales (Abdelguerfi-Berekia et al.,
1991 ; Abdelguerfi, 2002). Les travaux de Kadi et al. (2011) ont montré que cette espece
présente une valeur nutritionnelle élevée et la préconisent comme alternative a la luzerne. Ces
auteurs mentionnent la richesse du Sulla en protéines (22.5g/kg de MS), en lipides et en
minéraux. lls notent également un taux de digestibilité trés proche des autres légumineuses
fourrageres cultivées telle que la luzerne.

L’espéce H. flexuosum présente une aire de répartition relativement limitée, elle est signalée
en Algérie et au Maroc sur substrats marneux et marno-calcaires dans les régions a
pluviométrie moyenne supérieure a 550mm (Abdelguerfi-Berekia et al., 1991). La gousse
flexueuse est couverte d’aiguillons. Les graines de couleur marron, sont réniformes ou
ovoides (Abdelguerfi-Berekia et al., 1991 ; Boussaid et al., 1992 ; Ben fadhel et al., 1997).
Au sein d’une méme espece, le degré de tolérance a des conditions de stress abiotique (salin,
hydrique, thermique...) varie d’un stade biologique a 1’autre (Neffati, 1994 ; Rehmane et al.,
1997). Les travaux réalisés sur une espece proche d’H. flexuosum : Hedysarum coronarium,
ont ainsi réevélé une importante variabilité de réponses vis-a-vis des contraintes saline et
hydrique (Benjeddi, 2005 ; Dallali et al., 2012).



Les travaux de Catalan et al. (1994) ont rapporté que le degré le plus élevé de sensibilité des
plantes & la sécheresse se situe au stade de germination. La salinité peut affecter la
germination par la création d’un potentiel osmotique empéchant 1’absorption de 1’eau, ou par
les effets toxiques des ions sodium et chlore (Poliakoff-Mayber et al., 1992 ; Rejili et al.,
2006).

L’exploitation de cette diversité génotypique des especes dans le but d’identifier les caractéres
de tolérance aux contraintes environnementales constitue un défi pour la production agricole
et la valorisation des zones marginales.

La culture de Sulla a débuté vers les années 1950 en nouvelle Zélande et H. flexuosum fat
introduite par les colons frangais en Tunisie (Benjeddi, 2005 ; Issolah, 2008) ou elle constitue
une espece fourragere appréciable. En Algérie, ’espéce H. flexuosum n’a jamais fait partie
d’un essai de culture bien que plusieurs auteurs aient préconisé sa conservation, son
amélioration ainsi qu’éventuellement son introduction en tant que culture fourragére dans

notre pays.

L’inexistence d’études physiologiques sur Hedysarum flexuosum ainsi que sa régression par
les actions anthropiques (urbanisation anarchiques, fauchage fréquent avant fructification,
surpaturage...) nous ont motivé a mener cette présente étude qui se veut une contribution a la
caractérisation écophysiologique de cette espéce. Elle constitue une contribution a la
caractérisation écophysiologique de cette espece, préconisée par plusieurs auteurs qui avaient
entrepris des travaux de caractérisation écologique et morphologique (Abdelguerfi-Berekia,
1985 ; Abdelguerfi-Berekia, 1991 ; Abdelguerfi, 2002 ; Belmihoub, 2012) biochimiques et
cytogénétiques (Boussaid et al., 1992 ; Ben Fadhel et al., 2006 ; Kadi et al., 2012).

Nous avons structuré notre travail en trois parties:

- En premier, une synthése bibliographique scindée en deux chapitres. Le premier
chapitre est consacré a la salinité, ou est développés I’impact de cette contrainte sur les
plantes ainsi que les stratégies mises en jeu par ces derniéres pour tolérer ou en
attenuer les effets.

- Le deuxieéme chapitre regroupe les descriptions du matériel végétal utilisé ainsi que les
différentes expérimentations réalisees au laboratoire et sous serre. Les protocoles
détaillés des analyses et dosages sont aussi présentés.

- Enfin, dans la partie «Résultats et Discussions», les figures et les courbes sont
réalisées pour suivre la distribution graphique des paramétres relatifs a la germination

(taux de germination, temps moyen de germination, cinétique de germination) ainsi



que ceux relatifs a la phase de croissance (longueur de la tige, de la racine, surface
foliaire; teneur en chlorophylles etc...) sont interprétés et discutés.

- Une conclusion et des perspectives cloturent notre travail.



Synthese bibliographique



-Synthese bibliographique

1-La salinité du sol
Un sol est considéré salin lorsque la conductivité électrique de la solution est supérieure a

4ds/m, correspondant a 40mM de NaCl (Ashraf et al., 2008) et générant une pression
osmotique d’environ 0.2MPa (USDA. 2008). Sur les 1500 millions de terres utilisées pour
I’agriculture, 3,2 millions d’hectares (2%) sont affectés par la salinité a des degrés divers et
20% des terres irriguées sont classées salines sur un total de 230 millions d’hectares (Jyoti-

Prakash, 2015).

La salinité peut étre d’origine naturelle ou primaire constituant le type le plus répandu dans la
nature. La salinité peut aussi étre secondaire et est dans ce cas engendrée par 1’érosion. En
dehors de la salinité naturelle une proportion importante de terres agricoles cultivées est
devenue saline en raison du défrichement, de I’irrigation sans drainage efficace et de
I’utilisation d’engrais responsables de I’augmentation de la concentration des sels au niveau
de la rhizosphére et des nappes phréatiques (FAO et IPTRID, 2006). Quelle qu’en soit
I’origine, la salinité affecte la croissance des végétaux, pouvant amener les agriculteurs

jusqu’a I’abandon de terres de culture (Amezketa, 2006).

2-Le stress salin et les plantes
Les réponses des plantes & une élévation de la salinité des sols permettent de les classer en

deux différentes catégories. Les plantes dites halophytes caractérisées par une capacité a
survivre méme lorsque la concentration en sels est élevée tandis que les glycophytes sont des
plantes qui ne peuvent pas pousser sur un substrat salin et ne peuvent tolérer qu’une faible
concentration de sels en raison de leur sensibilité. La croissance de ces plantes est ainsi
affectée jusqu’a s’annuler quand les concentrations avoisinent les 200mM de NaCl (Zhu,
2007). Certaines halophytes peuvent tolérer jusqu’a 700mM de NaCl (Zhu, 2007) et sont
caractérisées par une grande diversité d’adaptation morphologique et physiologique leur

permettant de croitre et de se développer dans ces conditions

2-1-Effet de la salinité sur la germination

Les stress abiotiques peuvent réduire la germination en limitant 1’absorption de 1’eau par les
graines (Boulghalagh et al., 2006). lls affectent la mobilisation des réserves stockées ou

I’organisation et la synthése structurale des protéines dans les embryons (Hermann et al.,



2007). Ces parameétres pourraient étre secondaires aux effets toxiques des ions et/ou aux effets

osmotiques de la réduction du potentiel hydrique du milieu (Dold et Donnovau, 1999).

La réduction de la capacité germinative des graines est également due a I’impact du sel sur les
processus métaboliques qui se produisent lors de I’imbibition de la graine. En effet, la salinité
perturbe les systéemes enzymatique impliqués dans les différentes fonctions physiologiques de

la graine en germination (Khemri et al., 2004 ; Levent et al., 2008).

La sensibilité a la salinité des graines de certaines glycophytes peut étre expliquée par leur
inaptitude a enclencher les mécanismes de mobilisation des réserves de la graine en présence
du sel. La germination exige en effet, une mobilisation de réserves de nature glucidique et
protéiques chez les légumineuses. L’effet du sel peut aussi s’exercer sur le transport des
produits de I’hydrolyse des réserves vers ’embryon (Hafeez et al., 2017). Lachhab et al.
(2013) ont signalé une inhibition de 1’activité et de I’expression des protéases chez les graines

de Luzerne (Medicago sativa) sous stress salin (200mM de NaCl).

2-2-Effets de la salinité sur la croissance

Plusieurs auteurs ont montré qu’une ¢lévation de la salinité¢ dans le substrat de culture induit
une réduction de la vitesse de croissance des plantes. En effet, Mohamed et al. (1998) ont
observé une diminution significative de la biomasse, la longueur racinaire, la hauteur des
tiges, le nombre de feuilles et la surface foliaire. Un déséquilibre de 1’homéostasie
morphologique des plantes est également, souvent signalé sous salinité élevee. Des
modifications dans les proportions de croissance entre la partie racinaire et la partie aérienne
de la plante ont été ainsi relevées chez plusieurs especes végeétales, le ratio partie
racinaire/partie aérienne se trouvant augmenté (Meloni et al., 2001). La réduction de la
surface foliaire est signalée chez plusieurs espéces végétales en présence d’une salinité élevée,

sous controle d’un message hormonal véhiculé par I’ABA (Munns et Termaat, 1986).

L’effet de la salinité sur le ralentissement de la croissance s’explique d’une part, par le stress
osmotique induisant la perte de turgescence cellulaire, et d’autre part, par I’orientation des
voies métabolique carbonées et azotées vers la voie de protection, de réparation et
d’ajustement osmotique plutét que vers la production de biomasse. La salinité influe
également via un déséquilibre nutritionnel induit par I’excés d’ions Na® et CI, leurs
concentrations elevées réeduisant 1’absorption spécifique des ions essentiels pour les plantes
comme le K*, Ca™ et NO3™ (Haouala, et al., 2007).



Boutelier et Hubac, (1986) et Colmer et al. (1995), ont en revanche, signalé qu’une

concentration faible de NaCl stimule la croissance racinaire du cotonnier et du blé.

2-3-Effets de la salinité sur le bilan hydrique et sur P’activité photosynthétique des

plantes

L aptitude des plantes a contrdler le potentiel hydrique et la conductivité hydraulique lors
d’un stress salin est un critére de diversité genotypique. Les plantes tolérant la salinité
réduisent la conductance hydraulique de leurs racines, ce qui limite le flux de I’eau remontant

vers les tiges réduisant ainsi 1’ouverture stomatique (Vysotskaya et al., 2010).

Les effets osmotiques de la salinité sur les plantes traduisent une baisse de la turgescence
cellulaire due a la réduction du potentiel hydrique des tissus et du milieu. Les plantes sous
stress salin perdent une importante quantité¢ d’eau de leurs tissus, ce qui affecte entre autres
les processus de croissance, de division cellulaire, 1’ouverture stomatique et I’accumulation de
I’acide abscissique (Hsiao et Xu, 2000). Les travaux de James et al. (2006) ont mis en
évidence une conductance stomatique chez le blé. Ces auteurs ont confirmé que I’efficience
du photosysteme II n’est pas affecté¢ sous conditions salines chez les génotypes tolérants
cependant, un déclin du rendement quantique du photosystéme II coincidant avec 1’élévation
du taux des ions Na* et CI" dans les feuilles et la dégradation des chlorophylles chez les
génotypes sensibles est observé. En effet, suite a la fermeture des stomates, le taux de CO,
diffusé dans les feuilles se trouve réduit, il est souvent accompagné de la réduction de
’activité de plusieurs enzymes intervenant dans le processus de photosynthese notamment la
Rubisco (Chaves et al., 2009). Ceci limite la carboxylation et par conséquent la chute du taux
d’assimilation photosynthétique. Lors d’une contrainte saline, les plantes ralentissent leurs
activités photosynthétiques ce qui induit un déséquilibre entre 1’énergie lumineuse regue et
son utilisation, a I’origine des formes réactives d’oxygéne (Tausz et al., 2004; Logan, 2005 ;
Brosché et al., 2010). Ces composés engendrent des dommages potentiels dans la

mitochondrie, le chloroplaste, les membranes et les acides nucléiques

Les études de Munns et Tester (2008), portant sur I’activité photosynthétique, ont montré une
diminution quantitative des chlorophylles dans la feuille et une réduction de 1’expansion
foliaire associée a des altérations anatomiques des feuilles (modification dans les

mensurations et 1’épaisseur des feuilles)



Les travaux de Ben Khaled et al. (2003) ont montré que la réduction de la croissance chez le
trefle s’accompagne de modification ultra structurale. lls ont mis en évidence une
désorganisation des systemes granaires et lamellaires. Hernandez et al. (1995) et Salama et al.
(1994) ont montré dans leurs travaux que cet impact anatomo-morphologique du sel sur la
feuille est dii a la production des formes réactives d’oxygenes (ROS), radicaux libres au

niveau des thylakoides et au déséquilibre des gradients ioniques dans 1’espace stromatique.

3-Mécanismes de tolérance des plantes a la salinité

Le maintien de I’homéostasie ionique constitue un défi pour les plantes dans les conditions de
forte salinité (Fig. 1). En effet la concentration élevée d’ions tels que le Na* peut perturber la
capacité des plantes & accumuler d’autres ions nécessaires pour le développement (K", Fe®,
Mg™™, Ca'™). La capacité de réduction des taux des ions sodium dans les tiges et le maintien
de I’homéostasie de répartition des ions K* est une composante clé dans la tolérance a la
salinité de plusieurs especes (céréales). Chez les espéces pérennes les ions CI” accumulés au
niveau des tiges sont inhibiteurs de la photosynthése. Cependant, le Na* d’aprés Flowers et

Yeo (1986) est accumulé préférentiellement au niveau des racines et des tiges.
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Fig. 1 : Mécanismes de régulation de la tolérance a la salinité (Cheong et Yun, 2007)




3-1-Compartimentation des ions a I’échelle de la plante entiére

Deux réponses des plantes ont été révélées vis-a-vis du Na' : les réponses «excluder» et les
réponses «includer». Les plantes dites «excluder» représentent les génotypes sensibles qui ne
peuvent pas tolérer des seuils élevés de Na* dans la cellule. Le Na* est transporté dans le
xyléme jusqu’aux feuilles, une partie étant retransmise au phloéme a destination racinaire. Les
especes sensibles accumulent donc beaucoup plus cet ion dans la racine par rapport aux
feuilles. Les plantes «includer» résistant au NaCl, accumulent le Na*dans les feuilles tout en
le séquestrant dans les vacuoles des cellules épidermiques ou dans les limbes &gés
(Djabnoune, 2008).

3-2-Compartimentation subcellulaire et accumulation sélective de Na*

Face a une élévation de la concentration des ions Na™ les espéces tolérantes entreprennent une
voie métabolique permettant d’une part, de limiter I’entrée et d’autre part de réduire la toxicité
de cet ion sur le compartiment cytoplasmique, via la ré-excrétion vers le milieu extérieur ou

par séquestration dans la vacuole.

La compartimentation de Na* dans la vacuole est essentielle pour induire la tolérance a la
salinité (Apse et al., 1999; Zhang et Blum, 2001). L’influx de Na" vers la vacuole (Fig. 1), se
fait selon Blumwald (2000), par le biais des ions vacuolaire Na* /H" et le gradient de H*
généré par des protéines H'-ATPase et H'-APPase (Pyrophosphatase). Staal et al. (1991)
signalent une augmentation de 1’activité de 1’échangeur vacuolaire Na*/H" dans les racines
durant le stress salin, plus forte chez I’espéce tolérante Plantago maritima comparativement a
I’espéce sensible P. media. Ces échangeurs sont impliqués dans 1’adaptation des plantes a la
salinité. La surexpression constitutive d’un transporteur tonoplastique de Na® AtNHXI,
améliore la capacité de stockage de Na* dans la vacuole et augmente la tolérance a la salinité
chez plusieurs especes végétales (Apse et al., 1999; Zhang et Blum, 2001). De plus, des
mécanismes de controle a une échelle plus large contribuent & limiter I’effet des ions Na* sur

les parenchymes assimilateurs (Djabnoune, 2008).

3-3-Effet de la salinité sur I’homéostasie ionique dans le sme

La concentration des ions Na* est maintenue & une valeur inférieure & celle de K* dans les
cellules animales comme dans les cellules végétales (Cheesman, 2008) en raison de la toxicité

de Na" dans le cytosol en compétition avec K* (Bhandal et Malik, 1988).



L’absorption élevée du sel (NaCl) concourt avec l'absorption d'autres ions, en particulier des
ions K+, conduisant a la déficience en K'. L’augmentation de la salinité entraine
I’augmentation des niveaux de Na*, Ca**et CI” et la diminution des niveaux de K*, Mg*? et le
rapport K*/Na" (Gadallah, 1999 ; Khan et al., 1999, 2000a).

Le sodium est I’¢élément couramment utilis¢ comme ion d’accompagnement pour introduire
un anion dans un engrais ou une solution nutritive (Heller et al., 1998). Il est généralement
essentiel en tant que micro-élément chez les plantes qui possedent une voie photosynthétique
(nommée voie en C4). Ce n’est pas un macroé¢lément nutritif essentiel chez la plupart des
plantes supérieures. A forte concentration dans le sol, ce cation devient méme toxique pour la
plante. Sa toxicité dans le cytosol résulterait de son caractere «chaotropique» (du fait de sa
plus petite taille et donc du champ électrique plus fort a sa surface, par comparaison avec K,
ce qui implique probablement sa capacité a entrer en compétition avec K™ sur des protéines
importantes. Par conséquence, une forte concentration de Na* dans le cytoplasme inhiberait
I’activité de nombreux enzymes et protéines, entrainant des dysfonctionnements de la cellule.
Le sodium peut jouer le role d’osmoticum vacuolaire si la cellule végétale ne peut pas
substituer Na" a K* (Jabnoune, 2008).

Le potassium est présent sous forme d’ions K*, trés mobile, dissous dans les liquides
intracellulaires, notamment dans la vacuole. Il s’accumule a des concentrations jusqu’a cent

fois supérieures a celles du milieu extérieur.

Le potassium est impliqué dans des fonctions cellulaires essentielles. En plus de son rdle dans
le contrble de la polarisation €électrique de la membrane plasmique et du potentiel osmotique
intracellulaire, il est également impliqué dans le contrle de la pression de turgescence
vacuolaire (Maathuis et Amtmann, 1999; Testeret Davenport, 2003). Il joue enfin un réle dans
la régulation d’activités enzymatiques, la synthése des protéines, la photosynthése et
I’homéostasie du pH cytoplasmique, le controle des échanges gazeux par les mouvements

d’ouverture et de la fermeture des cellules de garde des stomates (Jabnoune, 2008).

Cramer et al. (1985) ont démontre qu’en présence de concentrations élevées de NaCl, les ions
Na* déplacent le Ca™ du plasmaléme des cellules ce qui entraine I’augmentation de la
perméabilité de la membrane et provoque un efflux du K'et une altération du rapport de

sélectivité K'/Na".



4-Réponses des plantes a la salinité

4-1-Modifications morphologiques et anatomiques

Des 1982, il a été montré un ajustement morphologique chez les plantes face aux conditions
salines. Chez les halophytes, la succulence des organes végétaux aériens constitue une
adaptation majeure de tolérance a la salinité (Raache et Karboussa, 2004). Sous I’effet des
sels, certaines plantes peuvent ajuster leur morphologie en diminuant les nutriments alloués
aux organes et par conséquent réduire leur croissance, raccourcir les entrenceuds des tiges et

réduire la surface foliaire pour limiter la perte d’eau par évapotranspiration (Hamza, 1982).

Des adaptations anatomiques ont aussi été révélées chez plusieurs espéces végétales lors d’un
stress salin, telles qu'une diminution du diamétre de la stéle des racines de blé et de la tige de
tomate ; le cortex devient ainsi plus développé comparativement aux conditions témoins, une
augmentation de 1’épaisseur de la cuticule et du taux de lignification de quelques organes
(Raache et Karboussa, 2004 ; Ait Said et al., 2011).

4-2-Ajustement osmotique
Lors d’un stress salin, les ions Na* dans les cellules augmentent la pression osmotique des

tissus (Fig 1). Cependant, au-dela d’un certain seuil, notamment chez les espéces glycophytes,
ces ions manifestent des effets toxiques sur le compartiment cytoplasmique. Les plantes
accumulent de ce fait des composés organiques, principalement azotés et/ou carbonés tels que
la proline, la glycine Bétaine, les polyols ou les sucres solubles. Ils protegent les plantes
contre le stress salin grace a 1’ajustement osmotique des cellules, a la détoxification des
radicaux libres et des dérivés réactifs d’oxygene et a la protection et la stabilisation des

structures des protéines et des enzymes (Ashraff et Foodad, 2007).

Les travaux de Ashraff et Foodad (2007) ont révélé qu’un apport externe de proline améliore
’activité de plusieurs enzymes antioxydantes, I’intensité photosynthétique, la croissance et le
statut hydrique chez Olea europea et Nicotiana tabacum soumises a la salinité. Silva-Ortiga et
al. (2008) ont montré que I’accumulation de la proline peut atteindre de fortes concentrations
sans exercer d’effets toxiques. Ce méme auteur a constaté chez les plantules d’Opuntia
streptacantha soumises a une dose de salinité de 150mM NaCl durant une vingtaine de jours
une augmentation de ’intensité de synthése de I’ABA ce qui a induit une augmentation de

I’expression du gene codant pour la P5CS responsable de la synthése de delta 1_ pyrroline
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_5_carboxylate synthase, une enzyme régulatrice clé impliquée dans la biosynthese de la
proline.

En plus du roéle osmotique attribué a la proline, celle-ci intervient dans la détoxication des
formes actives d’oxygéne (Kocsy et al., 2005) et la stabilisation des protéines (Ashraf et
Foolad, 2007), protégerait 1’intégrité de la membrane plasmique (Mansour, 1998) et con-
stituerait une source de carbone et d’azote (Sairam et Tyagi, 2004). Selon Hare et Cress
(1997), la proline maintient le rapport NAD*/NADPH compatible avec le métabolisme
cellulaire et agirait sur le potentiel redox de la cellule ainsi que les processus de signalisation
associés au stress salin,

Les polyols sont des composés constitués de plusieurs fonctions hydroxyls fonctionnelles tel
que Ise Mannitol. Ils jouent un role majeur dans la protection et/ou la stabilisation des
enzymes et des structures membranaires sensibles a la déshydratation ainsi qu’aux dommages
induits par les ions toxiques. Une accumulation de polyols comme le galactinol chez
Arabidiopsis thaliana en réponse au stress hydrique (Taji et al., 2004), ou de mannitol chez le
céleri face aux taux elevés de NaCl est signalée (Noiraud et al., 2001).

Les sucres solubles sont eux, accumulés au niveau cellulaire lors d’un stress abiotique. La
biosyntheése est corrélée positivement avec I’inhibition de la glycolyse et 1’hydrolyse de
I’amidon. Le glucose est le sucre majoritairement accumulé dans les feuilles en conditions de
stress salin (Mustard et Renauld, 2004) alors que le tréhalose est considéré comme étant le
sucre le plus efficace en terme d’osmoprotection et en terme de minimum de quantité requise
pour un effet positif (Garcia et al., 1997). Ce dernier protége les membranes et les protéines
dans les cellules exposées au stress salin et hydrique (Noirand et al., 2001). L’accumulation
de saccharose contribue au maintien d’une pression osmotique élevée limitant les pertes par
transpiration (Pérez-Alfocea et Larher, 1995). Le saccharose peut agir en tant que composé
soluble compatible et son accumulation peut limiter les dommages au niveau des structures
cellulaires (Peng et al., 2016). Son accumulation a de tres fortes concentrations est due a la
stimulation de I’expression du geéne codant une sucrose synthase (Kleines et al., 1999). La
surexpression de cette enzyme a été également montrée chez A. thaliana en réponse au déficit
hydrique par Déjardin et al. (1999). L’accumulation des hexoses a aussi ¢té signalé chez

plusieurs espéces telle que A. thaliana (Hummel et al., 2010).

4-3-Production d’antioxydants et régulation de I’activité antioxydante
Plusieurs auteurs ont mis en évidence une forte et positive corrélation entre la tolérance a la

salinité et I’activité des enzymes antioxydants telles que la Supéroxyde dismutase (SOD), la
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Catalase (CAT), la Gluthation péroxydase (GPX), 1’Ascorbate peroxydase (APX) et la
Gluthation réductase (GR). Lorsque, par exemple, la SOD de levure est surexprimée, elle
confére a un génotype de riz transgénique une plus grande tolérance a la salinité (Lequang,
2000). La surexpression d’une peroxydase améliore la germination des graines de tabac sous
stress osmotique (Amaya et al., 1999). Chookhampaeng et al. (2008), signalent une activité

plus intense des enzymes de GST et GPX chez la tomate sauvage (Lycopersicum esculatum).

5-Biotechnologie de la tolérance au stress salin
Plusieurs autres composes organiques contribuent aussi au renforcement de la tolérance des

plantes vis—a-vis de la contrainte saline. L’accumulation des anthocyanes est trés largement
citée par plusieurs auteurs qui ont montré que la régulation de la biosynthése de ce flavonoide

est bien corrélée a la salinité du milieu (Conklin et Barth, 2004).

L’acide ascorbique est trés impliqué dans I’activité antioxydante des cellules. Les plantes de
piment cultivées sous des conditions salines stressantes (150mM NaCl) montrent une
augmentation de ’activité des APX, ainsi que de la teneur en H,O,. Un apport externe d’acide
ascorbique réduit I’adversité du stress salin sur une panoplie d’espéces végétales. L’action de
I’acide ascorbique dans la neutralisation des dérivés réactifs d’oxygene est citée par plusieurs

auteurs (Arrigoni et De Tullio, 2000 ; Conklin et Barth, 2004 ; Khan et al., 2006;).

5-1-Effets des gibbérellines sur le renforcement de la tolérance des plantes a la salinité

Le role des gibbérellines dans I’allégement des effets des contraintes environnementales sur
plusieurs especes est trés largement décrit (Tuna et al., 2008) ; Triticum aestivum (Siddiqui et
al., 2011), Phaseolus vulgaris (Yurekli et al., 2004) ; Solanum lycopercicum (Balaguera et al.,
2009). L’apport externe de la GA3 aux plantules s’avére atténuer les effets du sel sur la

croissance de plusieurs especes telles que le sorgo, le blé, et le riz.

5-2-Effets de I’acide salicylique sur le renforcement de la tolérance des plantes a la
salinité

L’acide Salicylique (AS), une molécule végétale ayant des propriétés hormonales contribue a
I’augmentation de la tolérance des plantes au stress osmotique (Hara et al., 2012 in Miura et
Yasuomi, 2014 ; Igbal et al., 2014). Plusieurs travaux de recherche ont mis en évidence le role
de I’AS dans la protection et ’amélioration de 1’activité photosynthétique des plantes. Un
effet protecteur de la Rubisco et des chlorophylles contre la dégradation permet de maintenir

des teneurs suffisantes pour assurer I’activité photosynthétique (Shah, 2003). L apport externe
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de I’AS sur les plantes de riz soumises a la salinité renforce leur tolérance par la diminution
de I’absorption des ions toxiques et une meilleure absorption d’oligoéléments (Mn*?, Cu*,
Fe") a I’origine de la stimulation des réactions métaboliques, ce qui limiterait I'impact de la
salinité ces plantes (Shah, 2003). Chez I’orge (Munns, 2005) et le mais (Gunes et al., 2007),
I’apport de I’AS a réduit I’accumulation de Na® et a stimulé I’absorption de N, P, K, Mn, Fe,
Mg, Cu par les racines. Il y a une augmentation du taux de proline en présence de I’acide
Salicylique chez de nombreuses especes végétales (Sakhabutdinova et al., 2003 ; Shah et
Asghari, 2014). Par ailleurs, I’activité des enzymes antioxydantes (SOD, POD, CAT, APX) a
été observée chez des plantules de pomme de terre transgéniques (Chen et al., 2013) et chez le
mais (Shah et Asghari, 2012).

Au terme de cette synthése bibliographique, nous pouvons conclure que la salinité est une
contrainte majeure aussi bien dans le domaine de 1’agriculture que dans celui de
I’environnement. Des efforts de plus en plus importants sont déployés a travers des études de
facteurs moléculaires, en particulier sur I’introduction de facteurs de régulation de la tolérance
a la salinit¢ chez des génotypes d’intérét. Les recherches se focalisent ainsi sur la
surexpression des facteurs spécifiques de transcription, la caractérisation de protéines
structurant les canaux hydriques transmembranaires (Aquaporines) la surproduction
d’osmoprotectants et de protéines de transport ioniques membranaires, et enfin, la
caractérisation et I’expression de protéines chaperonnes telles que les Lea (Embryogeneseis
Abandunt Proteins) et HSP (Heat Schock Proteins) (Al-Wahaibi, 2011).

6-Présentation d’Hedysarum flexuosum

6-1-Genéralités sur le Genre Hedysarum
Le genre Hedysarum L. (1753) ou Sulla appartient a la tribu des Hédysareés Ash et Gr (1909)

et a la famille des Fabacées. 1l se compose de deux groupes d’espéces, le premier groupe
rassemble les espéces arctiques, asiatiques et alpines (X=7 chromosomes) c’est la cas
d’Hedysarum elongatum, et le second groupe (X=8 chromosomes) réunit les especes

méditerranéennes (Prosperi et al., 1995).

Les especes du genre Hedysarum poussent spontanément sur des sols variés, dans des
conditions climatiques d’une grande diversité. Environ 170 espéces ont été inventoriées, avec
une aire de répartition s’étalant sur 1I’Europe tempérée, la région méditerranéenne, 1’Ouest de
I’Asie, la Sibérie et ’Amérique du Nord en allant de 1’Arizona jusqu’au Canada et aux

régions Arctiques (Isollah 2008 ; Abdelguerfi-Berrekia et al., 1989).
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Le genre Hedysarum est subdivisé en deux sous-groupes d’espéces qui se distinguent par leur
morphologie, les régimes de reproduction, les caractéres du caryotype et les origines
géographiques. En Afrique du Nord, Hedysarum renferme 10 espéces dont plusieurs sont
endémiques. La Tunisie et le Maroc comprennent chacune six espéces (Battandier et Trabut
1902 ; Jahandiez et Maire 1932 in Abdelguerfi, 2002). L’ Algérie a, a elle seule, neuf espéces
dont H. naudinianum Coss. et H. perrauderianum Coss et Durieu espéces endémiques de
1’ Algérie, on retrouve aussi H. carnosum Desf. et H. pallidum Desf. endémiques de 1’ Afrique
du Nord (Quezel et Santa 1962).
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6-2-Position taxonomique d’Hedysarum flexuosum

La position taxonomique de Hedysarum flexuosum selon classification d'APG |1l est comme
suit :

Clade : Angiospermes
Clade : Dicotylédones vraies
Clade : Rosidées

Clade : Fabidées

Ordre : Fabales

Famille : Fabaceae

Genre : Hedysarum

Espece : flexuosum

http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=146605

6-3-Description d’Hedysarum flexuosum

Hedysarum flexuosum L. est une espece annuelle, diploide, préférentiellement allogame
(Dallali, 1987 in Prosperi et al., 1995), morphologiquement tres proche des formes cultivées
de H. coronarium. Au Maroc, «Sulla» est un nom commun & deux espéces similaires
Hedysarum coronarium L. et Hedysarum flexuosum L. (Gharzouli et al., 1986 in Issolah,
2008).

6-3-1-Le systéme aérien

Le Sulla présente un port érigé (facilitant le fauchage) et est caractérisée par une grande
diversité morphologique (longueur de la tige orthotrope, longueur des ramifications
plagiotropes, nombre moyen de folioles, précocité...). Cette plante présente également un
degré de polymorphisme enzymatique élevé selon 1’origine géographique des populations
(Algérie ou Maroc) (Ben Fadhel et al., 1997). Le Sulla se caractérise par une diversité intra-
populationnelle au sein d’'une méme aire géographique (Ben Fadhel et al., 1997), les
populations algériennes se distinguant par un port érigé une ramification intense et des feuilles

a nombre élevé de folioles.

Les feuilles, d’H. flexuosum, sont longuement pétiolées (Fig. 2a), a stipules libres
imparipennées, de 3 a 5 paires de folioles, de forme ovale (Fig. 2b), elles sont munies d’une
pilosité blanchatre sur les bords (Prosperi et al., 1995; Ben-Jeddi, 2005) et se caractérisent par

une phyllotaxie alterne distique (Ouzzane et al., 1991 in Abdelguerfi-Berrekia, et al., 1991).

15


https://fr.wikipedia.org/wiki/Clade
https://fr.wikipedia.org/wiki/Angiospermes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Clade
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dicotyl%C3%A9dones_vraies
https://fr.wikipedia.org/wiki/Clade
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rosid%C3%A9es
https://fr.wikipedia.org/wiki/Clade
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fabid%C3%A9es
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_%28biologie%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fabales
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_%28biologie%29
http://www.ville-ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=fr&id=146605

Les inflorescences sont axillaires a pédoncule en forme de grappes spiciformes, ovoides et
allongées a la fructification (Fig. 3). Les fleurs sont de petites tailles (8-12mm) par rapport a
celles de H. coronarium L., de couleur pourpre violace, pédonculées, axilées par des bractées
scarieuses et portant chacune a la base du calice deux bractéoles, contrairement au genre
Hedysarum (Meyer et al., 2008) (Fig. 4). Ces fleurs sont fréqguemment butinées par les
abeilles (Prosperi et al., 1995; BenJeddi, 2005 ; Benfadhel et al.,2006). Le calice est
campanulé, les étamines sont du type diadelph (Tutin et al., 1967 Abdelguerfi-Berrekia, et al.,
1991).

La formule florale de Hédysarum, déterminée a partir du diagramme floral (Fig. 4) selon
Meyer et al. (2008) est :

[5]S+5P+([9] + 1) E+1C

-
-

Fig. 2.Axe aérien (a) et feuilles (b) d’H.flexuosum (Medjebeur et al., 2019)
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Fig.3 : Inflorescences d’H. flexuosum (Medjebeur, 2013)

axe de la tige

sapale

petale

carpella

etamine

T = hbractée

Fig. 4. Diagramme floral du genre Hedysarum (Meyer et al., 2008)

Le fruit est une gousse flexueuse plus ou moins comprimée, de forme suborbiculaire, ronde
quadrangulaire (Fig. 5) couverte d’aiguillons (Tutin et al., 1967 in Abdelguerfi- Berrekia,
1991), constituée d’un nombre variable d’articles renfermant les graines (jusqu’a 8 articles par

gousse)

Les graines (2.5x2.5mm) sont réniformes ou ovoides, luisantes, de couleur marron ou jaunatre
a radicule fortement saillante (Prosperi et al., 1995 ; Ben Jeddi, 2005). Selon Abdelguerfi-
Berrakia (1985) le poids moyen de la gousse est de 163mg et celui d’une graine est compris

entre 5 et 17mg.
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(@) (b)

Q

(©)
Fig. 5 : Gousses (a et b) et graines (c) d’H.flexuosum (Medjebeur, et al., 2013)

6-3-2-Le systeme racinaire

Les especes du genre Hedysarum présentent une racine pivotante (Fig. 6), robuste, profonde
qui peut atteindre plus de 2m avec des racines secondaires bien développées (Lapeyronie,
1982). Les racines se caractérisent par la présence de nodosités (Lapeyronie, 1982) qui

abritent des bactéries du genre rhizobium (Rhizobium hedysareae) (Lapeyronie, 1982).
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Fig. 6 : Systéme racinaire et nodosités d’H. flexuosum (Medjebeur, 2019)

6-4-Aire de repartition

A T’état spontané, la majorité des espéces du genre Hedysarum se localisent dans les zones
méridionales de la moitié occidentale du bassin méditerranéen. Elles poussent en Algérie
orientale, Espagne Meéridionale, Italie, au Nord et au Centre du Maroc, Malte, Sicile,
Sardaigne et en Tunisie. Elles semblent méme exister en Gréce et en Egypte (Boryer et al.,
1990 in Abdelguerfi-Berrekia, 1991).

H. flexuosum L. dans le bassin méditerranéen, a une aire de répartition relativement limitée.
Elle s’étend du Sud de la péninsule ibérique a 1’Afrique du Nord. Elle est absente en Libye,
Tunisie, Egypte et en Mauritanie. Au Maroc, contrairement a 1’ Algérie ou elle est abondante,
I’espece est représentée par des populations de taille réduite couvrant 1 a 3ha chacune,
particulierement dans les régions de Tanger, Tétouan et Asilah (Abdelguerfi-Berrekia et al.,
1989).

En Algérie, Hedysarum coronarium, est localisée dans le Nord-est alors que Hedysarum
flexuosum occupe le Centre Nord de I’Algérie (Abdelguerfi-Berrekia et al., 1989). Elle
abonde sur les pentes septentrionales de 1’ Atlas Mitijien et est absente sur les hauts plateaux.

L’étendue des populations varie souvent selon 1’état de la dégradation des sites (Abdelguerfi-

Berrekia et al., 1991 ; Boussad et al., 1995 in Ben Fadhel et al., 2006).

6-5-Exigences pédoclimatiques
Hedysarum pousse a des altitudes faibles a moyennes inférieures a 600m et a une
pluviométrie supérieure a 550m, dans 1’étage bioclimatique subhumide (Prosperi et al., 1995).
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Hedysarum se rencontre sur les sols de texture trés fine a fine, genéralement pauvres en
potassium et en phosphore, a pH compris entre 6.2 et 8.1 et & conductivité électrique tres
faible & moyenne. C’est une plante fréquente sur les pentes marneuses, absente dans les sols
calcaire (Abdelguerfi Berrekia et al., 1991). Hedysarum flexuosum L. se développe sur des

terrains en pente, préférant les sols argileux et basiques (Prosperi et al., 1995).

6-6-Composition chimique d’Hedysarum flexuosum L.
Plusieurs travaux considerent Hedysarum flexuosum L. comme une source riche en protides et

fibres ainsi qu’en sels minéraux (Tab. 1). De valeur supérieure a celle de nombreuses
graminees (Caputa, 1967 ; Ben Youcef, 1972 ; Olea et Paredes, 1982 in Abdelguerfi Berrekia,
1985 ; Kadi et al., 2011). La valeur nutritive du foin d’H. flexuosum est estimée a 8.96 *
0.57MJDE/kg de MS (Mégajoules d’énergie digestible) et 71.1+8.9g DP/kg de MS (Protéines
digestibles), ce qui permet de le considérer comme bon et équilibré pour les lapins en
remplacement de la luzerne (Kadi et al., 2011).

Tableau 1 : Composition chimique du foin du Sulla (H. flexuosum L.) (Kadi et al., 2011).

Parameétres Foin de Sulla (g/kg de matiere brute) (%) de matiére seche
Matiére seche 885 88.5
Cendre 125 14.12
Protéines brutes 147 16.61
(Nx6.25)

6-7-Importance d’H. flexuosum

6-7-1-Intéréts agronomiques

Les légumineuses fourragéres sont une source importante de protéines, leur valeur nutritive
est supérieure a celle des graminées. Les performances agronomiques du Sulla sont bien
établies : les populations naturelles, a port érigé, sont souvent bien adaptées aux fauchages et
assurent un paturage abondant de qualité (Abdelguerfi-Berrekia et al., 1991). Le Sulla peut en
effet atteindre un rendement de 10 tonnes de MS/ha en situation optimale d’humidité et de
température (Piccioni, 1965 et Cordoda, in Belmihoub, 2012).

En Algérie, H. flexuosum produit a 1’état spontané, 50 tonnes de matiere verte par hectare est

similaire a celui sous conditions australiennes de 9.5t MS/ha (De Koning et al., 2003).

20




Le Sulla est trés appréciée des animaux car il est doté d’un important coefficient de
digestibilité. En effet, malgré le diametre important de ses tiges bien supérieur a celui de la
luzerne, le foin du Sulla est moins riche en cellulose brute (Piccioni, 1965 in Belmihoub,
2012). Le Sulla est utilisé et apprécié dans I'alimentation des moutons (Molle et al., 2003 in
Ben Jeddi, 2005), des chévres (Bonanno et al., 2007 in Kadi, 2012) des vaches (Ramirez-
Restrepo et Barry, 2005) et des lapins Cucchiara (1989). Le fourrage constitué de 35% de
Sulla permet de remplacer la luzerne déshydratée assurant ainsi un régime d'engraissement de
lapin, avec de meilleures performances (Kadi et al., 2012). Par ailleurs, le Sulla permet de
réaliser de bonnes performances de production laitiere des brebis. Il améliore aussi le poids
des carcasses et le rendement a 1’abattage pour les petits ruminants grace a son contenu élevé
en matiére seche (Sitz et al., 2006 ; Bonnano et al., 2010 in Belmihoub, 2012).

6-7-2-Intéréts écologiques

Le Sulla a un réle important dans I’amélioration et la fertilité des sols par la fixation de 1’azote
atmosphérique via les bactéries du genre Rhizobium, ce qui fait de cette espéce un excellent
précédant cultural pour les céréales et contribue également a I’amélioration de la fertilité
organo-chimique du sol (Gounot, 1958 ; Trifi et al., 2002 in Slim et Ben Jeddi, 2011).

Cette espéce est aussi appréciée dans les régions du nord, du Maroc et de la Nouvelle
Zélande, pour son utilité établie dans la protection des sols contre 1’érosion et pour la
valorisation des régions dégradées, particulierement, dans les zones arides et semi-arides
(Douglas, 1998 ; Hannachi et al., 2004 in Sebihi, 2008 ; Elboutahiri, 2010 ; Ben Jeddi, 2005).

En apiculture, le Sulla est considéré comme une plante mellifere appréciée par les abeilles
(Frame, 2000 ; Hannachi-Salhi, 2004, in Gharzouli, 2006 ; Niar, 2014). Les travaux de Niar
(2014) ont ainsi mis en évidence une dominance du pollen de Sulla (50%) associé a d’autres

especes melliféres (Eucalyptus, Thymus et Citrus) dans les miels Algériens.

6-7-3-Intéréts thérapeutiques

Les travaux de Niezen et al. (2002), ont montré la présence de tanins condensés (CTS) dans le
Sulla qui réduit les infections gastro-intestinales, chez les bovins et les caprins car ils
dégradent les protéines dans le rumen. Ces travaux ont mis en évidence, I’action
antiparasitaire du Sulla, grace a I’effet anthelminthique de ses tanins condensés accumulés

dans les feuilles.
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Materiel et Méthodes



-Matériel et Méthodes

Notre travail regroupe quatre expérimentations :

-La premiére expérimentation (Medjebeur et al., 2018 : voir Annexe) porte sur I’effet de la
salinité et du stress hydrique simulé par le PEG sur la germination des graines d’Hedysarum
flexuosum, récoltées a la région de Ouadhias dans la wilaya de Tizi-Ouzou (Tabl. 2)

-La deuxieme expérimentation concerne 1’influence de phytohormones et d’un composé
antioxydant, 1’acide ascorbique, sur la germination des graines d’Hedysarum flexuosum,
récoltées a la station de Ouadhias.

-La troisiéme expérimentation a pour but I’é¢tude de la réponse a la contrainte saline de
plantules de H. flexuosum de quatre provenances (Ouadhias, Azeffoun, Hasnaoua et Naciria)
(Tab.2).

-La quatriéme expérimentation consiste en un essai de culture en pot des plants de H.

flexuosum de la région de Hasnaoua, sous serres soumises a une contrainte saline.

1-Matériel végétal

Les gousses d’Hedysarum flexuosum utilisées ont été collectées a maturité sur pieds, sur des
parcelles non cultivées d’une superficie d’environ 1000m?. Les récoltes ont été réalisées de la
mi-juin jusqu’au début du mois de juillet.

Au laboratoire, nous avons procédé a un tri manuel afin d’éliminer les gousses vides ou celles

tachetées. Tous les échantillons sont conservés dans des sacs en papier a 4°C.

2-Preparation des graines

Les gousses sont écossées manuellement, au laboratoire, pour extraire les graines. Les graines
percées ou visiblement infectées par les champignons, bruches ou de taille inférieure a la

moyenne sont enlevées du lot testé.

2-1-Test de viabilité des graines

Nous avons utilisé le test densimétrique afin de tester la viabilité de chaque graine. Ce dernier
consiste a mettre chaque lot de graines 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 mortes et sont ainsi enlevées du lot (Come, 1970).
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2-2-Scarification et désinfection des graines utilisées dans les différents essais

Afin d’éviter d’éventuelles inhibitions tégumentaires (Céme, 1970), nous avons realise une
scarification mécanique en frottant légérement les graines destinées a étre semies
(expérimentation 3 et 4), entre deux feuilles de papier abrasif. Elles sont ensuite, traitées a
I’hypochlorite de sodium 5% pendant 5 minutes, puis rincées abondamment a 1’eau distillée

avant la mise en germination.

3-Etude de I’impact des stress salin et hydrique simulé par le PEG sur la germination
des graines d’H. flexuosum

Les graines ont subi les différentes étapes énumérées precédemment. Nous avons utilisé pour
chaque stress (salin et hydrique), 100 graines réparties sur 5 boites de Petri (ou répétions).
Nous avons placé 20 graines dans chaque boite de Petri de 90mm de diametre et tapissées de
2 couches de papier filtre Whatman n°1.

-Pour le stress salin, nous avons étudié 1’effet de 6 concentrations de NaCl (2, 4, 6, 8, et
10g/l), a raison de 5 répetitions (boites) par concentration, ce qui fait au total 30 boites (5
répétitions x 6 concentrations de NaCl). Les boites sont arrosées avec le méme volume de
solution de NaCl (6ml), alors que les boites témoins regoivent 6ml d’cau distillée.

-Pour le stress osmotique, il a été appliqué par le biais de quatre concentrations de PEG-6000
correspondant aux quatre pressions osmotiques suivantes (-1, -3, -7, et -9.25bars) (Michel et
Kofman, 1973), ce qui donne un total de 25 boites de Petri (5 répétitions x 5 concentrations
de PEG, témoin inclus). Chaque boite recoit le méme volume de solution de PEG (6ml) et les
boites des graines témoins sont arrosées avec 6ml d’eau distillée chacune.

Toutes les boites sont placées dans un germoir a 20°C (x2°C). Le nombre de graines germées
est noté quotidiennement pendant une période de 10 jours. La graine est considérée germée
dés I’observation d’une radicule de Smm de longueur (Coéme, 1970 ; Akman, 2009). A la fin
de cette expérience, nous avons déterminé le taux de germination (TG) et le temps moyen de

germination (TMG).

4-Etude de ’impact de prétraitements par des phytohormones et I’acide ascorbique sur
la reponse des graines au stress salin

L’influence des phytohormones sur la réponse des graines d’H. flexuosum au stress salin, a été
étudiée, en immergeant les graines pendant 48 heures dans des solutions d’acide gibbérellique
(GA3) d’acide salicylique ou d’acide ascorbique (antioxydant).

Deux concentrations ont été testées 1 et 1.5mM pour le GA3, une concentration 1.5mM pour

I’acide salicylique, et deux concentrations 20 et 60mM pour ’acide ascorbique. Les graines
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sont ensuite séchées pendant 24h a température ambiante (Dallali et al. 2012). Le nombre de
graines par boites est de 20 aussi bien pour le témoin que pour les traitées.

Le suivi de la germination a été realisé sur une période de 10 jours, le comptage des graines
germeées a été effectué quotidiennement. A la fin de cette expérience, nous avons déterminé, le
taux de germination (TG), le temps moyen de germination (TMG), les longueurs de la tige et

de la racine ainsi que la biomasse fraiche des plantules.

5-Détermination des parametres de germination

5-1-Taux de germination (TG)

Le taux de germination ou TG est exprimé par le rapport du nombre de graines germées (n)
sur le nombre total de graines testées (N) rapporté a 100% (Céme, 1970).

n
TG = N X100

5-2-Temps moyen de germination (TMG)
Le TMG correspond au temps mis par les semences pour germer (Come, 1970). Il est calculé

selon la formule suivante :

_ (N1T1 + N2T2 + ---+ NnTn)

TMG
(N1 + N2 + - Nn

N; : nombre de graines germées au temps T,

Ny : nombre de graines germées entre le temps T, et le temps T,

T : nombre total de jours d’observation.

5-3-Cinétique de germination

La cinétique de germination des graines permet, d’appréhender la signification du
comportement germinatif des écotypes étudiés et I’ensemble des événements depuis
I’absorption de 1’eau par la graine, jusqu’a 1’¢longation de 1’axe embryonnaire et I’émergence

de la radicule a travers les téguments (Come, 1970).

6-Effets du stress salin sur la croissance et la physiologie des plantes d’H flexuosum

Nous avons étudié 1’effet de trois concentrations de NaCl (3, 6 et 9g/1) sur des parametres éco-

physiologiques de plantes d’H.flexuosum L.
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Nous avons disposé 5 graines par pot (volume du pot : 1litre), dans un substrat constitué d’un
mélange de 1/3 de terreau horticole, 1/3 de terre d’origine (site ou pousse spontanémént le
sulla) et 1/3 de sable lavé et stérilisé. A la levée nous n’avons gardé que 4 plantules
homogeénes par pot aprés éclaircissage. La fréquence de 1’arrosage est fixée a 3 fois par
semaine a raison de 10ml /pot avec une solution nutritive de Wacquant, (1974) citée par
Taffouo et al. (2009). Cette derniére est constituee de 0.4mM de KNOs. 1ImM de KH;POy;
0.4mM de MgSO, Nous avons ajouté a cette solution 3, 6 ou 9 g/l de NaCl. Les plants
témoins ont €té arrosés avec la solution nutritive sans ajout de NaCl. L’expérimentation a eu
lieu dans une serre (Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques
UMMTO) (Fig. 7). Notre dispositif expérimental est réparti comme suit : 4 doses de NaCl x
40 plantes par dose, soit un total de 160 plantes.

Aprés 2 mois de culture, des paramétres morphologiques (longueurs et masses des organes,
volume racinaire, nombre de feuilles par plante, surface foliaire), physiologiques (RWC,
intégrité membranaire) et biochimiques (teneur en sucres solubles totaux, en proline, en

protéines solubles, en chlorophylles totales) ont été mesurés chez les plantes témoins et les

plantes stressées.

Fig. 7 : Dispositif expérimental en serre

7-Etude de I’influence de la provenance sur la réponse des plantules d’H. flexuosum au
stress salin

Cette expérience a pour but de rechercher d’éventuelles variations de réponse au stress salin

de plantules d’H. flexuosum de quatre provenances (Tab. 2) : Azeffoun, Hasnaoua, Naciria et
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Ouadhias. Ces quatre stations sont toutes situées dans 1’étage bioclimatique subhumide

(Meddour, 2010, modifié).

Tableau 2 : Coordonnées géographiques des différentes stations

Ouadhias Azeffoun Hasnaoua Naciria

(Tizi-Ouzou) (Tizi-Ouzou) (Tizi-Ouzou) (Boumerdes)

Latitude 36°33°0°N 36°5345.95 N 36°43°0°°N 36°44°51°N
Longitude 4°5°0"’E 4°25°13.32°E 4°3°0E 3°49°44”°E
Altitude 488m 25m 100m 280m

Les essais sont réalisés dans des barquettes en plastiques. Le substrat est composé de 2/3 de
terreau et 1/3 de sable. Chaque barquette est constituée de 32 alvéoles (8 x 4), d’un volume de
200ml. Nous avons semé 6 graines par alvéole. A la levée nous n’avons gardé que 4 plantules
homogeénes apres éclaircissage dans chaque alvéole.

Dés I’apparition de la premiere feuille, nous avons procédé a 1’application du stress salin. Ce
dernier a été appliqué par des concentrations progressives durant une semaine afin ne pas
créer de choc osmotique aux plantules en post germination. La solution saline est constituée
de 0.4mM de KNO3. 1ImM de KH,POy; 0.4mM de MgSQO, additionnée a une concentration de
NaCl (3, 6 ou 9 g/l). La fréquence de I’arrosage est fixée a 3 fois par semaine a raison de 10ml
par alvéole. Notre dispositif est réparti comme suit : 4 doses x 4 provenances d’Hedysarum x

32 répétitions par traitement. Un total de 512 plantules a été suivi.

7-1-Détermination des parametres de croissance
Pour évaluer I’effet de la salinité sur la croissance des plantules d’H. flexuosum, nous avons

mesuré les parametres morphologiques suivant, aprés deux mois de culture en serre pour

chaque concentration :

7-1-1-Comptage du nombre de feuilles

Le comptage du nombre moyen de feuilles par plant est effectué a la fin de la culture (apres
deux mois) correspondant a la phase de pres floraison. Pour ce faire, un lot homogene de 32

plants pour chaque concentration a été choisi pour compter le nombre de feuilles par plant.

24




7-1-2-Mesure de la croissance en longueur

Les plantes au nombre de 12, pour chaque traitement, récoltées a la fin de I’expérimentation
sont séparées en partie racinaire et partie caulinaire. Les racines sont lavées soigneusement a
I’eau puis séchées rapidement avec du papier absorbant. Les longueurs des parties aériennes
et racinaires sont mesurées a 1’aide d’une régle graduée. Les valeurs obtenues constituent la
moyenne de 12 répétitions/espece/traitement. Le rapport (R/PA) de la longueur des racines sur
celles des parties aériennes a été estimé. La biomasse aérienne et racinaire a été estimée par
des pesées de matiére fraiche et séche, aprés 48h a 1’étuve a 80°C jusqu’a obtention d’un
poids constant.

7-1-3-Mesure du volume racinaire

Cette mesure consiste a plonger dans un volume d’eau (V1) des racines, on obtient alors un
nouveau volume (V2), le volume racinaire V est obtenu par la différence des deux volumes
selon la formule :

V=V2-V1

7-1-4-Mesure de la surface foliaire
Pour mesurer la surface foliaire, nous avons utilisé le logiciel : Mesurim pro. 30 feuilles par

traitement sont utilisées. La méthode de mesure consiste a scanner les feuilles puis a passer

les différentes images obtenues au logiciel Mesurim pro.

7-2-Détermination des parametres physiologiques

7-2-1-Teneur relative en eau (RWC)

Pour mesurer la TRE (RWC), nous avons prélevé 3 feuilles au hasard par plante. Ce
prélevement a été réalisé sur un échantillon de 8 plantes par traitement. Les feuilles sont
rapidement pesées pour avoir le poids frais (PF) puis sont immergées dans 10ml d’eau
distillée. Les échantillons sont mis au frais pendant 24heures pour permettre leur compléte
hydratation. Apres hydratation, les feuilles sont pesées pour 1’obtention du poids en
turgescence (poids a saturation : PT). Elles sont placées dans une étuve a 70°C pendant
72heures pour obtenir le poids sec (PS). La teneur relative en eau est determinée selon la
formule de Barrs et Weatherley (1962) cité par Teulat et al. (1997) :

RWC (%) = [(PF-PS) / (PT-PS)] x 100
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7-2-2-Détermination du taux de Fuite d’électrolytes
La stabilité de la membrane plasmique peut étre évaluée par la mesure du pourcentage de

dommages cellulaires (% Dom) engendré a la membrane par un choc thermique, déterminé
selon la méthode décrite par lbrahim et Quick (2001). Pour ce faire, les feuilles les plus
développées sont rincées a 1’eau puis découpées en portions de 1cm de long et placées dans
10ml d’eau distillée dans des tubes hermétiquement fermés. La conductance des solutions
(T1) contenues dans les tubes, laissées a température ambiante est determinée apres 60min.
Les échantillons sont ensuite mis & 100°C pendant lheure puis conservés a 4°C pour une
deuxieme lecture au conductimeétre (en p siemens) apres refroidissement (T2).
Dom (%) = (T1/T2) x 100

7-3-Détermination des parameétres biochimiques
Les différents paramétres biochimiques évalués ont été déterminés a la fin des tests (deux

mois apres culture) sur des feuilles prélevées a partir de 8 plantules.

7-3-1-Dosages des sucres solubles totaux

L’extraction des sucres a été réalisée selon la méthode de Cerning-Berorard(1975), a partir de
poudre foliaire séche broyée dans 10ml d’éthanol (80%). Chaque extraction a été réalisée sur
3 répetitions. Apres centrifugation (4000tours/min pendant 10min) et agitation, le surnageant
est récupéré. Une 2eme extraction est réalisée avec de 1’éthanol, suivie d’une centrifugation
(3000tours/min pendant 10min). L’extrait total est ajusté & 50ml avec de 1’eau distillée. Le
dosage est réalisé sur 1ml d’extrait associé a 2ml de réactif a I’ Anthrone mis a 100°C pendant
7min. Une lecture au spectrophotometre (Shimadzu UV.101.02), a 630nm est ensuite réalisée.
Les teneurs en sucres solubles des échantillons (en mg.g™ de MVS), sont déterminées en

utilisant une courbe étalon réalisée a partir d’une solution mere de glucose (100pg/ml).

7-3-2-Dosages des chlorophylles totales

Les feuilles de 8 plantules d 'Hedysarum, testées sont prélevées a la fin de I’expérimentation
et placées dans de I’acétone a 80%. Chaque mesure a été répétée 3 fois. L’ensemble est broyé
en résidus trés fins & I’aide d’un polytron, puis centrifugé 10min & 3000 tours mn™. Les
surnageant sont stockes a -4°C alors que les culots sont repris dans de ’acétone (80%),
mélangeés, puis centrifugés a nouveau dans les mémes conditions que précédemment. La
détermination des teneurs en chlorophylles totales est réalisée a partir d’extraits de surnageant
ajustés a 10ml avec de I’acétone a 80%. a une densité optique de 652nm (Bruinsma, 1961 in

Hanana et al., 2014), selon la formule suivante:
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ChI.T (mg.g-1) =Vol. extrait acétone (ml) x Vol lecture x DO lecturex 10

Poids de matiéres fraiches des feuilles (mg)

7-3-3-Dosage de la Proline
Le dosage de la proline selon Troll et Lindsley (1955) repris par Magné et Larher (1992) a été

réalisé a partir de feuilles seches (100mg), mélangée a du méthanol (40%) et portée a 85°C
pendant 60min. A 1ml de I’extrait sont ajoutés, 1ml d’acide acétique et 1ml de réactif a la
Ninhydrine. L’ensemble est porté a ébullition pendant 30min. Aprés refroidissement 5ml de
toluéne sont ajoutés : deux phases se forment. Un extrait est prélevé a partir de la phase
supérieure et additionné a du Na,SO4. Les densités optiques sont lues a 528nm puis les
quantités de proline sont déterminées a 1’aide d’une courbe étalon réalisée a partir d’une

solution mére de proline de 1mgl™.

7-3-4-Dosage des protéines hydrosolubles
Le dosage des protéines se fait selon la technique de Bradford (1976). L’extraction a froid, est

réalisée a partir de 0.5g de matiere fraiche dans 10ml de tampon phosphate (0.06M pH7). Une
centrifugation a 8000 tours/min pendant 15min est appliquée puis le surnageant contenant les
protéines solubles est récupéré. Les extraits de 200ul chacun sont ajustés a 2ml avec le réactif
de Bradford au bleu de Coomassie. L’absorbance est lue a 595nm. Les quantités de protéines
(mg.g* de MVF) sont déterminées a I’aide d’une courbe étalon d’une solution de Serum

Bovin ou BSA, (solution mére de 0.1mg/ml).

8-Analyse statistique
Les résultats obtenus sont soumis a une analyse de variance en utilisant le logiciel stat box

version 6. L’analyse est complétée par le test de Newman-Keuls au seuil d’erreur de 5%

quand les différences sont significatives
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Reésultats



-Résultats

1-Effets de la salinité et du stress hydrique sur la germination des graines d’H.
flexuosum (Medjebeur et al., 2018 : voir Annexe)

1-1-Effet de la salinité sur la capacité germinative d’H. flexuosum

1-1-1-Effet sur le Taux de Germination (TG)

Le tableau 3 et la figure 8 montrent les résultats de TG des graines de H. flexuosum en
réponse a 1’augmentation de la concentration de NaCl du milieu d’imbibition. Nous observons
des diminutions de valeurs de TG a mesure que la concentration en NaCl augmente dans le
milieu. Nos résultats montrent que les variations du TG en fonction des concentrations de
NaCl est trés hautement significative (P<0.001).

Le taux de réduction de la capacité germinative est d’autant plus élevé que la pression
osmotique est plus forte (Fig. 1). A partir de 2g/l de NaCl, I’influence de la salinité est
significative (p<0.001) avec un TG de 74% correspondant a un taux de réduction 18.68%. Le
TG continue a baisser jusqu'a atteindre une valeur minimale de 6% enregistrée sous la plus
forte dose de NaCl testée (10g/l). (Fig. 8)
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Fig. 8 : Effet du stress salin sur le taux de germination des graines d’H. flexuosum
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1-1-2-Effet sur le TMG

Le TMG chez les graines témoins est de 2.37 jours. Il s’allonge jusqu’a 8 jours avec la dose
de 10g/l de NaCl (Fig. 9). L’analyse de la variance du facteur TMG de H. flexuosum montre

qu’il augmente significativement (p<0.001) avec 1’élévation de la salinité (Tab. 3 et Fig. 9).
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Fig. 9 : Effet du stress salin sur le TMG des graines d’H. flexuosum

Tableau 3 : Les TG et TMG d’H. flexuosum sous stress salin

Concentrations TG Similarité TMG Similarité
NaCl (g/l) (%) statistique (Jours) statistique
TG TMG

0 91 a 2.37 d

2 74 b 4.00 c

4 52 c 5.83 b

6 32 d 5.79 b

8 20 e 5.56 b

10 3 f 8.00 a
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1-1-3-Effet sur cinétique de germination

La courbe illustrant la cinétique de germination des graines de H. flexuosum témoins et sous
I’effet des concentrations croissantes de NaCl montre trois phases différentes (Fig. 10) :

-Une premiére phase de latence, caractérisée par le temps nécessaire pour une imbibition
adéquate des graines,

-une deuxieme phase durant laquelle la vitesse de germination augmente jusqu’a atteindre une
valeur maximale,

-et une phase constante en plateau. A partir de 13, la germination s’arréte. La valeur la plus
élevée est obtenue par les témoins (91%). Le TG diminue avec 1’augmentation du stress

jusqu’a une valeur de 20% a 8¢/l de NaCl et il s’annule a 10g/1 (Fig. 10).
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Fig. 10. Effet du stress salin sur la cinétique de germination des graines d’H. flexuosum

1-2-Effet du stress osmotique sur la germination des graines d’H. flexuosum

1-2-1-Influence du stress osmotique sur le TG

Les taux de germination (TG) sous ’effet du stress osmotique sont représentés dans la figure
11. L’analyse statistique des résultats montre une différence tres hautement significative
(P<0.001) des TG soumis aux différentes concentrations de PEG (Tab. 4).

Le TG le plus eleve est enregistré chez les graines témoins (94%). Le TG diminue avec
I’augmentation de la pression osmotique du milieu d’imbibition. A une pression osmotique de

-1 bar, le TG chute a 37%, correspondant a une réduction de 60.63% par rapport au témoin.
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Sous la pression de -3bars, la réduction de la germination atteint 90.42%. La germination est
completement inhibée & -9.25bars (Fig. 11).
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Fig. 11 : Effet du stress hydrique sur le TG des graines d’H. flexuosum

Tableau 4 : Effet du stress hydrique sur le TG et le TMG d’H. flexuosum

Pression Similarité Similarité
osmotique TG (%) statistique TMG (Jours) statistique
(bars) des TG des TMG

0 94 a 2.23 d

-1 37 b 4.15 c

-3 14 c 5.12 b

-7 9 d 6.95 a

-9.25 0 e 0 e

Le TMG des graines d’H. flexuosum augmente avec la pression osmotique. En effet, les

graines témoins germent plus vite que celles traitées au PEG (Fig. 12). Elles nécessitent 2.23
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jours pour germer, alors qu’aux pressions osmotiques plus élevées (-3bars et -7bars), elles

germent apreés des temps plus longs respectivement de 5.12 et 6.95 jours (Fig 12 et Tab. 4).
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Fig. 12. Effet du stress hydrique sur le TMG des graines d’H .flexuosum

1-2-2-Effet du stress hydrique sur la cinétique de germination

Les résultats des cinétiques de germination des graines exposées a un stress hydrique
montrent sur milieu témoin des courbes avec trois phases : une courte phase de latence, phase
d’accélération de la germination et le palier correspondant a un I’arrét de la germination (Fig.
13). L’effet négatif du déficit hydrique se manifeste sur les phases de latence et exponentielle
de la germination au cours de I"une ou de ’autre phase et varie en fonction de I’intensité du
stress. Le temps de latence augmente avec I’augmentation de la pression osmotique ; en effet,
nous avons relevé 2 et 5 jours respectivement chez les graines traitées a -1 et -7bars et la

phase exponentielle s’allonge avec le stress (Fig. 13).
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Fig. 13 : Effet du stress hydrique sur la cinétique de germination des graines

d’H. flexuosum

2-Influence des phytohormones sur la tolérance d’H. flexuosum au stress salin
Les résultats décrits dans ce chapitre consistent en I’estimation du degré de contribution de

deux phytohormones (acide gibbérellique et acide salicylique) et de ’acide ascorbique au

renforcement de la tolérance a la salinité lors de la germination des graines d 'H.flexuosum.

2-1-Influence des acides gibbérellique (GA3), ascorbique et salicylique sur la réponse des
graines de H. flexuosum a la salinité

2-1-1-Influence sur le TG

Les TG, aprés douze jours de germination des graines d’H. flexuosum traitées avec différentes
concentrations de NaCl additionnées de différentes doses de gibbérelline GA3 sont illustrées
par les figures 14, 15 et 16.

Les TG des graines d’H. flexuosum diminuent en fonction de la concentration du milieu en
NaCl (Fig. 14). Concernant le traitement par des phytohormones nous observons que le TG
avec 1mM de GA3 se trouve amélioré par rapport aux témoins (graines sous salinité sans
traitement hormonal). En effet, a cette méme concentration de GA3 sous une salinité de 6g/I|
de NaCl, le pourcentage de graines germées est de 53%, taux trés significativement élevé
comparativement au cas non traité par cette phytohormone (21%). A 1,5mM de GA3, la
germination est améliorée par rapport au témoin mais demeure plus réduite par rapport au
résultat obtenu avec 1mM.
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Fig. 14 : Effet conjugué du NacCl (g/l) et de la GA3 (mM) sur le TG d’H. flexuosum

Les résultats obtenus montrent une influence significative négative de 1’acide ascorbique a 3
et 6 g/l de NaCl, plus intense & 60mMmqu’a 20mM. A 9¢g/l de NaCl, une influence positive
est enregistrée a 60 mM d’acide ascorbique seulement (mais sans atteindre les taux de TG a

39/l et méme a 6g/l de NaCl) alors que 20mM n’a eu aucun effet (Fig.15).
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Fig. 15 : Effet conjugué du NaCl (g/1) et de I’acide ascorbique (mM) sur le TG d’H.
flexuosum
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Pour le traitement a 1’acide salicylique, 1’analyse statistique des résultats a montré un effet
positif tres significatif sur I’amélioration de la germination en situation de stress. A 3g/I,
I’acide salicylique augmente significativement le taux de germination de 67% (groupe b). Le
taux de germination a tres significativement augmenté (Fig. 16), comparativement au TG sans

acide salicylique sous un stress de 99/l (groupe e).

100 -
90 -
80 -
R b
e 70 -
o
S 60 -
©
£
E 50 -
g c d d
o 40 -
o
x
3 30 - €
'—
20 -
f
10 -
T 3g/l 6g/| 9g/| 3g/l 6g/l 9g/I
1.5mM 1.5mM 1.5mM

Fig. 16. Effet conjugué du NaCl (g/l) et de I’acide Salicylique (mM) sur le TG d’H.
flexuosum

2-1-2-Influence sur le TMG

Les TMG en fonction des doses d’acides, gibbérellique, ascorbique et salicylique sont

illustrées par les figures 17, 18 et 19.

Le TMG des graines témoins s’allonge a mesure de 1’augmentation de la salinité dans le
milieu (Fig.17, 18 et 19). A titre d’exemple a 3g/l de NaCl, le TMG est de 6.31 jours, durée

allongée a 10.06 jours a la plus forte concentration de NaCl (9g/l).

Dans le cas des graines simultanément traitées aux sels et aux phytohormones, nous
remarquons une réduction du TMG sous la salinitt modérée de 6g/l. En effet, a cette
concentration nous avons relevé un TMG de 9.26 jours. Le traitement a 1mM de GA3 a

augmenté la vitesse de germination en réduisant le TMG a une durée de 4.38 jours (Fig. 17).
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Fig. 17 : Effet conjugué du NacCl (g/l) et de la GA3 (mM) sur le TMG d’H. flexuosum.

L’acide ascorbique présente aussi une influence significative sur le TMG (Fig.18). Les graines
soumises a 69/l de NaCl enregistrent un retard de germination de 7jours (groupe b). Durée qui
se trouve réduite respectivement a 5 et a 4jours avec 20 et 60mM d’acide ascorbique. Sous la
salinité de 9g/l a 60mM, le TMG enregistré a montré un retard de 8jours par rapport aux

témoins (groupe a). A cette concentration, I’acide ascorbique améliore le TMG de 30%.

12 -~ a
; I
10 -
I cde ¢ d
=8 de de e I
n e
¢ I !
o
A I
Q
2
4 -
f
) {1
O T T T T T T T T T
T 3g/l 3g/l 3g/l 6g/l 6g/l 6g/l 9g/| 9g/| 9g/I
20mM 60mM 20mM 60mM 20mM 60mM
Traitements

Fig. 18 : Effet conjugué du NaCl (g/l) et de I’acide ascorbique (mM) sur le TMG d’H.
flexuosum.

L’acide salicylique a aussi eu un effet positif sur le TMG des graines en situation de stress. En

effet, nous avons relevé un TMG de 5 jours (groupe bc) a 3g/l de NaCl. Cette valeur est
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réduite a 4jours (groupe c) avec I’amorgage a I’acide salicylique. Avec les doses plus élevées
de salinité, I’impact de cette phytohormone semble étre moins marqué (Fig.19). L’AS a, en

revanche, augmenté le TMGa 99/l de NaCl (groupe a)
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Fig. 19 : Effet conjugué du NaCl (g/l) et de I’acide Salicylique (mM) sur le TMG d’H.
flexuosum
2-1-3-Influence des acides, gibbérellique, ascorbique et salicylique sur la hauteur de la
tige d’H. flexuosum soumis au stress salin
Les hauteurs moyennes des tiges mesurées chez les plantules de Sulla sont illustrées par les
figures 20, 21 et 22.

Nous constatons une diminution de la hauteur avec I’augmentation de la concentration de
NaCl dans le milieu de culture. Les variations enregistrées par traitement a la GA3, aux deux

doses testées, ne sont pas statistiguement significatives a 3 et 99/l de NaCl (Fig.20).

A 69/l de NaCl, nos résultats montrent une hauteur de tige de 2.56cm (groupe b), celle ci est
améliorée par la GA3. En effet, ces hauteurs sont significativement plus élevées atteignant
une valeur de 3.3cm (groupe a) a 1.5mM de GA3 (Fig. 20)
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Fig. 20 : Effet conjugué du NaCl (g/l) de la GA3 (mM) sur la hauteur des tiges d’H.
flexuosum
D’apres la figure 21, aux concentrations de 3 et 6g/l1 de NaCl, I’acide ascorbique a 20mM a
diminué, d’une maniére statistiquement significative, la hauteur des tiges. Alors que cet effet

n’est pas retrouve a 9g/l de NaCl.
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Fig. 21 : Effet conjugué du NaCl (g/l) et de I’acide ascorbique (mM) sur la hauteur des

tiges d’H. flexuosum.

La figure 22 représente I’effet de 1’acide salicylique sur la croissance des plantules en
présence de NaCl a 3 et 6g/l (les plantules & 9g/l de NaCl, n’ont pas poussé). Les hauteurs des

tiges sont augmentées de 50% par le traitement hormonal a 3g/l de NaCl, elles atteignent
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méme la hauteur des plantes témoins (groupe a). Cependant, nos résultats montrent qu’a 6g/1

de NaCl, I’influence de cette phytohormone semble totalement atténuée (groupes C).
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Fig. 22 : Effet conjugué du NaCl (g/l) et de I’acide Salicylique (mM) sur la hauteur des
tiges d’H. flexuosum.

2-1-4-Influence sur la longueur de la radicule
La longueur de la radicule (Fig. 23, 24 et 25) n’est pas significativement influencée par la

salinité de 3g/l de NaCl mais elle diminue avec I’augmentation de la concentration de sel dans
le milieu ; les valeurs des plantules témoins et traitées a 3g/l de NaCl sont classées par le test

Newman-Keuls dans le méme groupe (ab).

A 39/l de NaCl, la GA3 a 1mM n’a aucun effet alors qu’elle a un effet positif a 1.5Mm sur la
croissance racinaire (groupe a). A 6g/l, la longueur de la radicule est diminuée par la GA3 a
ImM. A 9g/l de NaCl ou la croissance racinaire est fortement inhibée (1.44cm)
comparativement au témoin (6.42cm), la GA3 a amélioré cette croissance mais sans atteindre

les valeurs obtenues a 3g/l et 6g/l de NaCl sans traitement hormonal (Fig.23).
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Fig. 23 : Effet conjugué du NaCl (g/l) et de la GA3 (mM) sur la longueur de la radicule
d’H.flexuosum
Les résultats de la figure 24, montrent que 1’acide ascorbique n’exerce souvent, aucune
influence sur la croissance en longueur des radicules en conditions de stress salin. Une
diminution de la longueur a méme été enregistrée avec les traitements conjugués de 6g/l de

NaCl et de I’acide ascorbique.
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Fig. 24 : Effet conjugué du NaCl (g/l) et de I’acide Ascorbique (mM) sur la longueur des
racines d’H.flexuosum

La figure 25 montre 1’effet conjugué du NaCl et de I’acide salicylique sur la longueur de la

racine principale. Un effet positif est exercé par 1’acide salicylique a 3g/l de NaCl; la
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longueur de la racine est augmentée de 4.54cm (groupe b) a 5.38cm (groupe a) en présence de
I’acide. A 6g/1 de NaCl, I’acide n’a aucun effet.
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Fig. 25 : Effet conjugué du NaCl (g/1) et de I’acide Salicylique (mM) sur la longueur des
racines d’H. flexuosum

2-1-5-Influence sur la biomasse fraiche des plantules

L’apport de la GA3 sur la biomasse fraiche des plantules de Sulla sous contrainte saline
montre une augmentation de ce paramétre uniquement, chez les plantules traitées a la dose
élevée de GA3 a 39/l de NaCl (Fig. 26). En effet, la production de biomasse est de 103mg a
30/l de NaCl (groupe c), et augmente de 100% avec le traitement hormonal a forte dose
(groupe b). En revanche, I’acide gibbérellique n’a pas montré d’influence significative sur la

biomasse a 6 et 9g/l NaCl (Fig. 26).
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Fig. 26. Effet conjugué du NaCl (g/l) et de la GA3 (mM) sur la biomasse d’H.flexuosum.

Le stress salin exerce un effet négatif sur la biomasse du Sulla (Fig.27). La biomasse diminue
avec 1’augmentation du NaCl. Le prétraitement avec 1’acide ascorbique, aux deux doses
testées, a provoqué une augmentation de la biomasse des plantules a 6g/l mais surtout a 3g/l

de NaCl. La biomasse de 103.6mg sans acide ascorbique, augmente de 51% (156.8mg) a forte

dose de ce dernier (groupe b). Mais a 9g/l de NaCl, les valeurs ne sont pas significatives

450
400
[-T]
350
$ 300
[}
S 250
‘s
&< 200
3
@ 150
£
S 100
=]
50

C b
cd I

I de d

I de I
I I e e €
I I I

T 3g/l 3g/l 3g/l 6g/l 6g/l 6g/l 9g/I 9g/I 9g/I
20mNMM ANmMN 20mNMM ANmMN 20mNM ANMNMM

Fig. 27. Effet conjugué du NaCl (g/) et de ’acide Ascorbique (mM) sur la biomasse

Les poids frais des plantules de Sulla sous contrainte saline et traitées a 1’acide salicylique

sont représentés dans la figure 28. Le stress salin diminue la biomasse fraiche des plantules et

fraiche d’H.flexuosum.

cet effet négatif est accentué par 1’augmentation de la concentration en sel (Fig. 28).
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Les résultats obtenus montrent une influence positive trés hautement significative de 1’acide
salicylique sur la biomasse fraiche des plantules en conditions de salinité. La biomasse de
134.9mg (groupe a) enregistrée chez les plantules témoins a significativement chuté jusqu’a
une valeur de 79.04mg a 3¢/l de NaCl (groupe c) mais elle est tres, significativement
améliorée, avec un apport d’Acide Salicylique pour atteindre une valeur de 110.09mg (groupe
b). A 69/l de NaCl, la biomasse des plantules a montré une valeur de 39.8mg (groupe €) et une
valeur de 71.23mg en présence de I’acide salicylique (groupe d) soit une augmentation
d’environ 78% (Fig. 28).
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Fig.28 : Effet conjugué du NaCl (g/1) et de I’acide Salicylique (mM) sur la biomasse
fraiche d’H.flexuosum.
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3-Réponse des plantules de quatre provenances (Azeffoun, Ouadhias, Naciria et

Hasnaoua) d’H. flexuosum, a la contrainte saline

L’objectif de cette expérimentation est d’évaluer I’influence de la provenance sur la réponse
des plantules d’H. flexuosum face a la salinité durant leurs premiéres phases de croissance.
Aprés 2 mois de culture, nous avons déterminé la croissance par la mesure de parameétres
biométriques (hauteur de la tige principale et longueur de la racine, biomasse des systemes

aérien et racinaire et surface foliaire) et physiologiques (RWC et sucres solubles totaux).

3-1-Effet de la salinité sur les parametres biométriques
La figure 29 représente les plantules d’H.flexuosum, de la provenance Hasnaoua sous les

différents régimes de salinité.

-
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Fig. 29 : Les plantules d’H. flexuosum de Hasnaoua, agées de 2 mois sous contrainte
saline
3-1-1-Effet sur la hauteur de la tige

Les résultats de la hauteur moyenne des tiges des plantules d’H. flexuosum des quatre
provenances sont représentés dans la figure 30. Les hauteurs des tiges des plantules témoins et
celles traitées a 3g/l de NaCl, des quatre provenances sont les plus élevées. Nous remarquons

une diminution significative de la hauteur des tiges en réponse a 1’augmentation de la salinité
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chez les quatre populations a partir de 6g/l de NaCl ; les pourcentages de réduction calculés
sont de 40, 13, 37.2 et 27.8% pour les populations d’Azeffoun, Ouadhias, Naciria et Hasnaoua

respectivement.

A 3g/l de NaCl, les hauteurs enregistrées sont statistiquement similaires a celles des témoins
pour les quatre populations. C’est a 9g/l que nous remarquons une légere différence de
comportement entre les quatre provenances; les plants dont les graines proviennent de
Naciria sont sensibles a cette concentration (P<0.001) alors que les plants des trois autres

provenances montrent la méme croissance qu’a 6g/1 de NaCl.

Le test de Newman-Keuls au seuil de 5% fait, ainsi, ressortir trois groupes homogénes : a, b et
c. Le groupe a, représentant les valeurs de la hauteur des tiges les plus élevées, correspond
aux témoins et aux traités a 3g/l de NaCl des quatre provenances. Le groupe b, représentant
les valeurs intermédiaires, est constitué par les plants des quatre provenances a 6g/l de NaCl
et les plants d’Azeffoun, Hasnaoua et Ouadhias a 9g/l de NaCl. Le groupe ¢ est composé
seulement des plants de Naciria et Ouadhias a 99/l de NaCl (Fig. 30).
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Fig. 30 : Effet de la salinité sur la hauteur de la tige de quatre populations
d’H.flexuosum L. (Azeffoun, Hasnaoua, Naciria et Ouadhias)

3-1-2-Effet sur la longueur de la racine
L’impact de la salinité sur la croissance radiculaire des plantules des quatre provenances d’H.

flexuosum est illustré par la figure 31.
La croissance de la racine principale des plants témoins non stressés differe d’une maniére

statistiquement significative, entre les quatre provenances ; elle est plus élevée pour Azeffoun
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et plus faible pour Ouadhias (Fig. 31). Les longueurs des radicules de plantules témoins des
quatre provenances montrent des mesures allant de 6.11 a 7.77cm. Ces valeurs sont
statistiquement proches de celles obtenues avec 6 et 9g/l de NaCl. Nos résultats montrent que

la croissance racinaire est maintenue au détriment de la croissance des parties aériennes.

Les résultats montrent que le stress salin des 6g/l, influe sur la croissance en longueur des
parties aériennes de populations de Naciria et Ouadhias (p=0.0208), mais pas ou peu sur leurs
parties racinaires (p=0.57). Alors qu’en ce qui concerne les deux autres populations :
Azeffoun et Hasnaoua, le stress salin a 9g/l, a exercé un effet sur le systeme (Fig. 31). Le test
de Newman Keuls classe 4 groupes homogeénes ; le groupe a représentant les moyennes de
9.35 et 8.65cm pour le traitement 3g/l. Le groupe ab représente le témoin (7.78cm) pour la
population d’Azeffoun et Naciria a 6g/l. Le groupe b est représenté par les traitements (3 et
6g/l) ainsi que le témoin pour la population de Hasnaoua et Naciria. Le groupe c est
représenté par les plantes d’ Azeffoun et Hasnaoua a 9g/l et Ouadhias a 6 et 9 g/l.

Le parameétre longueur des radicules des plantules a présenté de Iégeres fluctuations lors du

stress salin sans atteindre un seuil statistiquement significatif (Fig.31).
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Fig. 31 : Effet de la salinité sur la longueur de la racine de 4 populations d’H. flexuosum
(Azeffoun, Hasnaoua, Naciria et Ouadhias)

3-1-3-Effet sur le rapport entre longueur de la racine sur hauteur tige principale
(LR/HT)

Les rapports longueur de la racine principale sur hauteur tige principale (LR/HT) des
plantules des quatre provenances de Sulla sont représentés dans la figure 32. Nous
remarquons que chez les plantes témoins les valeurs sont 2.39, 1.89, 2.07 et 2.24

respectivement pour Azeffoun, Hasnaoua, Naciria et Ouadhias. Ces valeurs augmentent dans
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I’ensemble pour atteindre respectivement des rapports de 3.51, 3.36, 4.96 et 4.4 a 99/l de
NaCl respectivement pour Azeffoun, Hasnaoua, Naciria et Ouadhias (Fig. 32).

Les réponses des quatre populations étudiées face au stress salin sont différentes. Le rapport
LR/HT augmente chez les plantules d’Azeffoun, de Hasnaoua et de Ouadhias a de 3g/l. Ce
rapport reste inchangé jusqu’a 9g/1 pour Azzefoun. Pour les plantules de Naciria, LR/HT
augmente a partir de 6g/1 jusqu’a 9g/1. Les plantules des Ouadhias maintiennent ce rapport
statistiquement inchangé jusqu’a 9g/1 ou sa valeur est statistiquement ¢élevée (Fig.32).
L’analyse de la variance montre une différence non significative pour la population
d’Azeffoun (p=0.073), tandis que pour les 3 autres populations la variation de ce rapport est

tres hautement significative.
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Fig. 32 : Effet de la salinité sur le rapport Longueur de la racine/Hauteur tige (LR/HT)
des 4 populations d’H. flexuosum L. (Azeffoun, Hasnaoua, Naciria et Ouadhias)

3-1-4-Influence de salinité sur la biomasse des plantules des 4 populations d’H.flexuosum
La figure 33 illustre les résultats du poids de matéres fraiches des plantules des 4 populations

de Sulla en fonction de la salinité. Nous constatons que les variations de ce parametre, face au
stress salin, entre les provenances sont statistiquement significatives montrant des degrés de
sensibilité différents. Ce sont les plantules de Hasnaoua qui sont les plus sensibles puisque
leurs biomasses diminuent a partir de 3g/l pour atteindre les valeurs les plus basses, pour ce
paramétre, a 9g/l alors que la diminution des biomasses chez les plantules d’ Azeffoun, Naciria
et Ouadhias commence a partir de 69/l (Fig.33). La biomasse moyenne est de 0.32g, cette
valeur diminuant a 9g/l de NaCl pour atteindre une moyenne de 0.17g soit un taux de
réduction avoisinant 50%.
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Le test ANOVA montre une variation tres hautement significative pour les 4 populations. Le
test de Newman-Keuls repartit les résultats en six (6) groupes homogénes. Le groupe a
représente le témoin et le traitement de 3g/l pour Azeffoun et Ouadhias. Le groupe b, le
traitement de 6g/l pour Azeffoun et Ouadhias. Les groupes c, cd et d et englobent les valeurs

les plus faibles pour les plus fortes concentrations (6 et 9g/l).
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Fig. 33. Effet de la salinité sur la biomasse fraiche de quatre provenances d’H.
flexuosum (Azeffoun, Hasnaoua, Naciria et Ouadhias)

3-1-5-Effet sur la surface foliaire

Les surfaces foliaires des plantes témoins et celles traitées avec 3g/l de NaCl sont les plus
élevées et elles ne différent pas entre les quatre provenances étudiées (groupe a) (Fig. 34).

La salinité exerce un effet négatif sur la surface foliaire a partir de 6g/l de NaCl : les surfaces
foliaires des plantules stressées sont inférieures a celle des témoins et cette réduction est
proportionnelle a ’augmentation en sel du milieu (Fig. 34). Cette variation est trés hautement
significative (p<0.001) pour tous les cas. L’analyse statistique des résultats a révelé un effet
non significatif pour les quatre populations d’ Azeffoun, Naciria Ouadhias et Hasnaoua a 3g/l.
Le taux de réduction de la surface foliaire le plus élevé est enregistré a 9g/l, chez les plantes

de Ouadhias avec un taux de 79.4% (groupe c).
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Fig. 34 : Effet de la salinité sur la surface foliaire de quatre populations d’H. flexuosum
(Azeffoun, Hasnaoua, Naciria et Ouadhias)

3-2-Influence de la salinité sur les parametres physiologiques des plantules d’H.
flexuosum L. des quatre populations (Azeffoun, Hasnaoua, Naciria, Ouadhias)

3-2-1-Influence sur la teneur relative en eau (RWC)

La figure 35 montre les variations de la teneur relative en eau (RWC), sous différentes
concentrations de NaCl, des feuilles des plantules des quatre provenances.

Les valeurs moyennes de la RWC des plantules de Sulla sont plus élevées et statistiquement
similaires chez les plantules témoins des quatre provenances (environ 75%).

La RWC a chuté avec la méme proportion pour toutes les populations d’environ 20%. La
RWC des plantules de Naciria et Ouadhias commencent a diminuer a partir de 3g/l de NaCl
alors que pour Azeffoun et Hasnaoua c’est a partir de 6g/1 que la baisse de ce paramétre est
statistiquement significative (Fig.35).

La variation est confirmée par une analyse ANOVA. Le test de Newman-Keuls classe les
valeurs moyennes de la RWC foliaire chez les quatre populations d’Hedysarum flexuosum L.
en cing groupes homogénes. Le groupe a est constitué par les valeurs des témoins et le
traitement a 3g/l de NaCl (exception pour Naciria et Ouadhias). Les valeurs de la RWC
obtenues aux concentrations de salinité intermédiaires (6g/l) et maximales (9g/I) ont tendance
a se rapprocher chez les populations d’Azeffoun, Hasnaoua et des Ouadhias, (groupes b et
bc). Alors que les valeurs Naciria sont nettement différentes : le groupe b pour traitement 6g/I

et le groupe c pour traitement 9g/I.
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Fig. 35 : Effet de la salinité sur la RWC des feuilles de quatre populations d’H.flexuosum
(Azeffoun, Hasnaoua, Naciria et Ouadhias)

3-2-2-Effet sur les taux de sucres solubles totaux

La capacité d’ajustement osmotique des plantules des quatre provenances de H. flexuosum a

été estimée par le dosage des quantités de sucres solubles dans les feuilles des plantules.

Chez les quatre provenances, les plus faibles quantités de sucres sont enregistrées chez les
témoins. Les feuilles des plantules témoins de Naciria et Ouadhias sont les plus riches en

sucres solubles (Fig. 36).

Le stress salin provoque une augmentation des teneurs en sucres chez les quatre provenances
mais les concentrations de NaCl qui provoquent cette augmentation ne sont pas identiques
chez les différentes provenances (Fig. 36, Tab.5). Le taux de sucres augmente chez les
plantules de Hasnaoua dés 3g/l de 23% puis se stabilise a partir de 6g/l. Les plantules
d’Azeffoun et Naciria montrent des augmentations des quantités de sucres a partir de 6g/l de
80% et 53% respectivement, alors que pour Ouadhias c’est a 9g/l seulement que les sucres
augmentent de 66%. A 9g/l, ce sont les plantules d’Azeffoun qui présentent les taux
d’accumulation de sucres les plus élevés (150%) alors que ceux des autres provenances sont
tres proches (65% a 66%) (Fig.36 et Tab.5).

La concentration de 3g/l semble étre insuffisante pour déclencher une augmentation
significative des sucres (bien qu’une légere augmentation ait été obtenue 10.38). Cependant, a
6g/1 de NaCl, toutes les populations, a I’exception des Ouadhias voient leurs sucres solubles
augmenter. Chez les plantules témoins le taux moyen des quatre populations des sucres

solubles est de 235.81ug/g de MS. Cette valeur augmente jusqu’a un seuil moyen de 434.38
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Mag/g de MS a 9g/l de NaCl soit une augmentation avoisinant 85%. Le test ANOVA (Tableau

8), révele une différence de moyenne hautement significative (a=5%).

Nos résultats montrent que 1’ajustement osmotique (révélé par les teneurs €levées en sucres

solubles totaux), ne se manifeste qu’a partir de 6g/l de NaCl pour Azeffoun et Naciria,

Hasnaoua en revanche, répond dés 3g/l de NaCl. Le test Newman-Keuls classe les résultats

obtenus 3 groupe homogeéne (a, b, c).
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Fig. 36 : Effet de la salinité sur la teneur des sucres solubles totaux des feuilles de quatre
populations d’Hedysarum flexuosum L. (Azeffoun, Hasnaoua, Naciria et Ouadhias)

Tableau 5 : Quantité (QS) et taux d’augmentation (TA) des sucres solubles des plants de
quatre provenances d’H. flexuosum L. (Azeffoun, Hasnaoua, Naciria et Ouadhias)
soumises a différentes concentrations de NaCl.

Azeffoun Hasnaoua Naciria Ouadhias
QS TA QS TA QS TA QS TA
(Lg/gMS) (%) (Lg/gMs) (%) (ug/gMs) (%) (Hg/gMs) (%)
Témoin 204.82 224.63 269.83 243.97
(0g/l) (© / (© / (b) / (b) /
226.08 +10.38% 277.33 +23.46% 288.93 +7.07% 274.43 +12.48%
39/l (© (b) (b) (b)
369.66 +80.48% 350.57 +56.06% 412.93 +53.03% 292.31 +19.81%
69/l (b) (@) (@) (b)
512.28 +150.12% 371.59 +65.42% 447.7 +65.84% 406.16 +66.47%
99/l (@) (@) (@) (@)
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4-Influence de la salinité sur le développement des plantules d’H. flexuosum
4-1-Effet sur les parametres de germination

4-1-1-Effet sur le nombre de feuilles

Le stress salin appliqué provoque, des 3g/l, une diminution du nombre moyen de feuilles/plant
qui est, statistiqguement significative, selon le test de Newman-Keuls. En effet, le nombre le
plus élevé de feuilles est obtenu chez les plants témoins (groupe a) et la concentration de 3g/I
de NaCl réduit ce nombre de 16% (groupe ab). A 6g/l, il diminue de 25% (groupe b) puis
reste stable & 9g/l (groupe b) (Fig.37).
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Fig. 37. Effet de la salinité sur le nombre de feuilles d’Hedysarum flexuosum

4-1-2-Effet sur la surface foliaire

Le stress salin exerce, également, un effet négatif sur la surface foliaire (Fig. 38). Les surfaces
les plus élevées sont enregistrées chez les plants témoins (groupe a) avec une valeur moyenne
de 6.3m? puis elles diminuent progressivement avec 1’augmentation des concentrations de
NaCl. Elle diminue d’environ 20% a 69/l (groupe c) dans les conditions de salinité moyenne.
Cette réduction est encore plus prononcee (25%) a 99/l de NaCl (groupe d).

52



Surface foliaire (cm?)

d
b
C

d
5
4
2
1
0
TEMOIN 3g/l 6g/l 9g/I

Concentration de la solution d'arrosage en NaCl

Fig. 38 : Effet de la salinité sur la surface foliaire des plants d’Hedysarum flexuosum

4-1-3-Effet sur le volume racinaire

L’impact de la contrainte saline appliquée sur le systeme racinaire est estimé par la mesure de
son volume moyen par plant (Fig. 39). Nous observons un rétrécissement du volume avec
I’augmentation de la concentration de sel. En effet, a 3g/l. Le volume racinaire a chuté de
20%. A 69/l de NaCl le taux de réduction est de moitié (50%), comparativement aux témoins

pour atteindre un seuil de 60% a la concentration la plus élevée de NaCl testée dans cet essai.
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Fig. 39 : Effet de la salinité sur le volume racinaire d’Hedysarum flexuosum
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4-1-4-Effet sur la hauteur de la tige principale
La longueur de la tige diminue en fonction de la concentration de sel dans le substrat (Fig.

40). Cette diminution enregistrée est hautement significative d’aprés 1’analyse de la variance a
un seul critere de classification. Pour les témoins nous avons enregistré la valeur la plus
élevée qui est de 54.15cm (groupe a). L’impact du stress appliqué est significatif a partir de
3g/l. En effet, la longueur moyenne de la tige diminue significativement jusqu’a une valeur de
45.55cm (groupe b). La longueur continue & diminuer jusqu’a atteindre un taux de réduction
d’environ 32% a 9g/1 de NaCl (groupe C).
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Fig. 40. Effet de la salinité sur la hauteur de la tige des plants d’H. flexuosum

4-1-5-Effet sur la biomasse fraiche des parties aériennes

La croissance pondérale simulée par la biomasse fraiche des plants soumis a la salinité
illustrée par la figure (41) montre une influence significative du NaCl a partir de 3g/l. le test
Newman-Keuls répartit les résultats en 3 groupes homogenes. Les plants témoins montrent la
meilleure croissance aérienne (groupe a). Le groupe b, les biomasses des plants arrosés a 3g/l,
et le groupe ¢ pour les valeurs les plus faibles de biomasse aériennes enregistrées avec 6 et

9g/l de NaCl, correspondant a une réduction avoisinant 48%.
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Fig. 41. Effet de la salinité sur la biomasse fraiche du systeme aérien d’H. flexuosum

4-1-6-Effet sur le poids de matiéres fraiches du systeme racinaire

La biomasse fraiche racinaire produite par les plants a tendance a diminuer avec la salinité du
milieu (Fig. 42). L’ANOVA montre une variation trés hautement significative. Le test de
Newman-Keuls repartit les résultats en 4 groupes : le groupe a pour le témoin avec une
biomasse de 7.6g, le groupe b pour 3g/l, le groupe ¢ pour 6g/l de NaCl avec un taux de

réduction de 50%. Enfin, le groupe d pour les valeurs les plus faibles a 9g/l de NaCl (Fig. 42).
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Fig. 42 : Effet de la salinité sur la masse fraiche des racines des plants d’H. flexuosum
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4-1-7-Effet sur le poids de matiéres seches du systeme aérien

Nous constatons une diminution de la biomasse séche aérienne en présence de la contrainte
saline. Le test statistique a 1’aide de ’analyse de la variance révéle une différence trés
hautement significative (P<0.001) et le test Newman-Keuls classe les résultats du poids sec en
trois groupes homogenes. Les poids secs les plus élevés sont enregistrés chez le témoin qui
constituent le groupe a. Dés 3¢/l de NaCl, les poids secs diminuent (groupe b) de 23% par
rapport a ceux des témoins. Les plants exposés a 6g/l et 9g/l montrent les plus faibles valeurs

et sont classeés dans le méme groupe (c) (Fig. 43).
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Fig. 43 : Effet de la salinité sur le poids de matiéres seches du systéeme aérien d’H.
flexuosum

4-1-8-Effet sur le poids sec du systéme racinaire

La croissance des racines montre, comme celle du systéme aérien, une diminution en présence
de sels dans le milieu (Fig. 44). Le test ANOVA révele une différence trés hautement
significatif (P<0.001) et le test Newman-Keuls classe les résultats en 3 groupes homogénes :
le groupe a est représenté par les plants tétmoins montrant la biomasse racinaire seche la plus
élevée de 1.28g, les plants arrosés avec une solution de 3g/l de NaCl représentent le groupe b
qui montre un taux de réduction de croissance de 26% et le groupe c¢ englobe les plants ayant

recu 6g/1 et 9g/l de NaCl avec taux de réduction de la croissance de 60%.
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Fig. 44 : Effet de la salinité sur le poids sec du systeme racincaire d’H. flexuosum

4-2-Effet sur les paramétres physiologiques

4-2-1-Effet sur le taux de chlorophylles totales

Le dosage de la teneur en chlorophylles totales a montré une diminution de leurs
concentrations avec I’augmentation de la dose de NaCl dans 1a solution d’arrosage. Au seuil
de 3gl le taux de chlorophylles totales est significativement affecté (groupe b) avec un taux de

réduction moyen de 21% (Fig. 45). Une diminution de 54% est enregistrée a 9g/l (groupe c).
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Fig. 45 : Effet de la salinité sur la teneur en chlorophylles totales d’H. flexuosum.
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4-2-2-Effet sur la fuite des électrolytes

La fuite des électrolytes augmente avec la salinité du milieu (Fig. 46). L’analyse de la
variance révéle une différence trés hautement significative (P<0.001) entre les différentes
concentrations testées, classées en quatre groupes distincts, par le test de Newman-Keuls. La
valeur la plus faible, qui est de 18.16%, est enregistrée dans les conditions témoins (groupe a).
Cette fuite des électrolytes ne cesse d’augmenter a 3g/l (groupe b) et a 6g/l (groupe c) puis a
triplé a la dose de 99/l de NaCl ou elle atteint un taux maximal de 51.19% (groupe d).
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Fig. 46 : Effet de la salinité sur la fuite des électrolytes chez H. flexuosum

4-2-3-Effet sur la teneur relative en eau (RWC)

La teneur relative en eau diminue graduellement a mesure que la contrainte saline augmente
(Fig. 47). Le test statistique révele une différence trés hautement significatif (P<0.001) et le
test Newman-Keuls distingue trois groupes. Les plants témoins présentent une RWC, la plus
élevée enregistrée avec un taux de 61.52% (groupe a). La RWC a baissé avec 3¢/l de NaCl a
57.31% (groupe b). Elle diminue encore a 9g/l, et atteint le taux le plus bas (49.80%), valeur
limite de la RWC critique (50% chez les espéces glycophytes).
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Fig. 47 : Effet de la salinité sur la RWC des plants d’Hedysarum flexuosum

4-2-4-Corrélation entre teneur en chlorophylles et fuite des électrolytes

Dans le but d’estimer I’impact du sel sur la machinerie photosynthétique, nous avons jugé
utile de rechercher une relation entre la teneur en chlorophylles totales et la fuite des
électrolytes en condition de contrainte saline (Fig. 48). Le test de corrélation de Spearman au
seuil de signification de a=0.05 a révélé une corrélation significative négative (R*>95%),
entre les teneurs en chlorophylles totales des feuilles et la fuite des électrolytes (valeurs des

deux parameétres converties en valeurs arbitraires sur la figure)
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Fig. 48 : Corrélation entre la teneur en chlorophylles et la fuite des électrolytes
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4-2-5-Corrélation entre la RWC et la hauteur de la tige
Afin de comprendre 1’effet du stress salin sur la croissance des plantes d’H. flexuosum, nous

avons, également, étudié la relation entre la croissance en longueur des plantes et le statut
hydrique des cellules via la RWC (Fig.49). Au seuil de signification de a=0.05 le test de
corrélation de Spearman confirme une corrélation significative positive entre la RWC et la
longueur de la tige avec R? de 63%. Les valeurs des deux paramétres sont converties en

valeurs arbitraires sur la figure.
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Fig. 49 : Corrélation entre la hauteur de la tige et la RWC chez H. flexuosum
4-3-Effets sur les parameétres biochimiques

4-3-1-Effet sur la teneur en protéines hydrosolubles

Le stress salin exerce un effet négatif sur la teneur en protéines des feuilles d’H. flexuosum
(Fig. 50). Le test statistigue a montré que les quantités de protéines diminuent,
significativement, avec I’augmentation de la dose de NaCl, et a identifié deux groupes,
chaque groupe représente une concentration de sel. Ce sont les plants témoins qui montrent le
taux de protéines le plus élevé avec 50.69mg/gMS (groupe a). Ce taux diminue pour les

concentrations plus élevées de NaCl (groupe b).
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Fig.50 : Effet de la salinité sur la teneur en protéines des feuilles d ’H flexuosum

4-3-2-Effet sur la teneur en proline

La teneur en proline augmente en fonction de la salinité du milieu (Fig. 51). Le test de
Newman-Keuls classe les quatre concentrations de NaCl en quatre groupes distincts.
L’augmentation de la teneur en proline est significative a partir de 3g/l de NaCl (groupe b),
concentration pour laquelle nous avons relevé le double de la quantité obtenue chez les plants
témoins (3.5 contre 6.8mg/g MS). A 6¢g/l de NaCl, la teneur en proline est de 19.48mg/gMS
(groupe c). Cette teneur augmente encore a 9g/l pour atteindre 33.86mg/g de MS (groupe d).
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Fig. 51 : Effet de la salinité sur la teneur en proline des feuilles d’H. flexuosum
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4-3-3-Effet sur la teneur en sucres solubles totaux

L’impact du stress salin est significatif sur la teneur en sucres solubles chez le Sulla (Fig 52).
En effet, I’analyse statistique a montré I’existence de différences significatives entre les quatre
concentrations de NaCl testées. Le test de Newman-Keuls identifie quatre groupes
homogenes, et chaque groupe représente une concentration. Les quantités de sucres solubles
augmentent avec I’augmentation de la concentration en NaCl. Les taux d’augmentation sont
de 8% a 3g/l de NaCl (groupe b), 32% a 69/l de NaCl (groupe c) et de 57% a 9g/l de NaCl
(groupe d) (Fig. 52).
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Fig. 52 : Effet de la salinité sur la teneur en sucres solubles des feuilles d’H. flexuosum

4-3-4-Corrélation entre protéines solubles et proline libre
Une corrélation négative a été obtenue chez les plantes de Sulla entre les teneurs en protéines

solubles et en proline en réponse a la salinité (Fig. 53). Cette corrélation négative suggeére que
la proline aurait comme origine, la dégradation des protéines riches en proline. La corrélation
obtenue au seuil de signification a=0.05 avec le test de corrélation de Spearman est élevée
avec une valeur de R? de 0.96. Les valeurs des deux paramétres sont converties en valeurs

arbitraires sur la figure.
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Discussion



-Discussion

L’objectif de notre travail est 1’étude des effets des contraintes saline et Hydrique simulé par
le PEG sur la phase de germination et de croissance d’Hedysarum flexuosum L.

L’analyse statistique de nos résultats par le test ANOVA fait ressortir un effet trés hautement
significatif (P<0.01) pour les paramétres TG et TMG. La réduction du TG est significative a
partir de 2g/l de NaCl. Ces résultats sont en accord avec ceux signalés par plusieurs auteurs
(Levignon et al., 1995 ; Tlig et al., 2008) qui rapportent une réduction de 75% a 100mM de
NaCl chez Cleoream blyocarpa.

Nos résultats montrent que la concentration de NaCl qui induit une DL50 se situe entre 4 et
6g/l. Cette valeur est inférieure a celle enregistrée par Dallali et al. (2012) et Xue et al. (2012)
chez H. coronarium et H. scoparium. Ce qui suggere que H. flexuosum est plus sensible, en
phase de germination a la salinité par rapport a ces deux espéeces.

Le retard de germination engendré par les concentrations croissantes du milieu en NaCl et
PEG, pourrait s’expliquer par I’allongement du temps nécessaire a I’imbibition des graines
(Benmiled et al., 1986 ; Jaouadi et al., 2010 ; Smaoui et Cherif, 1986). En effet, ’allure des
courbes de germination obtenues corroborent celles de diverses espéces végétales citées par
de nombreux auteurs (Bialecka et Kepczynski, 2009 ; Aisset et Mehdadi, 2016 ; Mguis et al.,
2014 ; Jaouadi et al., 2010 ; Sosa et al., 2005; Nasri et Benmahiaoui, 2015; Song et al., 2005;
Balaguera et al., 2009; Gondim et al., 2010; Tlig et al.,2008).

De nombreux travaux ont montré que le stress salin affecte la germination des graines des
glycophytes par des effets osmotiques et toxiques. Ainsi, Kshetrimayum et al. (2017) ont
montré qu’a partir de 2gl de NaCl, une diminution de 1’expression des voies enzymatiques de
synthése des aquaporines est observée, ce qui influe sur la pénétration de 1’eau dans la graine
affectant ainsi sa capacité d’imbibition. L’effet négatif des sels peut aussi se manifester par un
ralentissement de la mobilisation des réserves en raison de I’inactivation de la synthése des
hydrolases et/ou de I’inhibition du transfert des produits de 1’hydrolyse de I’endosperme a
I’embryon (De-oliviera et al., 1998). D’autres études signalent que le stress salin induirait une
production de dérivés réactifs d’oxygene (ROS) aboutissant a la peroxydation des lipides
chloroplastiques et mitochondriaux et a la perte de I’intégrité membranaire (Thiam et al.,
2013 ; Gondim et al., 2010 ; Lachhab et al., 2013 ; Mahi et al., 2015).

Face au stress hydrique, H. flexuosum enregistre une diminution du TG a la pression

osmotique de -1bars. Plus la pression osmotique du milieu d’imbibition est élevée plus le TG
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diminue alors que le TMG augmente. Ces résultats sont similaires a ceux cités en
bibliographie chez plusieurs espéces de familles végétales différentes (Hardegree et al.,
1994 ; Benjeddi, 2005 ; Jaouadi et al., 2010 ; Castroluna, 2014 ; Aisset et Mehdadi, 2016).
Nos résultats montrent également que, face a un stress osmotique sévére, la germination des
graines de Sulla chute considérablement et est inhibée a la pression de -9.25 bars. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Murthy et Teuxejavathi (2016) chez Macrotyloma
uniflorum. La réduction du pourcentage de germination, en présence de différentes pressions
osmotiques, chez les plants de différentes provenances tunisiennes de H. coronarium
(Benjeddi, 2005) est moins importante par rapport a celle enregistrée dans notre essai, ce qui
indiquerait une meilleure tolérance de H. coronarium au stress hydrique par rapport a H.
flexuosum.

Deboura et al. (2012) ont démontré I’efficacité du gaiacol peroxydase (GPX) dans la lutte
contre le stress oxydatif provoqué par les doses de 50 et 100mM de NaCl chez
Cenchrusaliaris. Ces travaux montrent que I’augmentation de la salinité jusqu’a 100mM de
NaCl est associée a I’élévation de I’activité du gaiacol peroxydase.

Les travaux d’Issolah et al. (2012) indiquent la présence de H. coronarium sur des sites a
pluviométrie inférieure a 450mm et cette espece a montré de bonnes performances
agronomiques et une tolérance aux stress salin et hydrique. Le pH du sol expliquerait en partie
la limitation de I’aire de répartition de H. flexuosum par rapport & H. coronarium. Abdelguerfi
et al. (1991) ont signalé que H. flexuosum et H. aculeolatum se rencontrent moins
fréqguemment lorsque la teneur des sols en calcaire total est élevée.

La variation de la tolérance au stress salin est souvent étudiée pour montrer la différence de
comportement des especes (Lovato et al., 1994). Cette diversité est d’autant plus intéressante
quand elle est de type intra-spécifique. En effet, I’existence de cette diversité génotypique de
tolérance a un stress comme le sel au sein d’une méme espéce est un moyen pour
I’amélioration des systemes de culture en zone marginales (Ben Jeddi, 2005). Dans le cas d’H.
flexuosum, une diversité morphologique et métabolique intra-spécifique importante a été
signalée par plusieurs auteurs (Abdelguerfi, 2002 ; Ben Fadhel et al. 1997 ; Ben Fadhel et al.,
2006).

Comme il a ét¢ montré sur d’autres espéces, 1’évaluation d’H. flexuosum pour le critere de
tolérance aux contraintes abiotiques ne peut se faire uniquement sur la base de la réponse de
cette espece en phase de germination. Une investigation des stades phénologiques ultérieurs
sous des conditions hydrique et saline contraignantes compléterait ces résultats et

contribuerait a la connaissance de ces exigences pédoclimatiques. Neffati (1994) a bien
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confirmé que la caractérisation de la tolérance a la salinité au stade germination est une
information nécessaire mais pas suffisante pour expliquer la distribution des especes dans les
milieux salés.

L’influence de prétraitements par les acides gibbeérellique, ascorbique et salicylique sur la
germination et le début de croissance d’H. flexuosum dans les conditions de contrainte saline a
également été étudiée. L’analyse statistique des résultats révéle une influence négative de la
salinité sur le taux et le temps moyen de germination. Sous une contrainte saline de 6g/l de
NaCl, avec un apport exogene de la GA3, le taux de germination est amélioré (53%) par
rapport au TG des graines n’ayant pas été traitées a GA3 (21%). Nos résultats ont montré une

meilleure stimulation de la concentration de 1mM de GA3 par rapport & 1.5mM.

Ce résultat corrobore ceux de plusieurs auteurs ayant travaillé sur des espéces appartenant au
méme genre comme H. carnosum (Dallali et al., 2012 ; Ben Djeddi, 2005), et sur de
nombreuses autres especes (Murillo-Amador et al., 2002 ; Demir et al., 2006 ; Almansouri et
al. 2001; Jamil et al., 2006). Des travaux ont évoqué le role d’un apport exogene en GA3 dans
la protection de I’activité des enzymes hydrolytiques mises en jeux lors de la germination en

situation saline. (Turkyilmaz, 2012).

Dans notre travail, nous avons également relevé un effet positif d’un apport en acide
ascorbique (vitamine C) sur I’amélioration de la tolérance a la contrainte saline, exprimé par
une élévation du nombre de graines germées. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par
khan et al. (2006) qui ont montré des effets bénéfiques d’un apport exogéne d’acide
ascorbique sur la germination des graines des halophytes sous stress salin. Nous avons montré
que I’acide ascorbique exerce une influence plus forte a 60mM, alors que la GA3 présente une

action plus marquée a la faible dose testée de ImM.

Nos travaux ont également révélé un impact statistiguement significatif des traitements
conjoints de GA3 et de I’acide ascorbique sur les paramétres de croissance des plants exposés
au stress salin. L’analyse statistique de nos résultats montre qu’a 6g/1 de NaCl, I’augmentation
de longueur de I’hypocotyle est significative avec un taux d’¢élongation d’environ 32% par

rapport aux graines sans traitement hormonal.

L’effet négatif sur la longueur racinaire est aussi atténu¢ de 16.82% par la GA3 sous une
salinité de 3g/l. Les biomasses fraiche et séche sous stress salin se trouvent réduites par le

traitement a la GA3 et I’acide ascorbique. Ces résultats sont conformes a ceux de Li et al.
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(1995), Basalah et al. (1999), Zhenguand (1996), Kaur et al. (1998) cite par Bialecha et
Kepczyfiski (2009) chez plusieurs especes de glycophytes.

Le role de I’acide ascorbique selon Asada (1999), Conklin (2001), Pignocchi et al. (2003) cité
par Behairy et al. (2012), a été démontreé sur la croissance des plantes, la division cellulaire,
I’expansion de la paroi et d’autres processus de développement. Ces effets s’expliquent par
des modifications des activités antioxydantes, cas de 1’estérase (Hassanein, 1999 in Behairy,
2012). Les génotypes tolérant la salinité présentent un systéme antioxydant plus actif (Roza et
al., 2006 ; Ashraf et al., 2007 in Behairy et al., 2012).

L’acide salicylique a également atténué I’impact de la salinité sur la radicule. Les travaux de
Manzer et al. (2018) confortent nos résultats. En effet, ces auteurs ont montré le réle positif de
I’acide salicylique dans 1’ajustement osmotique chez les plantules de blé ainsi que dans
I’augmentation de l’activité des enzymes antioxydantes pour atténuer les conséquences des

ROS.

Les résultats de I’influence de la salinité sur les paramétres morphologiques et physiologiques
des plantules des quatre provenances d’Hedysarum flexuosum L. ont montré un effet négatif
de NaCl sur la production de la biomasse fraiche de la partie aérienne. Face a une contrainte
modérée de 3g/l de NaCl, les populations de Sulla ont maintenu leur biomasse, a 1’exception
de la population Hasnaoua qui a enregistré une légere baisse. Ceci pourrait étre di au fait que
les ions Na" et CI agiraient comme des électrolytes accompagnateurs favorisant le passage
des cations (K*, Ca™, Mg") et des anions (NO3) du sol vers les plantes. Cette action
accélérerait la croissance et le développement des plantes par impulsion de nombreux
événements physiologiques précurseurs (Lepengue et al., 2012). A 9g/l (155mM) de NacCl,
une réduction de la biomasse aérienne variant de 50 a 75% est obtenue chez les provenances
testées. Ce résultat corrobore les travaux de Dallali et al. (2012) chez H. coronarium et H.

carnosum et ceux de Taffouo et al. (2009) chez Vigna unguicultata.

La variation de la croissance en hauteur des plantules exprimée par la hauteur de la tige
principale est paralléle a celle de la biomasse fraiche produite. En effet, la chute de la
croissance en hauteur est significative a partir de 6g/l de NaCl, puis subit une réduction de
25% a 50% selon les provenances a 9g/l. Les hauteurs des plantules de Naciria et Ouadhias
ayant subi une plus grande réduction. Ces résultats sont proches de ceux de Zaghdoud et al.

(2011) retrouvés chez Nicotinia tabacum et Nicotinia rustica.
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Nous avons obtenu une réduction de la surface foliaire en réponse a la salinité, variant entre
46 et 66% chez les quatre provenances, résultats similaires a ceux signalés par Azevedo Neto
et al. (2004) et Kadri et al. (2009) chez d’autres glycophytes. Cette réduction de la surface
pourrait étre a 1’origine de la diminution de la croissance en longueur et de I’accumulation de
biomasse en raison de la baisse de la photosynthese. Ce processus est étroitement dépendant
du potentiel hydrique foliaire, ainsi que de la RWC, et est statistiquement confirmé par nos
résultats. En effet, la RWC foliaire d’H. flexuosum, est réduite a partir du seuil de 3g/l pour
les plantules de Naciria et Ouadhias et a partir de 6g/l de NaCl pour les provenances
d’Azeffoun et Hasnaoua. La RWC a enregistré une diminution graduelle en fonction du degré
de salinité pour atteindre un seuil de 60% sous la contrainte saline sévere de 9g/l. Ces résultats
ont été déja signalés sur la méme espece (H. flexuosum) a un stade phénologique plus précoce
(Ait Saidi et Belkessa 2014), ainsi que chez d’autres glycophytes (Berka et Aid., 2009; Lobato
et al., 2008 ; Salarizdah et al., 2012). Ceci pourrait étre dii a la toxicité des ions Na* et/ou CI-
accumulés dans le cytoplasme a des niveaux dépassant la capacité de compartimentation de la
plante (Rochdi et al., 2005). L’accumulation de ces deux ions serait la plus impliquée dans le
flétrissement et la mortalité de certaines espéeces (Hasanuzzaman et al., 2013).

Nous avons relevé un ajustement de 1’homéostasie morphologique qui allouerait des
nutriments au systeme racinaire au détriment de la croissance en hauteur, de facon plus
marquée chez les plantes de la provenance de Naciria et Ouadhias. Ceci a engendré le
maintien de la biomasse racinaire et la diminution du rapport systéme aérien/systeme
racinaire, ce qui contribuerait a réduire 1’évapotranspiration par réduction de la surface

aérienne des plantes (Hopkins, 2003).

L’effet du stress salin se manifeste par une diminution des biomasses fraiches et seches, de la
hauteur de la tige et de la surface foliaire (Cicek et al. 2002; Yeo, 1983; Zhu, 2002 in
Lemzeri, 2007). C’est I’effet le plus commun des stress abiotiques sur la physiologie des
plantes, la réduction de la croissance étant une capacité adaptative nécessaire a la survie d’une
plante exposée a un stress. La croissance est inversement corrélée a la résistance au stress
salin d’un génotype donné (Zhu, 2001 in Bois, 2005). Ce retard de développement permet a la
plante d’accumuler de 1’énergie et des ressources pour surmonter le stress avant que les
dommages ne soient irréversibles. Cette réduction de la croissance est expliquée par des
perturbations de concentrations de 1’acide abscissique et des cytokinines (Termaat et al.,
1985 ; Kuiper et al., 1990 in Belfakih et al., 2013).
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Nos résultats révelent une teneur plus élevée en sucres solubles totaux chez les plantules
soumises a la contrainte saline par rapport a celles arrosées avec la solution témoin sans NaCl.
Cette augmentation est plus marquée chez les plantules d’Azeffoun et Hasnaoua qui ont le
plus accumulé de sucre comparativement aux témoins. Des travaux réalisés sur des espéces de
glycophytes et halophytes ont montré que les manifestations métaboliques face a une
contrainte saline constituent la premiére réponse a 1’échelle cellulaire de la plante (Aschraf et
Harris, 2004). Des travaux tels que ceux d’El Midaoui, et al. (2007) ont mis en évidence des
corrélations négatives entre la production de la biomasse seche aérienne et les teneurs des
feuilles en sucres solubles en condition saline. Ces résultats sont similaires a ceux cités en
bibliographie (Ait saidi et Belkessa, 2012 ; Berka et Aid 2009 ; Lobato et al., 2008 ; Nedjimi
et Daoud., 2009 ; Wang et Zhang 2009), suggérant 1’existence des potentialités de réponse
face au stress, matérialisées par un ajustement osmotique. L’accumulation d’hydrates de
carbone est commune aux situations de stress, permettant la réduction du potentiel osmotique
des cellules afin de maintenir la turgescence cellulaire et ainsi la croissance des plantes
(Muller et Pereira 1995; Lacerda et al., 2003; Aschraf et Harris, 2004 ; Bialecka et
kepczynski, 2009). L’augmentation de I’activité de certaines enzymes comme I’amylase,
I’amidon phosphorylase et la glucose phosphatase synthase a été rapportée chez plusieurs
glycophytes et halophytes (Lobato et al., 2008). Ainsi, Udomchalothorn et al. (2009) ont
observé chez des plantules de riz soumises a une contrainte saline une diminution de 1’activité
du fructose 2-6-bisphosphate, conduisant a une accumulation de sucres solubles et contribuant
ainsi a I’amélioration de la tolérance au sel grace a I’augmentation de 1’osmolarité¢ des

cellules.

La réponse des quatre provenances d’H. flexuosum étudiées dans ce travail a révélé une
variabilité pour certains caractéres comme la croissance en longueur des tiges, le rapport de la
longueur de la radicule /hauteur de la tige, la teneur en sucres solubles et la teneur relative en
eau (RWC). Cette variabilité constatée est conforme aux résultats publiés par Ben Fadhel et
al. (2006) sur des provenances algériennes et marocaines de H. coronarium. Ben Fadhel et al.
(1997) et Ben Fadhel et al. (2006) expliquent cette diversité métabolique, morphologique et
génetique intra-populationnelles notamment par le type de reproduction du genre Hedysarum
qui est allogame strict (97% d’allogamie) et par le taux élevé de régénération des individus a

partir des semences.

L’application d’une contrainte saline sur H. flexuosum a conduit & une diminution du nombre

moyen de feuille par plant. Une influence significativement négative de la salinité n’est
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observée qu’a partir de 6g/l avec un taux de 25%. Ces résultats sont confirmés par ceux
obtenus chez des populations tunisiennes de H. coronarium, H. carnosum (Dallali et al.,
2012), H. flexuosum (Ait saidi et Belkessa, 2014), Trifolium repens (Ben Khaled et al., 2003)
et Vicia faba (Aboul-quados, 2011). Ces constatations sont également corroborées par
d’autres auteurs sur une diversité de plantes de la catégorie des glycophytes (Wang et Nill,
2000 ; Ali-Dinar et al., 1999 ; Chartzoulakis et Klapaki, 2000 ; Hernandez et al., 2000 ;
Munns et Termatt, 1986).

La réduction de la surface foliaire chez H. flexuosum pourrait étre expliquée comme une
stratégie adoptée par cette espéce pour réduire la surface exposee a I’évapotranspiration et ce,
afin de maintenir I’hydratation des tissus a un seuil qui permettrait de préserver les processus
physiologiques et métaboliques. Cet avantage va cependant de pair avec une réduction de la
biomasse, de la croissance en hauteur des tiges et par conséquent de la diminution du nombre

de noeuds.

En réponse a un stress osmotique, les plantes activent la synthése de 1’acide abscissique,
considéré comme ’un des signaux impliqués dans la régulation de 1’ouverture des stomates.
La fermeture de ces derniers engendre une diminution de la perte en eau par
évapotranspiration parallelement a une réduction de I’apport en CO2 (Kim et al., 2010). La
réduction de la conductance stomatique et/ou de la pression partielle de CO, intracellulaire
expliquerait ainsi la chute de rendement en biomasse enregistrée lors des stress abiotiques
(Sharkey et al., 1989 in Sage et al., 1988 ; Downton et al., 1990 ; Brinis et Belkhodja, 2018).

La salinité a significativement influencé I’intégrit¢é membranaire des cellules foliaires ayant
pour conséquence une augmentation de la fuite d’électrolytes chez le Sulla. Ces résultats sont
conformes a ceux de Munns et Tester (2008) et Clarke et McCaig (1982). Des lésions au
niveau des chloroplastes et un désequilibre ionique (Salama et al., 2014), pourraient en effet
expliquer la diminution du taux d’activité chloroplastique, traduit dans notre cas par une chute
des taux de chlorophylles totales chez H. flexuosum. Une surproduction des ROS (Perdiguero
et al., 2013), et une peroxydation des lipides (Bor et al., 2003 ; Dallali et al., 2012 ; Rouached

et al., 2013) sont également a envisager.

Les concentrations salines appliquées dans notre essai ont conduit a une augmentation des
teneurs en proline chez H. flexuosum, déja signalée chez d’autres espéces par plusieurs
auteurs (Habib et al., 2012 ; Chorfi, 2009 ; Benhassain et al., 2012). Il est établi que la

proline, un des osmolytes les plus répandus, contribue a la protection des structures cellulaires
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(Ashraff et Foodad, 2007 ; Székely et al., 2008 ; Lepengue et al., 2012). L’accumulation de la
proline est considérée comme un critére d’adaptation au stress par une diminution du potentiel
osmotique (Szabados et Savoure, 2010). Cette augmentation de la concentration de proline
cytoplasmique est consécutive a la stimulation de sa synthése, résultant d’une élévation des
quantités des messagers codant pour ’enzyme qui convertit le glutamate semi-aldéhyde en
proline. Il existe deux voies de biosynthese de la proline chez les plantes, celle de 1’ornithine
et celle du glutamate. Cette derniére semble étre prédominante sous conditions de stress
(Silva-Ortega et al., 2008).

Les teneurs en proline s’accroissent rapidement chez de nombreuses Mono- ou Dicotylédones
soumises a un stress salin (Yoshiba et al., 1999; Rhodes et al., 2002; Silva-Ortega et al.,
2008). Cette augmentation de la concentration de proline cytoplasmique est consécutive a la
stimulation de sa synthése, résultant d’une élévation des quantités des messagers codant pour

I’enzyme qui convertit le glutamate semi-aldéhyde en proline.

La diminution des teneurs en protéines solubles relevée dans ce travail pourrait étre expliquée
par I’inhibition de la biosynthése des protéines (Cui et al., 2015) et/ou par I’augmentation de
I’activité des protéines hydrolases (Flowers et Yeo, 1986 ). Dans le cas des légumineuses,
I’effet inhibiteur des ions Na* et CI” sur la nodulation et sur le processus de fixation de 1’azote

moléculaire contribue également a la chute des teneurs en protéines (Lachhab et al., 2013).
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Conclusion



Ce présent travail est une contribution a 1’étude du comportement d’une espéce trés
importante économiquement et écologiquement et trés peu etudiee, Hedysarum flexusum, face

a deux contraintes abiotiques : le stress hydrique et le stress salin.

En effet, cette espéce répandue dans nos régions, pourrait étre une solution a 1’indisponibilité
du fourrage en Algérie. Il est nécessaire de comprendre son comportement face aux stress
salin et hydrique afin de maitriser son introduction en culture intensive, si envisagée, dans nos
régions. Avec le changement climatique, notre pays s’éloigne des étages bioclimatiques
subhumides pour se rapprocher petit a petit des étages bioclimatiques plus secs rendant
impératif la caractérisation de nos espéces vis-a-vis des contraintes liées au sel et a la

sécheresse afin d’y cultiver les especes les plus appropriées.

La premiere partie de ce travail a consisté a caractériser le comportement germinatif de cette
espece Vvis-a-vis des stress salin et hydrique. Les résultats ont mis en évidence la sensibilité de
la germination des graines d’H. flexuosum, aussi bien au stress hydrique qu’au stress salin. En
effet, nous avons obtenu une diminution significative du TG a partir de 2g/l de NaCl, & une
pression osmotique de -1bar. La germination des graines d’H. flexuosum est pratiquement
inhibée a 10g/l de NaCl et a -9.25bars. Tout comme le TG, le TMG est également affecté par
les stress salin et hydrique. Par ailleurs, nous avons aussi observé que le temps de latence de
la germination & 2g/l de NaCl est doublé et & -1bar. Ce retard de germination augmente avec
la sévérité des stress, ce qui, dans les conditions naturelles peut étre un inconvénient
considérable de culture. La germination d’H. flexuosum est complétement inhibée a une

pression osmotique de -9.25bars.

La comparaison des valeurs des DL50 obtenues avec celles enregistrées chez des espéces du
genre Hedysarum, a montré que cette espéce serait plus sensible au stress salin et hydrique par
rapport a plusieurs cultivars tunisiens d’H. coronarium (DL50 estimée a -2.11bars).

L’acide gibbérellique (GA3) a ImM et I’acide ascorbique a 60mM ont permis d’améliorer les
TG des graines d’H. flexuosum en conditions de salinité, résultat confirmé par 1’analyse
statistique. Alors que le TMG a augmenté avec les concentrations croissantes de NaCl, les
graines doublement traitées avec le NaCl et les phytohormones, ont eu une réduction de TMG

traduisant une amélioration de la vitesse de germination.
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L’acide gibbérellique a amélioré la hauteur moyenne de la tige et des racines contrairement a
I’acide ascorbique qui n’a eu un effet positif que sur la hauteur des plantules. Le prétraitement
a l’acide salicylique a provoqué une augmentation de la hauteur de I’hypocotyle a 3g/l de

NaCl statistiquement tres hautement significative.

L’étude de la réponse des plantes des quatre provenances d’Hedysarum flexuosum au stress
salin a montré que la biomasse fraiche aérienne est réduite jusqu’a 75% chez les populations
testées. Nous avons de plus, obtenu une chute de la surface foliaire allant jusqu’a 66% chez
les quatre populations sous contrainte saline. Ce paramétre montre une stratégie de réduction
de la surface d’évaporation de cette espece face au stress. La teneur relative en eau (RWC) ne
commence a diminuer significativement qu’a 6g/l de NaCl pour les plantes des provenances
d’Azeffoun et Hasnaoua contrairement a celles d’Ouadhias et Naciria qui subissent une
réduction dés 3 g/l de NaCl ce qui indiquerait une plus grande sensibilité a la contrainte saline
de ces derniéres. Chez nos 4 populations, la partie aérienne semble plus affectée par la salinité
que le systeme racinaire, illustrée par ’augmentation enregistrée de 65% du rapport longueur
racinaire/partie aérienne. Cet ajustement morphologique de la plante permet d’allouer plus de
matiére séche au systéme racinaire pour maintenir une alimentation hydrique et minérale
suffisante en dépit de la diminution de potentiel hydrique du sol. Les sucres solubles des
plantules sous contrainte saline ont augmenté permettant un ajustement osmotique des

cellules : augmentation plus marquée chez les plantules des régions d’ Azeffoun et Hasnaoua.

Nos résultats nous ont révélé une variabilité intra-spécifique pour certains parametres. Nous
avons constaté que les réponses des plantes des quatre provenances pouvaient étre classées en
deux groupes : Azeffoun et Hasnaoua d’une part et Naciria et Ouadhias d’autre part. C’est
ainsi que le premier groupe (Azeffoun et Hasnaoua) a peu varié sa hauteur de tige et sa RWC
sous contrainte saline, alors qu’il a davantage modifié sa longueur de racine et ses teneurs en
sucre, ayant un meilleur ajustement osmotique et ne diminuant sa RWC qu’a partir de 6g/1 de
NaCl. En revanche, les plantes de Naciria et Hasnaoua ont beaucoup plus réduit leur hauteur
de tige et leur RWC a baissé des 3g/l de NaCl, mais ont peu modifié la longueur des racines et

leur teneur en sucre.

Cette répartition de réponses en 2 groupes, des 4 provenances, toutes de 1’étage bioclimatique
sub-humide, pourrait étre associée au facteur «altitude» commun a Naciria et Ouadhias (280

et 488m d’altitude respectivement) et absent chez Azeffoun et Hasnaoua (25 et 100m
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d’altitude respectivement). Il serait intéressant de caractériser davantage ces différentes

stations sur le plan pédoclimatique afin de mieux cerner cette variabilité.

Les résultats de 1’essai réalisé sous serre sur les plantes a un stade plus avancé de croissance
nous ont permis de relever une cascade de conséquences affectant aussi bien la morphologie
que le métabolisme des plantes. Nous avons en effet obtenu, un impact du stress sur
I’alimentation hydrique des plantes exprimé par une réduction du taux d’hydratation des tissus
via la diminution de la RWC jusqu’a 50% (valeur limite) a 99/l de NaCl, répercutée aussi sur
la croissance des plantes. Une diminution du nombre moyen de feuille (20%) est obtenue,
comportement caracteristique des especes glycophytes.

La forte corrélation entre le taux de fuite d’électrolytes et la teneur en chlorophylles totale est
probablement due aux effets toxiques des ions Na* et CI" sur I’activité photosynthétique.
L’ajustement osmotique s’est avéré efficient jusqu’a un seuil de stress de 3g/1, au-dela duquel
I’accumulation des osmoticums sucres solubles et proline, n’a pas pu atténuer I’impact du
stress sur ces plantes. La corrélation entre les protéines et la proline montre dans ce cas que
cet acide aminé est issu, au moins en partie, de la protéolyse des protéines riches en proline.
Sur la base des réponses d’Hedysarum flexuosum aux contraintes saline et hydrique aussi
bien en phase de germination qu’en phase de pleine croissance, nous pouvons aisément

classer cette espéce comme glycophyte sensible.
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Perspectives

Des investigations plus approfondies sont nécessaires afin de répondre a de nombreuses
questions, a savoir :
-généraliser 1’étude de stress salin chez H. flexuosum L. aux différents stades de

développement ce qui permettrait de déterminer le stade le plus sensible a la salinité,

-diversifier la recherche a d’autres osmoticums (polyols, acides aminés...) chez cette espéce,
-ansalyser des profils électrophorétiques des proteéines afin de mettre en évidence
d’éventuelles protéines induites par le stress chez cette espéce,

-élargir le champ de prospection a plusieurs autres espéces sur des étendues géographiques
plus larges (H. coronarium, H. carnosum, H. capitatum...) et entreprendre des
caractérisations morphologiques et écophysiologiques,

-estimer les potentialités de séquestration des ions toxiques chez les espéces du genre
Hedysarum et ainsi la capacité de reprise de I’homéostasie ionique a 1’échelle cellulaire et de
I’organisme,

-¢tudier la physiologie de I’activité biologique des bactéroides nodulaires de cette espece dans
des situations environnementales diverses (hydrique, saline, thermique etc.),

-caractériser la valeur nutritionnelle de cette espece sous des conditions de stress,

-enfin, entamer un programme de collecte de semences et de sélection des performances des
populations agronomiques et écophysiologiques dans I’optique d’un projet de domestication
de cette espece dans notre pays comme c’est le cas pour des populations d'Hedysarum dans

plusieurs pays du pourtour méditerranéen.
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