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Résumé

La présente étude a pour but de caractériser les mécanismes de tolérance au stress salin et hydrique
chez la luzerne arborescente (Medicago arborea).

Dans ce contexte, et afin d’¢lucider les connaissances sur la viabilité de ses graines et mieux
comprendre le mécanisme de régénération naturelle par semis, nous avons évalué¢ leur comportement
germinatif dans des conditions contrdlées de stress hydrique et salin. Pour cela, des graines ont été collectées
de la région de Djelfa (Algérie) pour tester leur germination dans un incubateur a la température optimale
continue de 20°C. Pour le stress salin, les graines ont ét€ soumises a différentes concentrations molaires de
NaCl (34 mM, 68 mM, 102 mM, 136 mM, 170 mM, 204 mM, 238 mM, 272 mM) et pour le stress hydrique,
différentes potentiels osmotiques ont été testés (-0,01 Mpa, -0,02 Mpa, -0,05 Mpa, - 0,1 Mpa, -0,2 Mpa),
induits par différentes concentrations de polyéthyléne glycol ¢o00 (PEGggo)-

Les résultats ont montré que la germination était significativement affectée par un stress salin ¢levé
(p<0,05). L'augmentation de la salinité¢ a diminué la capacité de germination et la vitesse de germination, tout
en allongeant le temps de latence et le temps moyen de germination. Les graines réagissent de maniére
comparable face au stress hydrique, puisque leur taux de germination a diminué en fonction de
l'augmentation de la concentration de PEG6000 dans I'environnement. Il a été révélé que la concentration
204mM de NaCl et la pression osmotique -0,05 Mpa constituaient les limites ou seuils physiologiques de
germination des graines étudiées. Il est a noter que lorsque les graines traitées par le NaCl et n’ayant pas pu
germer ont pu récupérer leur aptitude a germer une fois transférées sur milieu non salin, en présence d’eau
distillée. Cela indique que l'inhibition de la germination est liée au stress osmotique, mais aussi a une toxicité
ionique puisque la capacité de germination a diminué par rapport au témoin.

La seconde partie de ce travail consiste a étudier la réponse des plantes de M. arborea au stress
hydrique et salin au stade juvénile de croissance. Les plantules de M. arborea ont été cultivées en pots sous
serre et soumises séparément au stress hydrique a 20%, 40%, 60%, 80% et 100% de la capacité au champ du
substrat, et au stress salin, par addition de NaCl a I'eau d'irrigation aux concentrations suivantes : 0, 50, 100,
150 et 200 meql'l. Les effets du stress ont été déterminés sur la biomasse fraiche et séche, la teneur relative
en eau, la teneur en pigments chlorophylliens des feuilles (chlorophylle et caroténoides), la proline et la
teneur en sucres solubles totaux. Les résultats ont montré que les stress hydrique et salin affectaient la
croissance des plantules, notamment le plus faible régime hydrique (20% de la capacité au champ) qui a
réduit de maniére significative la biomasse fraiche et seche et la teneur relative en eau, tandis que les
plantules soumises a la salinité ont maintenu une bonne teneur en eau (> 70%).

La chlorophylle a et b ainsi que la teneur en caroténoides n’ont pas montré de différences
significatives entre les traitements, tandis que les teneurs de proline et de sucres solubles totaux (principaux
osmolytes impliqués dans l'ajustement osmotique) augmentent de maniére significative en fonction de
l'intensité du stress hydrique et salin. Les résultats soulignent que M. arborea a un potentiel remarquable de
tolérance au déficit hydrique et a la salinité, en impliquant une gamme de stratégies physiologiques pour
faire face au stress régulant ainsi I'activité métabolique et le maintien de la turgescence cellulaire.

Finalement, une derniére partie anatomique a été entreprise pour étudier l'effet du stress salin et
hydrique sur la structure des certains tissus des principaux organes végétatifs, a savoir les racines, tiges et
feuilles des jeunes plantules de M. arborea. Des coupes transversales a main levée ont été effectuées sur ces
différents organes, puis colorées par la technique de la double coloration «vert de méthyle-rouge Congo» et
examinées sous microscope photonique.

Les résultats des différents parameétres histologiques mesurés ont montré une augmentation
maximale de la surface de la section transversale de la racine, du diamétre de la stéle et du diamétre du
xyléme a un niveau de salinité élevé (200 meq / 1), ainsi qu’a un stress hydrique sévéere (20% CC) (P<0,05).

De plus, et contrairement au stress hydrique, la salinité semble avoir un effet significatif sur la
surface de la section transversale de la tige, tandis que pour le diametre des vaisseaux du xyléme, 1’effet
inverse a été observé.

Nos résultats suggerent que M. arborea est considéré comme une espece tolérante au stress salin et
hydrique, compte tenu des changements anatomiques manifestés afin de maintenir la croissance et une bonne
conductivité hydrique.

L’ensemble des données obtenues dénotent que M. arborea est un potentiel végétal prometteur qui
présente des aptitudes morpho-physiologiques, biochimiques et anatomiques lui permettant de prospérer
dans les conditions semi-arides et arides et donc la possibilité de son utilisation dans la réhabilitation des
parcours dégradés.

Mots clés

Medicago arborea, germination, croissance, anatomie, stress salin, stress hydrique, tolérance.



Abstract

The purpose of this study is to characterize the mechanisms of tolerance to salt and water stress in
alfalfa tree (Medicago arborea). In this context, and in order to elucidate knowledge on the viability of its
seeds and better understand the mechanism of natural regeneration by sowing, we evaluated their
germinative behavior under controlled conditions of water and saline stress. For this, seeds were collected
from the Djelfa region (Algeria) to test germination in an incubator at an optimal continuous temperature of
20 ° C. For salt stress, the seeds were subjected to different molar concentrations of NaCl (34, 68, 102, 136,
170, 204, 238 et 272 mM) and for water stress, different osmotic potentials have been tested (-0.01, -0.02,
-0.05, - 0.1 et -0.2 Mpa), induced by different concentrations of polyethylene glycol 6000 (PEGgg).

The results showed that germination was significantly affected by high salt stress (p <0.05). The
increase in salinity decreased the germination capacity and the germination speed, while increasing the
latency time and the average germination time. The seeds react in a comparable way to water stress, since
their germination rate has decreased with the increase in the concentration of PEGgq in the environment. It
was revealed that the 204mM NaCl concentration and the osmotic pressure -0.05 Mpa constituted the
physiological limits or thresholds of germination for the studied seeds. It should be noted that when the seeds
treated with NaCl and having been unable to germinate have been able to recover their ability to germinate
once transferred to a non-saline environment, in the presence of distilled water. This indicates that the
inhibition of germination is linked to osmotic stress, but also to ionic toxicity since that the capacity for
germination has decreased comparing to the control.

The second part of this work consists on studying the response of M. arborea plants to water and
saline stress at the juvenile stage of growth. The plants were grown in pots in a greenhouse and subjected
separately to water stress at 20%, 40%, 60%, 80% and 100% at the field capacity of the substrate, and to salt
stress, by adding NaCl to irrigation water at the following concentrations: 0, 50, 100, 150 and 200meql™". The
effects of stress were determined on the fresh and dry biomass, the relative water content, the content of
leaves pigments (chlorophyll and carotenoids), proline and total soluble sugar contents. The results showed
that water and salt stress affected the growth of plants, in particular the lower water regime (20% of the field
capacity) which significantly reduced the fresh and dry biomass and the relative water content, while that the
plants subjected to salinity maintained a good water content (> 70%).

Chlorophyll a and b as well as the carotenoids content did not show any significant differences
between the treatments, while the content of proline and total soluble sugars (the main osmolytes involved in
osmotic adjustment) significantly increased according to the intensity of water and salt stress. The results
emphasize that M. arborea has a remarkable potential for tolerance to water deficit and salinity, by involving
a range of physiological strategies to cope with stress, thus regulating metabolic activity and the maintenance
of cell turgor.

Finally, a cytological part was undertaken to study the effect of salt and water stress on the
anatomical structure of the main vegetative organs: roots, stems and leaves of the young plants of M.
arborea. We carried out freehand cross sections on these different organs, colored by the technique of double
coloring "Methyl green-Congo Red" and observed by photonic microscopy techniques.

The results of the different measured parameters showed a maximum increase in the root cross
section diameter, the stele diameter and the xylem vessels diameter at a higher level of salinity (200 meql™),
thus to severe water stress (20% FC) (P> 0.05). In addition, and unlike water stress, salinity seems to have a
significant stimulating effect on the stem cross section diameter, while for the xylem vessels diameter, the
opposite effect was observed.

Our results suggest that M. arborea is considered a species tolerant to salt and water stress,

considering the occurred anatomical changes in order to maintain growth and good water conductivity.
The obtained findings indicate that M. arborea is regarded as a promising plant potential providing many
morpho-physiological, biochemical and anatomical aptitudes which allow the species to prosper in arid and
semi-arid conditions and thus the possibility to use it for the rehabilitation and reforestation of damaged
lands.

Keywords
Medicago arborea, germination, growth, anatomy, salt stress, water stress, tolerance.
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Introduction

Les terres arides et semi-arides de la région méditerranéenne se caractérisent par la
variabilité climatique principalement l'irrégularité des précipitations, la sécheresse et les variations
thermiques associées a une importante évaporation, favorisant I'accumulation de sel dans le sol et
conduisant a la salinisation du sol et des eaux d’irrigation (Lachiheb ef al., 2004). En Algérie, ces
terres couvrent plus de 216 000 km? de surface (Le Houérou, 1995).

La sécheresse et la salinité sont parmi les principaux stress abiotiques caractérisant ces
zones, qui affectent négativement la croissance et la productivité des plantes (Tuteja, 2010; Kyani et
Niknam, 2015). De plus, la disponibilité de I'eau dans le sol est le principal facteur limitant de la
production pastorale méditerranéenne et constitue un défi a la régénération des especes végétales
(Medrano et al., 1998).

Afin de faire face a ces conditions environnementales, différentes stratégies pourraient
étre adoptées, notamment, le choix idéal de la végétation appropriée pour les conditions précédentes
qui constituent I'une des approches les plus pratiques qui pourrait résoudre les problémes de
réhabilitation des sols endommagés dans la région méditerranéenne (Wang et al., 2004).

Pour cela, de nombreuses recherches ont été orientées vers l'introduction d'especes ligneuses
de légumineuses, en raison des énormes potentiels qu'elles pourraient offrir principalement la
tolérance aux stress abiotiques, la valeur socio-économique comme la production de fourrage, la
nutrition humaine, la protection des sols endommagés et le maintien de leur fertilit¢ (Morandini,
1987).

Parmi la flore méditerranéenne, la luzerne arborescente (Medicago arborea L.) est I'une des
especes indigénes les plus importantes des régions méditerranéennes arides et semi-arides
(Hickman, 1993). C'est un arbuste légumineux, hautement nutritif et pourrait agir comme une
espeéce stratégique soutenant les ressources conventionnelles autochtones dans les systémes
fourragers pour 1'¢levage ovin en milieux arides (Papanastasis et al., 1998; Amato et al., 2004).
I1 est adapté a la sécheresse périodique et a tous les types de sols, capable de protéger les
zones fragiles de 1'érosion éolienne et hydrique, et donc utilisé dans de nombreux programmes de
valorisation et de restauration des zones steppiques endommagées (Lapeyronie, 1982; De Koning et
Duncun , 2000).

Nonobstant son rdle crucial, ’installation de plantes est une phase initiale critique de
développement qui dépend de la disponibilité de 1'eau et des nutriments (Lefi et al., 2004), dans la
mesure ou elle détermine 1'établissement du semis, son acclimatation dans l'environnement et

probablement sa productivité ultérieure (Tremblin et Binet, 1984).



La tolérance des plantes a la sécheresse et a la salinité implique des mécanismes aux
niveaux morphologique, physiologique, biochimique et moléculaire de la plante entiere (Farooq et
al., 2009).

Plusieurs études ont couvert divers aspects des similitudes et des contrastes de la réponse des
plantes a la sécheresse et au stress salin. La salinité réduit la capacité des plantes a absorber 1'eau, ce
qui entraine rapidement des réductions du taux de croissance, ainsi qu'une série de changements
métaboliques similaires a ceux causés par le stress hydrique (Munns, 2002 ; Bartels et Sunkar,
2005).

La photosynthése et la croissance des plantes sont parmi les principaux processus affectés
par la sécheresse (Chaves, 1991) et la salinité¢ (Munns et al., 2006). Sous stress salin et hydrique, les
plantes accumulent une gamme d'osmolytes y compris la proline et les sucres solubles, afin de
réaliser un ajustement osmotique (Zhu, 2002 ; 2007). Selon l'espéce impliquée et I’intensité et la
durée du stress, la concentration de proline peut atteindre un niveau de plusieurs centaines de fois
supérieur a sa valeur de base (KaviKishor et Sreenivasulu, 2014).

De nombreuses études ont révélé qu'une salinité élevée provoque principalement des
altérations anatomiques telles que la réduction du nombre de stomates (Hwang et Chen 1995;
Cavusoglu et al., 2007), I'épaisseur des feuilles (Shennan et al., 1987; Cavusoglu et al., 2008),
la distance entre les faisceaux vasculaires et le nombre de cellules de 1'épiderme (Cavusoglu
et al.2007). D'autres changements structurels se sont produits dans les plantes stressées par le
sel, comme une différenciation inhibée, un diamétre et un nombre de vaisseaux de xyléme modifiés.
En fait, ce changement dans la structure du xyléme peut affecter la capacité de transport de I'eau
(Tyree et al., 1994; Hacke et al., 2006). La capacité du xyléme a supporter une pression négative
varie en fonction des contraintes environnementales particulieres (Sperry et Tyree 1990).

La plupart des études écologiques suggérent que les plantes poussant sous stress ont
tendance a posséder des feuilles avec plus de trichomes et de stomates enfoncés que celles cultivées
dans des conditions normales (Amzat et al., 2009). Les stomates et les trichomes sont donc de
possibles indicateurs de carence en eau chez les plantes (Adulrahaman, 2009). La sécheresse peut
influencer la formation des trichomes et les structures des stomates (Nagata et al., 1999; Hoglund et
Larsson, 2005). Le stress hydrique entraine une variation de la taille des cellules du mésophylle des

accessions avec une stabilit¢ du nombre de zones de faisceaux vasculaires (Hammed et al., 2002).

La plupart des plantes ont donc une certaine adaptation ou réponse pour améliorer la
croissance et le taux de survie pendant la sécheresse et ou la salinité et la récupération ultérieure.
Dans ce contexte et compte tenu du manque de données sur la tolérance de M. arborea a la

salinité et a la sécheresse en Algérie, cette étude a été menée d’abord afin de comprendre davantage



le mécanisme de régénération naturelle par semis de M. arborea et a se concentrer sur la
connaissance de la viabilité¢ de ses graines par 1'évaluation de leur comportement germinatif dans
des conditions contrdlées de stress salin et hydrique.

D’un autre coté, une étude sur les réponses morphologiques, physiologiques et biochimiques
a été réalisée sous serre dans des conditions contrdlées de stress salin et hydrique, afin de
comprendre les mécanismes de tolérance de 1'espece.

Etant donné que la résistance au stress est un trait complexe impliquant plusieurs propriétés
en interaction, il existe un intérét croissant pour étudier le comportement anatomique de I’espece
afin d'identifier et de comprendre les mécanismes de tolérance au stress salin et hydrique.

Cependant, peu d'informations sont disponibles sur les réponses anatomiques chez cette espéce.

Notre thése est scindée en deux parties :

v’ une premiére partie bibliographique comprenant deux chapitres consacrés aux connaissances
de la littérature sur I’espece Medicago arborea et I’autre sur la physiologie des stress
environnementaux.

v une deuxiéme partie expérimentale contenant trois chapitres :

- le premier chapitre : consacré a 1’étude de ’effet du stress hydrique et salin sur la
germination des graines de M. arborea,

- le deuxiéme chapitre : caractérisation de la croissance sous stress, dans le but
d’évaluer les réponses morpho-physiologiques et biochimiques de l’espéce sous
conditions hydriques et salines contraignantes au cours des premiers stades de la
croissance,

- le troisieéme chapitre : réponses anatomiques de M. arborea aux stress hydrique et salin
dans le but de faire ressortir les principales caractéristiques d’adaptation anatomique a
ces deux contraintes abiotiques.

Enfin, cette thése est terminée par une conclusion générale avec des perspectives ainsi que le

listing des différentes références bibliographiques utilisées.
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Chapitre I : Données générales sur Medicago arborea L.

I. Caracteres botanique

I.1. Etymologie et Nomenclature

Le terme "Medicago" vient du mot latin "Medica" ou «herbes de Médic» (Fournier, 1961),
modifi¢ par Dalechamps en 1587, et devient Medicago. L’épithéte arborea du latin, signifie
arbre par référence a son port buissonnant (Small, 2011).

Le nom scientifique du genre Medicago n’est pas li¢ a ses propriétés médicinales, mais
selon ‘‘Théophraste’’, au fait que la luzerne serait originaire de Médie (région allant du Nord-
Ouest de I'lran a I’Azerbaidjan). D’aprés le rapport de Pline, cette plante précieuse était
inconnue pour les Grecs, et elle a ét¢é communiquée par les Perses, lorsque le roi Darius
conquerra la Gréce (Duhamel, 1809).

Quant au nom vernaculaire du genre ‘Luzerne’ (tab. 1), attesté depuis le 17éme siécle, est une
réfection de Lauserne emprunté au provencal (l'occitan) luzerno qui désigne une petite
lumiére ou le ver luisant, et issu du latin Lucerna qui veut dire lampe ou lanterne en raison de
l'aspect brillant des graines de la plante (Pline I’ancien, 1669).

Le nom anglais et espagnol ‘alfalfa’ proviendrait du nom arabe « al-fag-facahy», qui signifie «
le pere des aliments » car il servait autrefois de fourrage aux chevaux. Selon Montresquieu
(1835), les anciens Grecs et Romain sont référé a la luzerne en arbre ou M. arborea par le
Cytisus des anciens ou cytise de Virgile. Jusqu’au 18éme siecle, beaucoup de botanistes
européens ont encore référée a cette espece par le Cytisus, pour étre enfin classée et nommée
de Medicago arborea par Linné en 1753 (Small, 2011).

Tableau 1: Différents dénominations de M. arborea

Noms vernaculaires Noms scientifiques Synonymes taxonomiques
FR : luzerne arborescente, Medica arborea (L.) Mill. (1768)
luzerne en arbre ; Rhodussia arborea (L.) Vasssilez

ANG : shrub medic, moon (1972)

trefoil, alfalfa tree, tree Medicago arborea L. (1753)

(Small, 2011). (Small, 2011).

lucerne ; Medicago arborescens C. Presl.
ESP: alfalfa arborea (1986)
(Small, 2011) (Aymonin et Timbal, 1986)
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I.2. Taxonomie et classification systématique

Medicago arborea appartient aux Fabaceae ; anciennement leguminosea ;est le plus grand
ensemble angiospermien, cosmopolite, prédominant en individus et en especes (12 000
especes) dans de nombreux biomes, famille ou superfamille composée de plantes herbacées,
arbres et arbustes ou lianes, annuelles ou vivaces, et caractérisée particulicrement par la
symbiose rhizobiale a capacité fixatrice de l’azote atmosphérique (Judd et al., 2002 ;
Spichiger et al., 2004).

Comme les Fabacées se subdivisent en 3 sous-familles : Caesalpinioideae, Mimosoideae et
Faboideae (Ex-papilionacées), cette derni¢re dont fait partie M. arborea, est la sous-famille la
plus importante numériquement et la plus diversifiée avec 440-500 genres, 12000 especes,
particulierement adaptées aux conditions méditerranéennes (Spichiger et al., 2004).

Le genre Medicago est proche du genre Melilotus et Trigonella. 11 comprend : 55 especes
herbacées, 34 annuelles et 21 pérennes, parmi lesquelles une dizaine est cultivée dont la
plupart sont présentes dans les paturages, notamment méditerranéens (Halmi, 2010).

La plupart des especes du genre Medicago sont connues depuis le XVIeme siecle, ainsi
décrites par Linné en 1753 dans « Species Plantarium », dont il a réuni le genre Medica de
Tournefort (Prosperi et al., 1995).

Le nombre de chromosome au sein du genre est assez variable avec 2n= 14, 16, 18, 28, 32 et
48 dont le nombre de base prédominant dans le genre est X=8, ceci est également trouvé chez
plusieurs genres de Fabaceae (Astragalus, Melilotus, Trigonella et Trifolium) (Agarwal,
1979 ; Agarwal et Gupta, 1983).

M. arborea est la seule espece du genre avec un habitus buissonnant. Pour cela, il peut étre
phyllogénétiquement considéré comme I’espece la plus ancienne (ancestrale, archaique) du
genre Medicago en raison de son port arbustif (Lesins et Lesins, 1979).

Il a été reporté par plusieurs auteurs que I’espece est tétraploide ou hexaploide 2n= 32, 48
(Ghimpu, 1930; Mariani, 1963; Raven ef al., 1965).

Il présente une trés large variabilité phénotypique et est dispersé¢ dans tout le bassin
méditerranéen (Martiniello et al., 1994).

La caractéristique morphologique qui distingue cette espéce des autres especes du genre est sa
structure florale ou le caréne est égale ou plus long que I’étendard.

Quelques ascendances sont caractérisées par une autopollinisation, ce qui paradoxalement
suggere que M. arborea est proche du point de vue phyllogénétique des espeéces annuelles

récentes ou dominent 1I’autogamie et la mutation. Toutefois, I’hybridation de I’espece avec M.



Chapitre I : Données générales sur Medicago arborea L.

sativa n’a pas réussi, dont I’obstacle principale a 1’échange des geénes c’est la ploidie, avec
2n=16 pour M. sativa (Armour et al., 2008 ; Lesins et Lesins, 1979).

On en connaissait peu de variétés de M. arborea, cependant, Maire (1953) avait rapporté
d’Espagne une forme a fleur sulfurique, qui est conservée au jardin botanique de I’université
d’Alger. En 1943, Meunissier a signalé également I’existence d’un type a folioles plus larges
qui aurait été introduit de Grece. Trois types a port (habitus) et a feuillage différents ont été
aussi distingués au jardin d’essai d’Alger (Laumont et L’Hermite, 1953).

Font Quer (1924) a également décrit dans 1’ile de Baléare, Espartar, une variété M. arborea
var. citrina caractérisée par de grandes gousses et fleurs jaune-citron, rapporté diploide (2n =
16) par Fernandes et Santos de Fatima (1971).

Différents avis ont été proposés concernant I’espece-type du genre Medicago, en considérant
M. radiata, M. sativa ou M. arborea (Scofield, 1908; Britton et Browns, 1913; Grossheim,
1945). Récemment, M. sativa, 1'espéce la plus répandue dans le monde a été finalement
proposée comme 1’espéce-type (Gunn et al.,1978).

Concernant la conservation ex-situ de 1’espéce, EURISCO (2013) signale 28 accessions
détenues dans des banques de geénes européennes, dont deux sont d'origine sauvage et 23 a
origine non déterminées.

Plusieurs classifications de I’espéce Medicago arborea furent proposées par différents
botanistes et taxonomistes. En effet, selon la littérature ancienne et récente, deux différentes

classifications existent (tab. 2).
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Tableau 2 : Classification classique et récente (APG II) de Medicago arborea

Classification classique

(Crété, 1965)

Classification APG III (2009)
(Chase et Reveal, 2009)

Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones

Sous Classe Dialypétales

Série Caliciflores

*Périgynes prédominantes
Sous série diplostémones
Ordre Rosales

Famille Leguminoseae

Sous Famille Papilionoidae

* Androcée monadelphe parfois
polyadelphes

Tribu Trifolieae

Genre Medicago

Espéce Medicago arborea L.

Régne Plantae

Classe Magnoliophyta

Sub-Classe Euangiospermes
Classe Eudicotylédones
Sous/Classe Fabidae (Eurosidées I)
Super-Ordre Rosanae

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Genre Medicago

Espece Medicago arborea L.

I.3. Description botanique

1.3.1. Habitus général

Medicago arborea L.est un arbuste pérenne, seule espece du genre ayant le port buissonnant

atteignant de 1-4 m de haut dans les conditions favorables (fig. A) (Lesins et Lesins, 1979).

C’est une espeéce nanophanérophyte cespiteux, trés polymorphe (Blamey et Grey-Wilson,

2009 ; De Konning, 2000). Dans la région méditerranéenne, il a une longévité qui peut aller

plus de plus de 30 ans (Andreu et al., 1994).

Sa caractéristique particulicre, qu’il est densément recouvert de poils soyeux sur toutes les

parties végétatives (sauf les cotés supérieurs des feuilles), en donnant a la plante un aspect

vert grisatre a blanchatre (tomenteux), et qui en vieillissant deviennent glabres (Lesins et

Lesins, 1979).
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1.3.2. Racines

Les racines de M. arborea sont pivotantes dont la racine principale pouvant atteindre jusqu’a
deux métres de profondeur, trés ramifiées en réseau dense de racines latérales souvent
superficielles, portant des galles noduleuses hébergeant des bactéries rhizobiacées. Ce type de
systeme racinaire permet de stabiliser le sol et grace a la capacité de fixer I’azote, il peut se
développer rapidement dans des sols appauvris en fournissant une biomasse élevée (Andreu et
al., 1994) (fig. B).

1.3.3. Tronc

C’est un arbuste caractérisé par de nombreuses tiges, ramifiées a stries longitudinales, a poils
soyeux, pubescents blanchatres (Laumont et L’Hermite, 1953 ; Bayer et al., 1990).

1.3.4. Feuillage

M. arborea est caractérisé par un feuillage dense, en bouquets. Les feuilles sont alternes,
trifoliées, pourvues de deux stipules lancéolées a triangulaires, entiéres, soudées avec le
pétiole pour former une gaine. Folioles sensiblement égales, les deux latérales subsessiles, la
supérieure pétiolée, de 10-20 mm x 8-18 mm, obovales, mucronées a leur extrémité parfois
terminées par une petite pointe, pubescentes a leur face inférieure a poils soyeux blanchatres
et glabres d’un vert plus ou moins foncé en dessus et a nervures peu visibles (fig. C).

La foliole impaire présente au niveau du point d’attachement au pétiolule, un rétrécissement
poilu, véritable point d’articulation lui permettant de modifier son inclinaison suivant les
conditions atmosphériques ambiantes. Les folioles latérales peuvent également rapprocher
leur faces supérieures I’une de 1’autre (Laumant et L’Hermite, 1953 ; Lesins et Lesins, 1979 ;
Bayer et al., 1990).

1.3.5. Inflorescence, fleurs

M. arborea généralement fleuris deux ans aprés culture. L’inflorescence est en grappes
axillaires laches, longuement pédonculées (pédoncule pubescent de 2 a 5 cm de long),
solitaires (une seule inflorescence par bourgeon) (Laumant et L’Hermite, 1953 ; Bayer et al.,
1990) (fig. D).

Les fleurs sont plus ou moins de couleur jaune foncé (orangé), riche en flavonoides et
caroténoides. Le pédoncule porte de 7 a 14 fleurs de 12-15 mm de long, pédicellées.
Pédicelles pubescents de 5 a 10 mm et munis chacun d’une bractée poilue, ciliée a leur base
(fig. E).

Le calice fait la moiti¢é ou moins de la longueur de la fleur, formé de 5 sépales aigiies
pubescents de 5 a 8 mm soudés entre eux. Corole papilionacée de 10 a 15 mm de long, formée

de 5 pétales jaunes d’or répartis en : un pétale antérieur ou étendard ; deux pétales latéraux ou

8
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ailes ; deux postérieurs soudés formant le caréne. L’étendard elliptique, plus court ou aussi
long que la caréne (Laumant et L’Hermite, 1953; Lesins et Lesins, 1979 ; Bayer et al., 1990).
Les étamines sont diadelphes, au nombre de neuf a filets filiformes, soudés en un tube
staminal fendu devant et enfermant le pistil et une fibre antérieure, diplostémones (anthéres
placer en deux rangées), disposition visible seulement chez les jeunes fleurs non épanouies et
disparait chez les adultes (Laumant et L’Hermite, 1953). Grains de pollen cylindriques tri-
aperturés, a exine lisse (Quiros et Bauchaux, 1988).

1.3.6. Fruits, graines

Les fruits sont des gousses minces, stipulées, aplaties, bivalves, déhiscentes, d’un jaune de
paille a sombre (noir), de 10-15 mm en long, enroulées enl-1,5 tour en spire laches ou
falciformes, avec un trou central, glabres, a nervation nette réticulée (fig. F).

La spiralisation/I’enroulement commence a un stade précoce de développement du fruit ou le
nombre de tour (spire) par gousse est une caractéristique de I’espece.

La gousse contient 2 a 4 graines, lisses, aplaties, réniformes (forme générale d’haricot), de 3-
4.5 mm x 2-3 mm, pesant 6-9.5 mg, de couleurs variées du jaune a brun, riches en
polyphénols (fig. G). Elles sont caractérisées par des téguments lisses, radicule égale ou
légérement plus longue que la moitié de la graine et 1’épicotyle est renfermé entre les
cotylédons (Laumant et L Hermite, 1953 ; Lesins et Lesins, 1979 ; Blamey et Grey-Wilson,
2009).
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Planche I : Les différents organes de Medicago arborea (Cliché Aissat, 2018, Sidi bel Abbes)
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Légendes de la planche I
Figure A: Arbuste de Medicago arborea L.
Figure B : Racines de plantule de M. arborea dgée de six mois
Figure C : Feuille trifoliée de M. arborea
Figure D : Inflorescence en grappes de M. arborea
Figure E : Fleur de M. arborea (Et : étendard ; Ca : caréne ; Ai : ailes)
Figure F : Gousse de M. arborea
Figure G: Graines de M. arborea
II. Caractéres biologiques
I1.1. Cycle de développement
Au cours de leur développement, les espéces du genre Medicago passe par différents stades
(fig. 8)
I1.1.1. Stades végétatifs
Stade 1 : apres une germination hypogée, I’émergence des deux cotylédons.
Stade 2 : émission des premieres feuilles cotylédonaires ou unifoliées.
Stade 3 : au cours du développement de la plante, la premicre tige croit en produisant des
feuilles trifoliées, pédicellées et alternes, puis multifoliées.
Stade 4 : pendant la période de végétation active, la plante émet de jeunes pousses
pubescentes qui son munies d’innovations latérales distiques (bourgeons).Chaque innovation
est formée fondamentalement d’une feuille trifoliée stipulée, a 1’aisselle de laquelle se trouve
un bourgeon axillaire formateur de tiges.
Stade 5 : croissance des bourgeons en tiges feuillées et développement des tiges suit un ordre
bien précis : tiges primaires, secondaires et tertiaires.
Le bourgeon axillaire de la premiere feuille unifoliée se développe pour donner une tige

secondaire. Sur une pousse agée, les bourgeons donnent naissance, suivant leur position : a la

aires , aires
I aires . I

base, a des feuilles I sur la partie médiane, a des feuilles | et des rameaux latéraux
(chaque rameau latérale ressemble au rameau principal) et en partie supérieure, a des feuilles
11 %" des rameaux latéraux et des inflorescences.

Stade 6 : ¢longation des entre-nceuds avec croissance rapide. Dés 1’apparition des boutons
floraux, 1’¢longation sera ralentie.

I1.1.2. Stades reproductifs

Stade 1 : apparition des boutons floraux : ‘‘stade bourgeonnement’’. Les fleurs apparaissent
entre le 6™ et le 14°™ entre-nceud en fonction des conditions du milieu et de leur

déterminisme génétique.
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Stade 2 : mise en floraison, fécondation et maturité des graines.

(Laumant et L’Hermite, 1953 ; Hireche, 2006).

germination premiére  feyilles premiere tiges secondaires
hypogée  feuille  aiemies  fige ultérieures
unifoliée trifoliées  secondaire

Figure 1 : Cycle de développement chez Medicago (Prolea, 2002)

I1.2.Régénération

La pollinisation de M. arborea est entomophile par les hyménopteres dont la couleur vive des
pétales et la présence de nectar attirent les insectes. Ces derniers assurent une pollinisation
croisée (le pollen d'une fleur étant transporté sur le stigmate d'une autre fleur); plante
entomogame (Small, 2011).

M. arborea a la fleur la plus large des espéces du genre qui peut étre naturellement associée a
différents abeilles pollinisatrices. Ricciardelli-D’Albore (1984) a observé les abeilles :
Anthophora acervorum L., Osmia rufacornigera Rossi, Andrena ovatula K, Xylocopa
violacea et Bombus spp., celles-ci sont plus présentes que les abeilles domestiques.

Certaines lignées de M. arborea qui ont été étudiées par Lesins et Lesins (1979), ont pu
donner des gaines sous serre par autopollinisation, ceci indique qu’elles ont étéateintes d’une
sorte de stress qui necessite une autopolinisation pour survivre. Cela peut avoir lieu lors des
périodes de dessication dans la région méditerranéenne.

La propagation de l'espéce est facile par semis, bien que les graines soient peu abondantes et
difficiles a récolter (Dommergues et al., 1990).

Le semis s'effectue de préférence au printemps, comme il peut se faire sous serre en automne.

La germination est caractérisée par une vitesse et un taux de germination tres élevés. Les

12
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jeunes plantules repiquées restent sous serre jusqu'au début de l'hiver suivant, ensuite, la
transplantation s'effectue a la fin du printemps ou au début de 1'été. 1l a été noté dans le sud de
I’Italie que I’espece entre en dormance pendant 1’ét¢ (Martiniello et Lamascese, 1993).

La multiplication par voie végétative, marcottes ou boutures est ainsi envisageable dont
I’installation est rapide apres repiquage (Dictionnaire d’histoire naturelle, 1807 ; Bonciarelli
et al., 1984 ; Papanastasis, 1985).

La transplantation des plants de préférence au printemps a des densités de plantation de 1000
a 2500 plants par hectare en fonction de la pluviométrie et de la texture ou structure des sols,
bien que El Hamrouni et Sarson (1976) ont recommandé une densité de 2860 pieds/ha alors
que Saadani (1989) a rapporté une densité de 400 a 950 pieds/ha.

La culture des plants de M. arborea peut se réaliser par différents systémes de plantation
notamment soit par ensemencement direct des semences a 1’aide de semoir, soit le repiquage
des plantules dgées de quatre mois, ou des boutures enracinées dgées de cinq mois (Crete et
Rossini, 1994).

I1.3. Maladies et pathogénes

De nombreuses maladies fongiques peuvent affecter M. arborea, les plus graves sont celles
qui causent un dépérissement des jeunes plantules, citant: la verse (verticillium),le
milidou(Perenospora trifoliorum), la rouille (Uromyces striatus) et 1’oidium (Erysiphe
trofolii) (Yaege et Stuteville, 2002 ; EURISCO Catalogue, 2013).

L’anthracnose causé¢ par Colletotrichum trifolii affectant le rendement, est la pathologie
fongique majeure chez Medicago arborea dont il est résistant particulierement en Australie et
les Etats Unies (Irwin et al., 2001 ; Elgin et Ostazeski, 1982). Il est ainsi résistant au
flétrissement bactérien (Corynebacterium insidiosum) (Renfro et Sprague, 1959).

Les principaux ravageurs sont : la petite limace grise (Deroceras reticulatum), le phytonome
(Hypera postica) et la capside (Exolygus). Les coléopteres, les punaises et les pucerons sont
ainsi des ennemies de I’espéce (Yaege et Stuteville, 2002 ; Wortham, 2009).

Le lievre sauvage attaque les pieds de M. arborea en les endommageant au niveau des collets
et préférent les rameaux souples non lignifiés. Pour cela, Créte et Rossini (1994) ont
recommandé les boutures pour une meilleure installation dans les bois, les garrigues ou dans
les maquis car elles sont plus résistantes avec un taux de lignification plus ¢élevé.

I11. Origine et répartition géographique

Les pays de I’Afrique du nord en général et du Maghreb en particulier, sont considérés
comme centre de diversité génétique pour plusieurs espeéces de grande importance pour

I’agriculture et 1’alimentation-fourrage, notamment les luzernes/especes du genre Medicago.
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Il existerait en Algérie prés d’une vingtaine d’especes du genre Medicago (Chouaki, 2006).
Medicago arborea est un arbuste, parmi les 1égumineuses ligneuses, adapté et susceptible
d’étre introduit avec succes dans les régions méditerranéennes subhumides et couramment
cultivé pour son fourrage (Dommergue et al., 1990 ; Prosperi et al., 1995).

Au premier siecle de cette ¢re, Pline (1669) a écrit que Medicago arborea a été découvert
dans I’'lle de Cythnus d’ou sa dénomination : arbuste de Cytisus, et a partir de 1a il a été
transporté vers d'autres iles adjacentes de l'archipel égéen et la partie continentale grecque
(Lesins et Lesins, 1979).

Selon Aubin (1980, 1981), la luzerne arborescente est originaire de la Grece et des Iles
grecques « Huxeley ». Elle se trouve a I’état indigéne dans la Grece et en Albanie, cité aussi
indigeéne en Italie dans Flora Europea (Tutin et coll., 1964).

Signalé par Burnat (1892) dans la flore des alpes Maritimes pour la premicre fois en sud de
France, I’espéce est présente sur tout le pourtour du bassin méditerranéen, en Italie,
Sardaigne, Sicile, Albanie, Greéce, Turquie, Créte, Algérie, Espagne et Portugal.
Actuellement, elle est distribuée dans les iles Canaries et Baléares le long du sud de 1'Europe
jusqu'en Asie Mineure.

Post (1896) a aussi noté qu’elle a été introduite aux alentours de Jérusalem et naturalisée dans
I’ Australie, le nord américain et le proche Orient, a I’occasion des différents courants des
colonisations humaines. Bien que son utilisation comme plante décorative dans les régions
mentionnées a brouillé son aire de répartition naturelle (Lesins et Lesins, 1979)

IV. Exigences climatiques et édaphiques

L’ensemble du pourtour méditerranéen comprend une flore trés riche en légumineuses
adaptées aux diverses conditions pédoclimatiques de ces régions. Medicago arborea est parmi
cette flore méditerranéenne. Les luzernes s’accommodent a des sécheresses périodiques et
sont adaptées a tous les types de sols qui ne sont pas trop humides (Lapeyronie, 1982).
IV.1.Habitat (Altitude et Sol)

La luzerne arborescente est originaire de la région Méditerranéenne, elle s’accommode
naturellement aux milieux rocheux et pierreux, particulie¢rement aux falaises, flancs des
coteaux (collines) avec une altitude de 50 a 1000 m et cultivée dans les jardins (Lesins
et Lesins, 1979 ; Blamey et Grey-Wilson, 2009).

Cet arbuste pousse sur les sols calcaires relativement arides, mais préfeére les terres profondes
perméables, trés bien drainées, riches en calcaire, sols superficiels, argileux gypseux a texture

fine, ou elle donne de meilleurs rendements sans obstacles a son enracinement, dont le pH est
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inférieur a 6,5. Toutefois, elle est mal adaptée aux sols lourds et engorgés d’eau qui limitent le
développement des nodules (De Konning, 2000 ; Papanastasis, 1998).

Il est bien adapté aux sols infertiles, alcalins et sablonneux relativement arides et supporte
également une légere salinité de sol (Dear et al., 2003).

Le travail de Mastrorilli et al. (1986) a montré chez cette espece, cultivée dans une zone
marginale en sud de I’Italie (Murgia), zone montagneuse caractérisée par des sols peu
profonds, une bonne adaptation aux conditions environnementales défavorables notamment,
un sol argileux, accessibilit¢ d’eau par les plantes limitée (effective water storage) et rareté
des précipitations méme en hivers tout en donnant un rendement important de 2t/ha par an.
IV.2. Climat

M. arborea est un arbuste qui s’accommode bien aux climats méditerranéens subhumides,
semi-arides et arides, chauds a tempérés (Kadik, 1974 ; Papanastasis, 1998).

C’est une espéce exigeant 1’humidité atmosphérique pour accomplir sa croissance mais elle
résiste généralement aux hivers rigoureux et aux gelées (Papanastasis, 1998), ainsi qu’a la
chaleur, raison pour laquelle Lesins et Lesins (1979) supposent qu’elle date du début du
tertiaire (période initiale de 1’ére tertiaire) avant que les conditions climatiques changent et
deviennent plus fraiches. Dans ce contexte, Rivas-Martinez et al (1986) ont noté qu’elle
appartient a 1’étage bioclimatique Méso- méditerranéen (température annuelle de 13-17°C,
min de T° au mois le plus froid de "1°C- 4°C, gel en Novembre) a Thermo-méditerranéen (T°
annuelle de 17-19°C, min de T° au mois le plus froid de 4°-10°C, gel en Décembre-Février).
En termes de pluviométrie, elle exige un optimum de précipitations annuelles de 400 mm par
an, mais elle reste encore productive a 300-350 mm et méme a 200-300 mm (Dommergues e?
al., 1990 ; Papanastasis, 1998).

D’aprés Travlos et Economou (2006), M. arboreaa une bonne tolérance aux températures
relativement élevées, jusqu’a 30°C, au froid et gelée pendant I’hiver, ou il a réussi a survire
pendant 66 jours de gelée a Tripolis- Liban et 44 jours a Tel Hadya-Syrie ; il est ainsi tres
résistant a la sécheresse (< 250 mm précipitations annuelles) (ICARDA Annual Report 1997).
I a été choisi comme espéce prometteuse pour les zones arides et semi-aride
méditerranéennes, ou il montre un potentiel trés élevé comme espece fourragere de valeur
pour ces régions, avec un climat méditerranéen a faibles précipitations (De Konning, 2000).
IV.3. Association symbiotiques

Les associations symbiotiques fixatrices d’azote est une caractéristique des légumineuses
(rhizobium-légumineuse). Celles-ci produisent des protéines en abondance sans fertilisation

azotée (Zakhia et al., 2004 ; Dommergue, 2006).
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La formation des nodosités se fait au cours des différentes étapes: colonisation de la
rhizospheére, infection, développement des bactéroides dont elle exige une relation génétique
intime entre les bactéries et la plante (Baulieu, 2004).

M. arborea, une 1égumineuse arbustive nodulée, trés spécifique comme les autres especes du
genre, est hote d’une rhizobiacée nommeée : Sinorhizobium medicae (Dommergues et al.,
1990), ou Ensifer (Mousavi et al., 2014), alors que Valdenegro et al. (2001) montre une
compatibilité avec une symbionte Rhizobium melliloti et il peut méme s’associer avec des
champignons mycorhiziens arbusculaires.

Une caractérisation phénotypique des bactéries isolées a partir des racines de la luzerne
arborescente cultivées dans des sols arides provenant du Nord et I’Est du Maroc, a révélé une
bonne compatibilité respectivement avec Ensifer melliloti et Sinorhizobium melliloti, des
rhizobiacées appartenant aux alpha-protéo-bactéries. Il ressort ainsi que les phénotypes de ces
rhizobiacées peuvent étre considérées comme des modalités adaptatives aux conditions des
régions arides et semi-arides. En effet, la diversité phénotypique des rhizobiacées nodulant M.
arboreapeut étre envisagée comme un critére d’importance écologique particuliere dans la
mesure ou elle permet 1’installation d’une symbiose fonctionnelle méme si les conditions
climatiques et édaphiques sont séveéres (I’humidité du sol, variation du pH et salinisation,
température et salinisation) (Guerroud; et al., 2013 ; 2016).

La symbiose rhizobiale constitue le principal mécanisme biologique d’apport d’azote dans les
systémes de production agricole, elle apparait d’un intérét stratégique renforcé aussi pour sa
capacité plus économe énergétiquement et plus respectueuse a fournir de 1’azote aux systémes
de culture que pour ses répercussion environnementales (Thiebeau ef al., 2001 ; Germon,
2013).

IV.4. Intéréts et usages

L’intérét des légumineuses réside dans leur capacité de fixation symbiotique de 1'azote qui
leur permet de produire en abondance des protéines en 1’absence de fertilisation azotée
(Ramirez-Suero, 2009).

IV.4.1. Intérét écologique

Selon Andreu et al. (1994, 1995 et 1998), M. arborea a réduit I’érosion hydrique et €olienne
du sol en Espagne. Sa plantation est trés utile pour créer des haies brise-vent et pour la
fixation mécanique de mouvement des dunes dans les zones semi-aride et aride (Kadik, 1983 ;
De konning, 2000). L’espece est aussi trés résistante aux feux (Mollison, 1981).

C’est un arbuste fourrager qui a fait 1’objet d’utilisation importante au niveau de certaines

régions de mise en valeur et de restauration des parcours steppiques (Chouaki, 2006). Il joue
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aussi un réle trés important a propos de la régénération des terres marginales arides (Gallego
etal.,2014).

Dans ce contexte, et dans le cadre d'un aménagement global et la restauration de la région de
I'Aurés (Algérie) pour mettre fin aux processus de dégradation intense des formations
végeétales, le service forestier I'O.N.T.F a testé le M. arborea qui a donné dans les conditions
steppiques des rendements intéressants de I'ordre de 1250 UF/ha (Abdessemed, 1985).

Dans le cadre de I’aménagement des zones marginales du sud de 1’Italie (Murgia-les pouilles),
M. arborea a montré une grande capacité a s’adapter aux conditions environnementales
défavorables notamment les sols superficiels argileux 1égéres et précipitations annuelles peu
abondantes et fréquentes. Ainsi, il a ét¢ suggéré comme espéce capable de maintenir
I’équilibre écologique dans la région méditerranéenne, enrichir les sols pauvres en azote et
supporter les ressources fourrageres existantes (Losavio ef al., 1991).

Les symbioses végétales sont une composante fondamentale de la stabilité et de la durabilité
des écosystemes. L’introduction de légumineuses (associées a leurs auxiliaires microbiens
fixateurs d’azote) indigénes du pourtour méditerranéen semble étre une condition
indispensable pour la restauration des sites dégradés fortement appauvris en éléments
nutritifs. A ce titre, et en 2001, une stratégie de végétalisation des écosystémes dégradés a été
testée dans le sud de la France, cas des carrieres de granulats calcaires et les anciens sites
miniers incapables de se régénérer naturellement, basée sur 1’ingénierie microbiologique de
plantes adaptés aux conditions locales en utilisant 15 especes arbustives notamment M.
arborea ce qui a donné un fort taux de croissance, trois ans apres. L’accumulation progressive
d’une litiere riche en azote améliore la biodisponibilit¢ d’éléments nutritifs et favorise
I’installation d’une flore plus riche et diversifiée dans ces sites détériorés (Brunel et al, 2007).
Au nord de la France, la plantation de M. arborea est réputé comme un arbuste ornemental
pour sa beauté et sa résistance a la sécheresse, il est vivement encouragé pour créer des «
jardins méditerranéens sans invasives », alors que cette méme espéce est parfois répertoriée
comme invasive a éviter dans le sud de la France. De ce fait, elle représente un cas exemplaire
de I’ambiguité concernant 1’invasion versus la migration de certaines especes d’une région a
autre (Filippi et Aronson 2010).

Les associations symbiotiques fixatrices d’azote * rhizobium-légumineuse ” sont parfaitement
adaptées a la revégétalisation de sites dégradés soumis a de fortes contraintes hydriques et
pauvres en azote. Celles-ci constituent un véritable support d’une végétation pérenne et d’une

réhabilitation durable (Dommergue, 2006).
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IV .4.2. Intérét économique

> Alimentation humaine et de bétail : les Iégumineuses constituent une source majeure
de I’alimentation humaine et du bétail grace a leurs graines et gousses riches en protéines
(Domergue, 2006). Elles ont fait 1’objet d’une attention particuliére en raison de 1’importante
valeur agronomique caractéristique des especes ligneuses. M. arborea est couramment intégré
dans les systémes prairiaux, et dont la nature des réserves séminales est aussi une spécificité
qui fait ’objet d’une importante valorisation dans [’alimentation humaine et animale
(Abdelguerfi, 2008).

De plus, un travail porté sur la Luzerne (cas de Medicago sativa), a révélé que les extraits des
feuilles (graines) peuvent étre utilisés comme complément alimentaire pour les personnes
souffrant d’une carence nutritionnelle, particulierement les enfants (Halmi, 2010).

Les jeunes rameaux peuvent étre consommés et sont trés riches en protéines et leur
digestibilité et plus forte (De Konning, 2000).

Cette espece fournit un excellent fourrage, trés apprécié par le bétail, dont la digestibilité est
nettement élevée et comparable a celle de Chamaecytisus albidus (originaire du sud ouest du
Maroc) mais moins résistante a la sécheresse que cette espece (Brunel, 2008).

La bonne qualité du fourrage du M. arborea a été reconnue anciennement par les Romains et
les Grecques. Il a fournit une source tangible de fourrage pour les bétails (chévres) (Lesins et
Lesins 1979), ainsi pour sa valeur nutritive élevée et sa préférence par le petits ruminants
(Amato et al., 2004).

I1 a le potentiel pour fournir un fourrage vert de meilleure qualité (feuilles et gousses riches en
protéines et digestibilité ¢levée) pendant la fin d’été et début d’automne, période de disette
alimentaire caractérisant le climat méditerranéen avec un hiver froid et humide et un été
chaud et sec. Egalement, ’utilisation de M. arborea va diversifier les entreprises-fermes dans
les régions ou peu d’options sont disponibles pour les producteurs débutants (De Konning,
2000).

Une nouvelle technique de sa production a été expérimentée, consiste en une culture similaire
a celle de l'osier et récolte des jeunes tiges et rameaux avant qu’ils se lignifient servant
comme fourrage, dont la teneur en fibres est trés élevée notamment la cellulose brute (Lesins
et Lesins, 1979).

> Agronomie : dans une politique désireuse de promouvoir 1’agriculture durable et de
réduire les nitrates, la culture de cette plante fixatrice de I’azote, trouve un regain justifié et
répond a la problématique croissante du colt et de I’impact environnemental de

I’amendement azoté nécessaire a I’agriculture intensive (Bollingue, 2009).
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De plus, M. arborea figure dans 1'Annexe 1 du Traité international sur les ressources
phytogénétiques pour l'alimentation et I'agriculture (ITPGRFA) de la FAO en 2009 qui vise a
garantir une agriculture durable et une sécurité alimentaire via la conservation et I'utilisation
durable des ressources phytogénétiques pour l'alimentation et I'agriculture et le partage juste
et équitable des avantages découlant de leur utilisation.

L’agriculture exploite cette particularité en alternant la culture des Iégumineuses avec d’autres
végétaux cultivés qui bénéficient de leur apport ainsi et dans les terres pauvres en humus.
Avant la floraison, M. arborea est une des especes destinées a produire un ‘‘engrais vert’’ ;
dont les micro-organismes du sol les transforment en éléments directement assimilables par
les plantes (Marouf, 2007).

M. arborea a été récemment utilisée dans le nord de 1’Algérie comme un arbuste mellifere,
dont les miels produits sont de haute qualité (Barbouche, 2009).

> Production de bois : Duhamel (1809) a signalé que le bois de M. arborea a été
anciennement utilisé par les Turcs pour produire des poignées aux sabres ainsi pour construire
des meubles prestigieux.

En régions semi-arides a hivers tempérés de la Tunisie, Saadani (1988) a rapporté une
production de bois frais par arbuste de 9.94 kg et a indiqué que le rapport bois/biomasse
foliaire est de 1'ordre de 4,7. Les teneurs en matiéres azotées totales restent voisines de 20 %
MS durant toute I'année et ne chutent vers 15 % MS.

> Propriétés médicinale : le genre Medicago est caractérisé par la présence des
métabolites secondaires tels que les coumarines, les iso-flavones, les alcaloides et les
saponines (Barne et al, 2002).

Les saponines particuliecrement chez Medicago sativa ou elles manifestent une activité
microbienne contre des phytopathogenes et des levures pathogenes a ’homme (Zehavi et
Polachek, 1996 ; Gruittz, 1996). Elles disposent de divers propriétés biologiques notamment
I’inhibition de la croissance les cellules leucémiques humaines et joue un rdle d’agents anti-
tumeurs (Tava et Odoardi, 1996).

Les propriétés des saponosides ont été bien étudiées par Avato et al. (2006) chez M. arborea
d’ou I’activité antibiotique, I’activité antimicrobienne contre des bactéries Gram+ notamment
Bacillus cereus, B. subtilis et Enterococus faecalis qui est liée a la présence de 1’acide
Medicagenique, ainsi qu’une activité antifongique discréte contre Saccharomyces cerevisiae.
Ces propriétés peuvent étre mises en ¢vidence pour une possible application de ces

métabolites comme agents antimicrobiens.
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Chapitre II : Physiologie des stress

Introduction

Les plantes, organismes fixés, sont dépendantes des ressources de leur environnement
immédiat pour pouvoir se développer. Elles se trouvent rarement dans des conditions
environnementales optimales, mais souvent dans des conditions extrémes de températures, de
potentiel hydrique, de salinité ainsi que d’autres facteurs biotiques qui amenent les plantes a la
limite de la survie (microorganismes pathogenes, insectes ravageurs, herbivores).

Tout facteur de I’environnement qui peut provoquer une situation de contrainte permanente
ou temporaire ou limiter la croissance et le développement des végétaux et les rendements des
récoltes, est un facteur de stress.

Ces conditions lorsqu’elles atteignent des valeurs extrémes peuvent exercer des impacts
importants sur la physiologie, le développement et la survie des plantes. L’étude des plantes
placées dans de telles conditions est appelée physiologie des stress (Hopkins, 2003 ; Morot-
Gaudry et Prat, 2009).

Les plantes sont souvent confrontées a des facteurs environnementaux défavorables comme la
sécheresse, les températures extrémes, la salinité...etc., qui par leur exces génerent des stress
abiotiques (physico-chimiques).

Tous les stress impliquent des réactions de signalisation capables d’aboutir a la mise en place

de défense ou de déclencher une mort cellulaire programmée (Morot-Gaudry et Prat, 2009).
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I. Le stress : vocabulaire et conception/ approche conceptuelle du stress

La terminologie utilisée dans la description d’un environnement stressant et les réponses
qu’une plante peut y apporter a fait I’objet de controverses pendant plusieurs années.

Du point de vue physique, le stress est fondamentalement un concept mécanique, il est défini
comme étant une force exercée par unité de surface d’un objet. En réponse au stress, 1’objet
oppose une déformation ou un changement de dimensions (Hopkins, 2003).

Selon Levitt (1980), le stress est un facteur de l'environnement induisant une contrainte
potentiellement néfaste sur un organisme vivant.

En biologie, le stress n’est pas facile a définir et la définition la plus adéquate serait « une
force ou une influence hostile qui tend a empécher un systéme normale de fonctionner »
(Jones et al., 1989).

D’un autre coté, il est considéré en écologie comme toute contrainte externe qui limite la
productivité (gain en carbone) en deca de la potentialité génétique d’une plante.

Ainsi, selon Laval-Martin et Mazliak (1995), le stress est toute pression dominante exercée
par un parameétre de I’environnement perturbant le fonctionnement habituel de la plante.

Au niveau cellulaire, un stress est causé par la variation d’un parametre environnemental qui
entraine la mise en place des mécanismes de régulation de I’homéostasie’ (Levitt, 1989).

Les principaux stress confrontés par les plantes sont d’origine biotiques (pathogeénes,
compétition) ou abiotiques, résultat des différentes conditions environnementales climatiques
ou édaphiques défavorables a la croissance des plantes et se sont les températures élevées
(chaleur) et basses (froid et gel), I’excés d’eau (inondation, anoxie), le déficit hydrique
(sécheresse, faible potentiel hydrique), le stress salin (salinité), les radiations (lumiére visible,
ultraviolet), les produits chimiques (pesticides, métaux lourds, polluants atmosphériques).

Le stress aussi bien biotique qu’abiotique, peut réduire la productivité des plantes de 65% a

plus de 87% (Munne-Bosch et Alegre, 2004 ; Hopkins, 2003).

I1. Salinité et sécheresse, majeures contraintes environnementales pour les plantes
Les plantes doivent affronter différents types d’agressions ou de stress abiotiques et s’y

adapter : le manque ou I’exces d’eau, les fortes ou faibles luminosités, la pollution de I’air, la

'Homéostasie : processus du maintien de 1’équilibre des cellules.
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salinité des sols, les températures extrémes et le vent. Elles subissent également d’autres types
d’agressions par des organismes vivants, on parle alors de stress biotiques (Sauvion, 2013).
En écologie ou agronomie, les bouleversements climatiques actuels et la dégradation des
milieux naturels et agricoles rendent particuliérement aigiie la question de la compréhension
des relations entre les plantes et leur environnement fluctuant.

Les changements climatiques deviennent de plus en plus contraignants pour la croissance et le
développement des plantes notamment dans les zones semi-arides et arides. Ces terres arides
et semi arides représentent un tiers de la surface du globe. Dans la région méditerranéenne,
elles sont caractérisées par des fluctuations climatiques notamment des précipitations
irrégulieres et imprévisibles, sécheresses et les variations thermiques associées a une
importante évaporation favorisant I’accumulation des sels dans le sol d’ou la salinité des sols
et des eaux d’irrigation (Higazy et al., 1995 ; Lachhab et al., 2013).

La sécheresse et la salinité sont deux phénomenes abiotiques majeurs déterminants qui
deviennent particuliérement préoccupantes a 1’échelle du globe (Wang et al., 2009) en raison
de la I'ampleur de leur impact et leur large occurrence (Bartels et Sunkar, 2005).

Selon la FAO et les estimations récentes, approximativement 7% des terres émergées du
globe sot affectées par la salinité, correspondant a 950 millions ha, et une surface d’environ
77 millions ha en menace gravement dans les 50 prochaines années (Lehouerou, 1986 ; FAO,
1988 ; Ghassemi et al., 19995). En Afrique du nord et au Moyen-Orient, elle couvre prés de
15 millions d'hectares, dont 15% sont dépourvus de toute végétation. En Algérie, les zones
semi-arides et arides couvrent preés de 95% du territoire ou les sols salés sont trés répandus,
représentant environ 25% de la surface, soit 3,2 millions d’hectares (Hamdy, 1999).

Plusieurs auteurs ont défini la salinit¢ des sols comme étant la présence de concentration
excessive de sels solubles notamment le sodium, chlorures, carbonates ou sulfates.
La prédominance de ces ions peut étre toxique ; le pH élevé souvent enregistré dans les sols
salés peut induire des carences en fer et autres oligo-¢léments. La salinité des sols et des eaux
constitue un obstacle majeur sur la croissance des végétaux, dans les régions arides et semi-
arides (Laval-Martin et Mazliak, 1995).

La salinité des sols est non seulement liée aux conditions climatiques mais également aux
recours souvent mal controlé de I’irrigation (Rhoades et al., 1992). Cette situation est
aggravée par 1’usage abusif des engrais et la raréfaction des réserves en eau douce. En effet, la
fertilisation et 1’irrigation localisées conduisent a élever exagérément la concentration des sels

dans les substrats de culture (Mouhouche et Boulassel, 1999 ; Abdelly, 2004).
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Globalement, 35% de la superficie cultivable peut étre classée comme aride ou semi aride et,
sur ce qui reste 25% des superficies au moins sont réguliérement soumises a des périodes de
sécheresse (Richards, 1997).

La sécheresse est un terme météorologique, définie généralement comme étant une période de
pluie insuffisante qui conduit le plus souvent a un stress hydrique (Hermez, 1996)
(Tab. 3).

Cependant, le risque de sécheresse ne dépend pas seulement du volume des précipitations, ni
de leurs répartitions, il dépend également de la profondeur du sol, de sa capacité de rétention
et d'échange. En outre, la température extérieure, le degré d'humidité relative de l'air et
I'importance des vents modifient les besoins en eau des plantes (Auriau, 1978).

L’insuffisance ou l’irrégularité des précipitations et la fréquence des températures élevées
souvent associées a la salinisation du sol viennent aggraver les contraintes par stress hydrique
pour les plantes, une situation rencontrée dans les régions désertiques, arides et semi-arides
(Levitt, 1980).

Sécheresse sévere et forte salinité pourraient favoriser la désertification et la salinisation des
terres, processus qui augmente rapidement a 1'échelle mondiale: plus de 10% des terres
arables sont désertifiées ou salinisées, et plus de 50% des rendements moyens des principales
cultures ont été réduites (Boyer, 1982).

L’Algérie fait partie des pays méditerranéens ou la sécheresse, observée depuis longtemps, a
conduit actuellement a une aridité qui a couvert de grandes surfaces ; évolution écologique
irréversible caractérisée par un passage du régime semi-aride a aride ; conduisant ainsi au
processus de salinisation des sols (Gaucher et al., 1974 ; Daoud et Halitim,1994)
Actuellement, les stress environnementaux notamment le stress salin et le stress hydrique,
limitent sérieusement la croissance des plantes, réduisent considérablement les rendements
des grandes cultures et des paturages de plus de 50% particulicrement en régions
méditerranéennes, et combinés, ces deux stress représentent une menace pour 1’équilibre
alimentaire des régions arides et semi-arides (Boyer, 1982 ; F.A.O., 1988 ; Dutuit, 1999 ;
Wang et al., 2003).

De telles conditions environnementales stressantes imputées de dégradation du couvert
végétal, se traduit par des effets de plus en plus néfastes sur les plans économique et
écologique (désertification) (Kennenni et al., 1990). Dans ce cas, la recherche de plantes plus
adaptées aux stress abiotiques est un enjeu fondamental pour assurer la production agricole
dans les prochaines décennies et résoudre les problémes de régénération de certaines plantes

en zones arides (Blum, 1996 ; Turner et al., 2001).
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Tableau 03 : Sécheresse, définitions et significations (Passioura, 2007)

Praticien Echelle de temps considérée Sens commun de la sécheresse Signification
Géologue, Paléontologue Millénaire Aridité Changement climatique majeur
Historien, géographe De la décennie au siécle Série de plusieurs années de précipitations | Migration, désertification, famine

inférieures a la moyenne

Météorologiste, agriculteur Année Evenement rare (I'année sur dix ol les | Gestion du risque
précipitations sont les plus faibles)

Agriculteur,  agronome,  généticien, | De la semaine au mois, | Rendement fortement [imité par le | Productivité

améliorateur saison végetative manque d'eau

Physiologiste Jours Pots non irrigués Cycle de desséchement, survie

Biochimiste, biologiste moléculaire Plusieurs heures Stress osmotique rapide Déficit hydrique sévére, survie
I11.1. Définitions

D'un point de vue physique, le stress hydrique résulte d'un abaissement du potentiel
hydrique dans l'air et/ou dans le sol en dessous d'une certaine valeur, dépendant des
caractéristiques du milieu (type de sol, température, vent, etc.) (Lamaze et al., 1994).

On parle de stress ou de déficit hydrique lors de situations entrainant un déficit de turgescence
des cellules végétales. En termes plus simples, le stress survient quand le taux de transpiration
excede celui d'absorption d'eau par les racines (Hsiao, 1973).

Pour les physiologistes, le stress hydrique a été définit comme étant les circonstances dans
lesquelles les plantes accusent une réduction de croissance et/ou de sa reproduction par
rapport au potentiel du génotype suite a une alimentation hydrique insuffisante. Certains
auteurs limitent la définition du stress hydrique aux seules conditions correspondant a une
hydratation sub-optimale des tissus (Hopkins, 2003 ; Passioura, 2004)

Un stress hydrique peut se produire aussi bien sous I’effet d’un excés que d’un manque
d’eau ; exemple : I’inondation, dans ce cas le stress est habituellement provoqué par une
réduction de I’apport d’oxygene aux racines, qui limite a son tour la respiration, 1’absorption
des nutriments et d’autres fonctions racinaires cruciales, mais en réalité, la notion de stress

hydrique renvoie le plus souvent au stress de carence hydrique (Lamaze ef al., 1994).
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Le statut hydrique de la plante passe progressivement par trois principales phases, selon le
développement du stress hydrique. Au cours de la phase initiale, le stress est d'une valeur
faible, seulement détectable par les instruments de mesure, la transpiration et 1’assimilation se
déroulent comme si la plante dispose de I'eau a volonté. A un seuil de réserve utile du sol e
50% un flétrissement est observé, ou le niveau d’absorption racinaire ne peut plus satisfaire la
demande climatique que subit le feuillage, la plante entre dans la seconde phase ou le
métabolisme est réduit relativement au potentiel, et pour rétablir I'équilibre entre la demande
climatique et l'offre du sol elle réagit de facon dynamique faisant intervenir certains
mécanismes dont le développement du systéme racinaire, la régulation stomatique et/ou
I’ajustement osmotique. Quand le déficit hydrique devient plus intense la plante entre dans la
troisiéme phase au cours de laquelle les stomates se ferment complétement, annulant toutes
activités photosynthétiques entrainant le flétrissement permanent avec mort par desséchement.
(Tardieu, 2005 ; El Hassan, 2015).

Comme la plante pergoit la sécheresse du sol par une augmentation de la concentration des
sels autour de la surface des racines et/ou une augmentation de la pression osmotique des
cellules racinaires, le stress hydrique semble donc intervenir dans les stress salin et
osmotiques (Morot-Gaudry, 2012).

I11.2. Effets du stress hydrique sur les plantes

L’eau est un ¢lément tellement essentiel pour la vie des plantes que les effets d’un déficit
hydrique sur leur fonctionnement sont extrémement néfastes.

Chez une plante I’eau compose environ 70 a 80 % de sa matiere fraiche, les différents organes
renferment entre 80 a 90 % (Heller et al., 1998 ; Bethenod, 1980).

Au niveau de ’organisme végétal 1’eau a des réles multiples qui en font le premier facteur
limitant son fonctionnement et sa survie. Elle contribue au maintien de la structure et la
turgescence des cellules et intervient dans les réactions métaboliques. L’eau joue un role
essentiel dans la photosynthése, le transport et I’accumulation des éléments nutritifs et les
produits du métabolisme, dans la division cellulaire et la régulation thermique, ainsi que la
croissance et le développement des plantes (Riou, 1993 ; Heller et al., 1998 ; Laberche, 2004).
I11.2.1. Effets sur I’état hydrique de la plante

Quand la plante subit une alimentation hydrique insuffisante, les cellules perdent de I'eau et le
volume de la wvacuole diminue (plasmolyse). Aussi, la premiere remarque d'une

déshydratation se traduit par la perte de turgescence qui conduit au flétrissement.
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L’une des conséquences du déficit hydrique est 1’abaissement du potentiel osmotique et du
potentiel hydrique accompagnée par une chute de la pression de la turgescence cellulaire et
par conséquent provoquer une perte de la quantité d’eau contenue dans les cellules.

Suite a des manifestations de stress, une augmentation de la fuite d’ions est observée au
niveau cellulaire qui pourrait étre aussi bien une conséquence de la réduction de la teneur en
eau dans les feuilles, que de la dégradation de la chlorophylle suite a la sénescence des
feuilles (McDonald et Archbold, 1998).

I11.2.2. Effets sur I’intégrité membranaire

Les dommages provoqués par un stress hydrique résultent de la dessiccation du protoplasme.
La sortie d’eau rompt la structure de la bicouche lipidique de la membrane provoquant une
augmentation de la concentration des solutés, et les membranes deviennent trés poreuses
quand elles sont desséchées. L’intégrité et la stabilit¢é des protéines membranaires sont
¢galement affectées par la dessiccation en provoquant la perte de la sélectivité des membranes
et des enzymes membranaires, ce qui entraine des dysfonctionnements métaboliques
(Hopkins, 2003 ; Morot-Gaudry et Prat, 2012).

I11.2.3. Effets sur ’activité photosynthétique

Le déficit hydrique affecte l’activit¢é physiologique de la feuille, particulierement la
photosynthése en diminuant le potentiel hydrique foliaire (Lowlor, 2002).

La réduction de I’intensité photosynthétique est supposée dépendre a la fois de la fermeture
des stomates suite a une diminution de la conductance a la diffusion du CO, vers I’intérieur de
la feuille (Oostherhuis, 1987 ; Tardieu et Simoneau, 1998). Elle découle ainsi d’une limitation
biochimique due a une diminution d'efficacité photochimique de photosystéme (PSII) et du
transport d'¢lectron (Giardi et al., 1996), avec une réduction de la carboxylation, de la
régénération de D’accepteur primaire du CO, de la production de NADPH et de la
photophosphorilation et la production d’ATP (Berkowitz et Gibbs, 1983 ;
Casals, 1996 ; Hopkins, 2003).

De plus, il a ét¢ montré que le stress hydrique est a I’origine d’une réduction de la teneur en
chlorophylle dans les feuilles par la suite de la réduction de la surface foliaire (Hanks et
Rasmussen, 1982 ; Ben Ahmed et al., 2010).

I11.2.4. Effets sur la croissance

La croissance se fait par division cellulaire, agrandissement cellulaire et différenciation, et
implique des événements génétiques, physiologiques, écologiques et morphologiques. La
croissance cellulaire est I'un des processus physiologiques les plus sensibles a la sécheresse

en raison de la réduction de la pression de turgescence (Taiz et Zeiger, 2006).
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La diminution de la turgescence réduit I'expansion cellulaire et la vitesse d'élongation des
cellules a cause de I'accumulation de I'acide abscissique (Eckhart, 2002 ; Rasmusson et Moss,
1972).

En fait la turgescence cellulaire, conditionnée par 1’extensibilité de la paroi, a une valeur seuil
pour laquelle I’expansion est stoppée et sous stress plus sévere, la perte de turgescence peut
conduire a la sénescence foliaire (Gimeno et al., 2009 ; Masmoudi et al., 2010 ; Deng et al.,
2012).

Dans les cas de déficience hydrique grave, 1'¢élongation cellulaire des plantes supérieures peut
étre inhibée par l'interruption du débit d'eau du xyléme vers les cellules allongées
environnantes (Nonami, 1998)

La réduction de la croissance végétative fait partie des premieres réponses phénotypiques
observées au moyen/ long terme sous déficit hydrique (Davies et Zhang 1991 ; Chaves et
al.,2002).

La contrainte hydrique affecte fortement le développement de D’appareil végétatif des
plantules notamment elle réduit la hauteur des tiges, leur nombre, diminue le poids des
racines, de ’ensemble feuilles et des tiges (Mathieu, 2003)

Selon Nemmar (1983), la réduction de la disponibilité en eau réduit la hauteur et le diameétre
de la tige, la longueur des entre-nceuds, le nombre des feuilles ainsi que la surface foliaire
chez les plantes d’une manicre générale.

Certaines modifications morphologiques sont observées lors du stress hydrique, telles que la
réduction de la vitesse d'élongation foliaire et ’abscission des feuilles ce qui entraine une
diminution de la surface foliaire et de la biomasse accumulée de I’appareil végétatif
(Rodrigues et al., 1995 ; Tardieu ef al.,2000 ; Masmoudi et al., 2010).

La réduction de la surface foliaire peut provenir d’une diminution de I’expansion foliaire et/ou
d’une sénescence accélérée de la feuille. A un seuil de potentiel hydrique (-0,4 Mpa) de
turgescence, la croissance foliaire est stoppée tres rapidement (Kramer et Boyer, 1995).

Le déficit hydrique sévere aboutit en fin de compte a un arrét de la croissance avant méme de
percevoir aucun abaissement notable dans le contenu relatif en eau, et a la mort par
dessechement.

La période de survie d’une plante dépend du rythme de la transpiration et de la tolérance a la
dessiccation des tissus vivant restants (Kameli et Losel, 1996 ; Chenafi et al., 2006).

I11.2.5. Effet sur le développement phénologique

La sécheresse ou manque d'eau peut survenir a différentes périodes du cycle de la vie de la

plante, elle est a 1’origine de plus de dégats au végétal a certains stades de développement,
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appelés stades critiques, qu'a d'autres. Ces stades coincident notamment avec la germination
des graines, une étape initiale cruciale dans le cycle de développement des plantes qui
conditionne leur installation, leur acclimatation sur le milieu et probablement leur productivité
ultérieure (Tremblin et Binet, 1984 ; Chaves et al., 2002; Jaleel et al., 2008).

Le premier et principal effet de la sécheresse est la diminution de la germination et la
mauvaise mise en place des peuplements des semis (Harris ef al., 2002).

Dans une ¢étude sur le pois, le stress hydrique inhibe la germination et la croissance précoce
des semis de cinq cultivars testés (Okcu et al., 2005). De plus, chez les luzernes (Medicago
sativa), le déficit hydrique réduisait le potentiel de germination et la longueur des hypocotyles
(Zeid et Shedeed, 2006). Cependant, chez le riz, le stress hydrique durant le stade végétatif a
considérablement réduit la croissance et le développement de la plante (Tripathy ez al., 2000).
En effet, la vitesse de développement phénologique des plantes peut augmenter ou diminuer
selon le degré de sévérité du stress. Plusieurs auteurs ont montré qu’avec des déficits moyens
(-5 a -10 bars de potentiel en eau des feuilles), le développement s’accélérait alors qu’avec
des déficits hydriques séveres (-28 a -34 bars), le développement prenait du retard.

Outre, la floraison, stade ou les organes reproducteurs sont formés et quand surviennent la
pollinisation et la fertilisation. Un stress modéré appliqué a la phase floraison — nouaison
provoque un avortement des organes fructiféres et des graines. Des travaux sur le blé ont
montré que la phase « floraison - maturité » semble étre la plus sensible au déficit hydrique
(Hopkins, 2003).

Néanmoins, elle peut entrainer une amélioration de la qualité des productions végétales
comme, par exemple, chez la les cultures fourragéres (EI Hassan, 2015)

A propos du rythme de développement, Steiner ef al. (1985) ont montré que la durée du cycle
« semis — floraison » se raccourcit au fur et a mesure qu’augmente le déficit en eau.

I11.2.6. Effet sur le rendement et la production

La sécheresse est a l'origine des pertes de production agricole dans de nombreuses régions
(Witcombe et al., 2009). En résumé, le déficit hydrique réduit la croissance et le
développement des plantes, ce qui entrave la production de fleurs et le remplissage des grains
qui se produit en raison de la réduction du partage des assimilats et des activités des enzymes
de synthése du saccharose et de I'amidon (Tuteja, 2009).

Un stress hydrique appliqué au moment de la floraison entraine généralement la stérilité, alors
que lors de la pré-anthése il réduit le temps d'anthése, tandis qu'a la fin de l'anthese, il
raccourci la période de remplissage du grain (Yadav ef al., 2004 ; Estrada-Campuzano et al.,

2008).
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Selon la sévérité et de la durée de stress, la réduction du rendement a été signalée dans
beaucoup especes. Pour une culture de féve, un stress modéré appliqué a la phase floraison —
nouaison provoque un avortement des organes fructiféres et des graines (Mouhouche, 1993).
Chez quatre populations de Medicago truncatula, le stress durant la phase végétative et la
phase floraison provoque une réduction plus importante durant la floraison et entraine la chute
de la production de gousses et de graines (Chebouti et Abdelguerfi, 2000).

La conséquence visuelle d’une sécheresse ou d’un déficit en eau est I’échaudage qui provoque
une diminution importante du rendement. Il est a signaler également que selon I’intensité de la
contrainte, celle-ci influence la composition biochimique des graines des cultures oléo-
protéagineuses, dont un déficit modéré en phase post-florale chez le haricot et le soja permet
d’augmenter significativement la teneur en protéines et en huile par le jeu des mobilisations
azotées des feuilles vers les graines au détriment du maintien de la photosynthése (Bensari et
al., 1990).

Le déficit hydrique est a 1’origine de la réduction de la taille des fruits des agrumes
(Rodriguez-Gamir et al., 2010)

Chez le blé, la diminution de la vitesse de croissance des grains résulte de 'activité réduite de
saccharose dans la synthése (Ahmadi et Baker, 2001).

Alors que chez le mais, le déficit hydrique au cours de la pollinisation a augmenté la
fréquence de l'avortement du grain et réduit le rendement en retardant 1’ensemencement,
réduisant ainsi en particulier le nombre d’épis et de noyaux par plante (Cattivelli et al., 2008).
Le déficit hydrique affecte significativement les composantes du rendement en augmentant le
rapport poids des racines/ poids des tiges les plantes exposées a cause de la croissance
racinaire au détriment de la partie aérienne (Benmahammed ez al., 2008).

Moursi et al (1979) ont constaté que I’épuisement d’eau dans le sol a caus¢ une réduction du
poids de la matieére séche chez la féve (Vicia faba), et a freiné le rythme de synthése de la

maticre séche chez le tournesol (Nemmar, 1983).
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IV. Stress salin

IV.1. Définition

Le terme salinité est définit par le processus pédologique par lequel le sol ou 'eau s’enrichit
anormalement en sels solubles acquérant ainsi un caractére salin (Servant, 1975 ; Parida et
Das, 2005).

Pour Munns et al. (2006), la salinit¢ représente 1’accumulation des sels dissouts dans la
solution du sol & un niveau qui inhibe la croissance et le développement des plantes. Il existe
deux formes de salinité: primaire, qui résulte de 1’accumulation des sels dans le sol a travers
un long processus naturel de dégradation des roches salines et des apports éoliens des sels des
mers et océans et secondaire d’origine anthropique, résultant des activités humaines,
notamment pratiques d’utilisation des terres et d’irrigation avec des eaux chargées de sels qui
contribuent considérablement a la salinisation du sol en modifiant 1’abondance et
I’écoulement de I’eau et des sels dans la rhizosphere.

En effet, un sol salé est caractérisé par la présence d'un exces de l'ion sodium dans le profil
(Schut, 1996). Ce dernier peut exister sous deux formes : la forme saline neutre, généralement
marquée par les chlorures de sodium, et la forme échangeable liée au complexe argilo-
humique qui donne le caractere alcalin de la solution du sol (Duchaufour, 1983).
Généralement, les sols salins sont caractérisés par un niveau toxique des chlorures et sulfates
de sodium avec une conductivité électrique saturés supérieure a 4 dS/m, I’équivalent de
40mM NaCl (Shirokova et al., 2000).

Dans D’environnement d’une plante, la concentration en sel varie énormément, elle peut étre
insuffisante ou excessive. Le stress salin se génére d’un excés d'ions, en particulier, mais pas
exclusivement, aux ions Na' et Cl” qui conduit d’une part, & un afflux plus élevé d’ions dans
la cellule suite a la chute de la concentration du milieu externe ; d’autre part, a une perte d’eau
souvent par une baisse importante du potentiel hydrique (Kinet et al., 1998 ; Drevon et
al.,2001 ; Ben Hebireche et Djafour, 2011).

Le stress salin déclenche a la foi un stress osmotique et stress ionique en rendant I’acquisition
de I’eau et de nutriments difficile pour la plante et, en modifiant 1’équilibre hydrique et
ionique des tissus (Flowers et al., 1988 ; Hopkins, 2003).

Les concentrations de NaCl supérieures a 50 mM dans les sols sont, en général, défavorables/
toxiques a la plupart des especes végétales, en particulier celle que I'on regroupe sous le nom

de glycophytes (Kinet ef al., 1998).
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Le stress salin constitue un obstacle majeur a la survie des végétaux. En effet, il peut limiter
ou arréter complétement la croissance suite a une augmentation du potentiel osmotique du sol
(Gouny et Cornillon, 1973 ; Lauchli et Epstein, 1990).

IV.2. Effets du stress salin

Le plus souvent, le stress salin est causé par de fortes concentrations de Na" et de CI” dans la
solution du sol ; ces deux ions ont généralement un réle mineur pour les plantes car ils sont
utilisés en trés fines quantités mais suffisamment nécessaires pour le métabolisme et le
développement des plantes. Cependant, une situation de stress est appréciée par les plantes
lorsque ces ¢éléments se présentent excessivement dans leur environnement et deviennent
méme toxiques (Guerrier, 1983 ; Tuteja, 2009).

L’impact de la salinité est aussi bien sur le plan agronomique en affectant la croissance et la
productivité agricole, sur le plan biochimique et moléculaire (Zekri, 1993 ; Cerezo et al.,
1997 ; Gueta-Dahan et al., 1997).

Généralement le stress salin a un triple effet: il réduit le potentiel hydrique, cause un
déséquilibre ionique et provoque une toxicité ionique. Cet état hydrique altéré affecte tous les
processus majeurs de la plante tels que : la photosynthese, la synthése des protéines et le
métabolisme énergétiques. Les plantes répondent au stress en tant que cellules individuelles
et en synergie comme un organisme entier et dont les niveaux de tolérance a la salinité sont
trés variables (Parida et Das, 2005 ; Rabie et Almadini, 2005).

IV.2.1. Effets sur I’état hydrique de la plante

La présence d’une forte teneur de sels solubles dans le sol diminue son potentiel hydrique ce
qui réduit 1’approvisionnement de I’eau pour la plante; d’ou le terme sécheresse
physiologique, et inhibe sa capacité d’absorption racinaire d’eau (Maricle et al., 2007).
Toutefois, le potentiel osmotique ne suffirait pas a lui seul a caractériser 1’état hydrique des
plantes soumises a la salinité, la connaissance de la turgescence s’impose pour établir le bilan
hydrique, pour le controle de la résistance stomatique et de la transpiration, de ce fait le
potentiel hydrique foliaire baisse aussi (Munns, 1993).

En effet, le potentiel hydrique et le potentiel osmotique des plantes deviennent de plus en plus
faibles avec I’augmentation de la salinité ainsi que la pression de la turgescence et perturbant
donc le statut hydrique de la plante (Greenway et Munns, 1980 ; Romeroaranda et al., 2001).
Le controle de la régulation stomatique fait intervenir la turgescence cellulaire mais
¢galement des messagers racinaires, comme 1’acide abscissique (ABA) (Verslues et al.,

2000).
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Sous I’effet de NaCl, la concentration des solutés des cellules augmente et réduit la teneur
relative en eau (RWC) (Rampino et al., 2012). Outre, ce paramétre peut avoir une
signification physiologique directe de I’état hydrique du végétal, étant relié au volume
vacuolaire, il peut permettre de connaitre durant le stress, la concentration en solutés ou une
accumulation active des composants osmotiques. Il est largement utilisé pour évaluer I’état de
I’eau de la plante (Lafitte, 2004).

Lorsque 1’ajustement osmotique n’est pas suffisant, I’eau a tendance a quitter les cellules, ce
qui provoque la perte de la turgescence (Redondo-Gomez et al., 2006). Le sel entre en
compétition avec les systemes de transport des nutriments indispensables, et soumet les
plantes a un déséquilibre osmotique qui peut aboutir a un déficit hydrique (Niu et al., 1995).
Dans une telle situation, I’altération de 1’état hydrique de la feuille peut conduire a augmenter
la sensibilité des stomates a I’acide abscissique (ABA) (Verslues ef al., 2006).

IV.2.2. Effet sur le métabolisme et la nutrition

La salinité induit la dessiccation du protoplasme et entraine des conséquences sérieuses et sur
le plan structurel et sur le plan métabolique. L’intégrit¢ des membranes et de leurs
composantes lipidiques et protéiques est également affectée, ce qui entraine des
dysfonctionnements métaboliques (Laval-Martin et Mazliak, 1995 ; Hopkins, 2003).
Généralement, la salinité affecte les plantes selon trois processus majeurs : une réduction du
potentiel hydrique de la solution du sol, une toxicité des ions particuliérement Na' et CI
absorbés en exces, et un déséquilibre ionique (Greenway et Munns, 1980).

La présence de fortes concentrations de sels dans le milieu crée un stress ionique car les ions
Na' et ClI” engendrent une compétition avec I’absorption d’autres ions, ce qui conduit & une
carence en certains ions tels que Ca’™ K' et le Mg®" en provoquant une altération de la
nutrition minérale chez de nombreuses plantes (Hamza, 1980 ; Khan, 2001).

Les effets nutritionnels de la salinité incluent les deux actions primaires du sel sur les plantes:
la toxicité directe due a I'accumulation excessive des ions dans les tissus et un déséquilibre
nutritionnel provoqué par l'exces de certains ions nécessaires a 1’activité enzymatique de la
plante (Levitt, 1980).

La forte concentration en sel dans le milieu provoque la perturbation des activités
métaboliques notamment la synthése des protéines et des acides nucléiques, le taux de
respiration et la photosynthése et ses interactions (Alam, 1994).

Chez les 1égumineuses, le métabolisme azoté et la synthése protéique sont sévérement affectés
par le stress salin, limitant ainsi fortement la productivité et le développement normal des

plantes (Pessarakli et al.,1989).
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La salinit¢ provoque aussi la diminution de 1’activité de la nitrogénase et d’autres enzymes
impliquées dans 1’assimilation de 1’azote et peut méme affecter la vie microbienne du sol et
donc la minéralisation de I’azote (Delgado et al., 1993 ; Flores et al., 2000). Chez le soja et
I’haricot, une exposition a courte durée des racines nodulées au NaCl diminue I’activité de la
nitrogénase et cause une réduction rapide de la croissance végétale (Serraj et al., 1998).

Vu que le stress salin séveére augmente la transpiration, il a un effet direct sur les fonctions
enzymatiques associées a la respiration (Zhao et al., 2007).

1V.2.3. L’effet sur la photosynthése

Le stress salin a des effets a long et a court terme sur la photosynthése. Les effets a court
terme se manifestent aprés quelques heures jusqu’a un a deux jours de I’exposition au stress,
et la réponse est importante ; il y a complétement arrét de 1’assimilation du carbone.
L’effet a long terme s'exprime aprés plusieurs jours et la diminution de ’assimilation du
carbone est due a 1’accumulation du sel dans les feuilles ou il peut provoquer méme la
suppression de la photosynthése (Munn et Termatt, 1986 ; Kao et al., 2001).

La salinité réduit la vitesse de la photosynthése suite a une diminution de la conduction
stomatique de CO; (Santiago et al., 2000). Ainsi James et al. (2002) mentionnent que la
photosynthése diminue de 50% pour une concentration de Na" du feuillage de 350 mM.

Cette diminution est due a : la déshydratation des membranes cellulaires, la toxicité du sel, la
réduction de l'approvisionnement en CO, a cause de la fermeture des stomates et la réduction
de surface foliaire, la sénescence accrue des feuilles et le changement dans D’activité
enzymatique (Iyengar et Reddy, 1996 ; Munns ef al., 2000). Bien que la photosynthése n’est
pas toujours ralentie par la salinité mais elle est également stimulée par des basses
concentrations en sels chez quelques especes (Kurban et al., 1999).

Il a été récemment montré que la contrainte saline a un effet négatif sur l'activité¢ du
photosystéme II (PSII) (Ghanem et al., 2008). Sous un stress sévere, la structure du thylacoide
du chloroplaste devient désorganisée, le nombre et la taille des plastoglobules augmentent et
le taux d’amidon diminue (Hernandez et al., 1999).

La salinité réduit le contenu chlorophyllien selon 1’intensité du stress et du degré de tolérance
de la plante (Ashraf et McNeilly, 1988 ; Zhao et al., 2007), donc le taux de la chlorophylle et
des caroténoides des feuilles diminue en général. Les feuilles les plus dgées commencent a
développer une chlorose et finissent par tomber pendant une période prolongée de stress salin
(Agastian ef al., 2000).

Des perturbations fonctionnelles au niveau de la photosynthése apparaissent lorsque la

concentration en sel exceéde le niveau de tolérance de la plante, notamment dans le stroma des
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chloroplastes qui perturbe le transport des électrons. La phosphorylation et la photorespiration
sont aussi affectées. L’acquisition de nutriments minéraux, comme le potassium, les nitrates
ou le calcium est également réduite. Les feuilles deviennent sclérosées avant méme d’avoir
fini leur croissance, et I’organisme tout entier risque de dépérir assez vite (Piri et al., 1994).
IV.2.4. Effet sur la germination

Selon Neumann (1997), le degré de sensibilité au stress salin dépend du stage végétatif au
cours duquel la plante subit le stress. Chez certaines espéces, c’est le stage juvénile qui est le
plus sensible, alors que chez d’autres espéces c’est le stade adulte (Greenway et Munns,
1980).

La capacité d’une graine a développer un embryon viable dépend des conditions du milieu de
germination et en particulier de sa teneur en sel. La plupart des plantes sont plus sensibles a la
salinité durant les phases de germination (Maillard, 2001).

La salinité affecte tout les processus de germination suite a la baisse du potentiel hydrique
autour des graines, ce qui rend I'eau inaccessible a cette derniére pour la réhydratation et la
reprise de la vie active de I'embryon (Maas et Poss, 1989). Elle réduit significativement la
précocité de germination des semences et le taux de germination. Cet effet varie selon
I’intensité du stress et les espéces végétales (Debez et al., 2001 ; Devron et Sifi, 2003)

La présence excessive des sels solubles peut inhiber la germination des graines en réduisant sa
capacité a retenir I’eau et la vitesse de son absorption entrainant des conséquences sur
I’activité métabolique (Munns, 2002 ; Belkhodja et Bidai, 2004), soit par I’accroissement de
la pression osmotique de 1’eau d’imbibition qui est trop élevée pour permettre la germination
(Katembe et al., 1998 ; M’barek et al., 2001), ou en augmentant la pénétration d’ions qui
peuvent s’accumuler dans la graine et deviennent toxiques.

Une autre cause de l'inhibition de la germination en présence de sel, c’est la variation de
1'équilibre hormonal (Ungar, 1978 ; Kabar, 1986).

Toutefois, la salinité peut présenter des effets stimulateurs sur la germination et la croissance

de quelques especes a des niveaux tres faibles de sels (Asloum, 1990).
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IV.2.5. Effet sur la croissance, le développement et la production

La salinit¢ est un facteur environnemental trés important qui limite la croissance et la
productivité (Allakhverdiev ef al., 2000). Durant le début et le développement du stress salin a
l'intérieur de la plante, tous les processus majeurs tels que : la photosynthéese, la syntheése des
protéines, le métabolisme énergétique sont affectés (Parida et Das, 2005).

Le NaCl peut augmenter la croissance et le développement des plantes, mais a un certain
seuil, et il peut aussi nuire et inhiber la croissance a cause du changement du potentiel
osmotique, du déséquilibre ionique et de la toxicité ionique dans les cellules (Guerrier, 1983).

La salinité affecte la croissance de la plante de plusieurs manic¢res. Munns (1993) a proposé
un modele bi-phasique pour la réduction de la croissance. La premicre phase de la réduction
de la croissance apparait rapidement. Au cours de cette phase, I’inhibition de la croissance
n’est pas due a I’effet du stress ionique mais plutot a I’effet du stress hydrique occasionné par
la baisse du potentiel osmotique de la solution du sol (Munns et al., 2006). La seconde phase
de réduction de la croissance se développe plus tardivement et engendre des dommages dus a
I’accumulation des sels dans les tissus cellulaires. Le degré de réduction de la croissance au
cours de cette phase est 1i¢ au degré de dommages causés au feuillage.

La réduction de la croissance est une conséquence de plusieurs réponses d’ordre
physiologiques, dont le statut hydrique, le déséquilibre ionique, la répartition et 1’utilisation
des hydrates de carbone (Termatt et Munns, 1986; Munns, 1993 ; Zhao et al., 2007).

Sous salinité, la pression de turgescence des tissus diminue conduisant a 1’inhibition de
’¢longation et la croissance cellulaire (Greenway et Munns, 1980 ; Zhao et al., 2007).

De plus, le stress salin génére I’accumulation dans les tissues cellulaires des composés
toxiques tels que les espeéces réactives d’oxygene (ROS) (peroxydes, superoxydes et radicaux
hydroxyles). Ces molécules endommagent les membranes cellulaires, les enzymes et I’ADN
mitochondrial et chloroplastique, perturbant la croissance voire la survie de la plante (Allen,
1995 ; Shen et al., 1997; Tsugane et al.,1999 ; Munns et al., 2006).

La présence de concentration ¢levée de NaCl s’accompagne d’une réduction de 1’absorption
des ions tels que Mg2+, K+, N, P et Ca2+ dans la plante (Levitt, 1980). Ce déséquilibre
nutritionnel est une cause possible de la réduction de croissance (Soltani, 1988).

Sous un stress salin intense, la production des auxines, des gibbérellines et des cytokinines
tissus cellulaires se diminuent, alors que la concentration de I’acide abscissique (ABA)
augmente. Ces changements hormonaux sont suspectés d’étre a 1’origine de la réduction de la

croissance (Moorby et Besford, 1983).
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Généralement, la salinité accrue induit une diminution dans la croissance de l’appareil
végétatif notamment la hauteur et le diameétre des tiges, le nombre de feuilles, ainsi que la
longueur des racines et la biomasse racinaire (Mohammad et al., 1998 ; M’barek et al.,
2001).

Quoique la salinité¢ induit une réduction rapide de la croissance du systéme racinaire, la
croissance de la tige est proportionnellement plus réduite, reflétant un ratio de biomasse
racine/tige plus ¢élevé (Neumann, 1995 ; Zhao ef al., 2007). Le stress salin résulte aussi dans
la diminution de la biomasse seéche et fraiche des feuilles (Chartzoulakis et Klapaki, 2000).
Selon Levigneron et al. (1995), une augmentation brutale de la salinité du sol se traduit par
une réduction immédiate de la croissance foliaire et de la vitesse d'extension de la surface
foliaire, suivi par l'arrét de I'extension avec l'intensification du stress, cela peut étre expliqué
par un changement de la balance hormonale entre les racines et la tige (Zhao et al., 2007).
Chez la plupart des glycophytes, un retard de croissance important est signalé des 50 mM/1 de
NaCl dans la solution du sol (Parida et Das, 2005).

Le stress salin provoque le plus souvent un retard dans le développement des différentes
especes. Il influence également la croissance, la grosseur et la qualité des fruits dont I’aspect
(nécrose) et la qualité organoleptique sont modifiés, et dont la valeur marchande devient
médiocre (Gill, 1979).

La salinité¢ est un facteur limitatif majeur de la productivité agricole, ces charges en sels
soumettent les plantes a un stress permanent. Chez les plantes fourragéres qui ont une
productivité mesurée en biomasse, celle-ci peut étre réduite de 40% en présence d’une

concentration en sel de 12 g/l (Levigneron ef al., 1995).

V. Réponse aux stress (Tolérance)

Généralement, la distinction entre les notions d’adaptation et de résistance aux stress
confronte une ambiguité, elles sont parfois employées I’une a la place de I’autre. L’adaptation
se traduit, en réponse a la contrainte, par une succession de modifications aux niveaux
cellulaire et moléculaire qui sont dépendantes des potentialités génétiques de 1’espece
(Demarly, 1984).

Ces modifications métaboliques aboutissent a des transformations morphologiques et
physiologiques déterminant une résistance plus ou moins efficace de I’individu a la contrainte.
L’adaptation correspond donc a une dynamique réactionnelle dont la résultante est la

résistance (Vartanian et Lemée, 1984).
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Donc d’une maniére globale, pour achever la tolérance, la plante combine toute une gamme
de réponses biochimiques, physiologiques, morphologiques et anatomiques complexes, qui
interagissent pour maintenir sa croissance, son développement et sa production (Passiourra,
1996).

V.1. Mécanismes de tolérance au stress hydrique

La tolérance d’une plante vis-a-vis du stress hydrique peut étre définie, du point de vue
physiologique, par sa capacité d’assurer ses fonctions physiologiques malgré une dégradation
de son état hydrique, du point de vue agronomique, par 1’obtention d’un rendement plus élevé
que celui des plantes sensibles (Passioura, 2004)

Face a la contrainte hydrique, les plantes développent des réponses physiologiques
adaptatives qui constituent les mécanismes de résistance a la sécheresse, varient en fonction
de I’espece et des conditions du milieu et permettent aux plantes leur survie dans des régions
de faible pluviosité et dont la teneur en eau des sols est peu élevée (Lamaze, 1994 ; Gate,
1995). Les mécanismes de tolérance a la sécheresse ont été détaillés par Chaves et al. (2003) ;
ils sont groupés en trois catégories :

V.1.1. L’esquive (échappement)

Sous stress hydrique, les plantes subissent des lésions et montrent des disfonctionnement
métaboliques. Si le stress est 1éger et de courte durée, la 1ésion peu étre temporaire et la plante
peut guérir lorsqu’il est éliminé. Les plantes échappent aux stress, les évitent en accomplissant
leur cycle de développement lors des périodes ou les stress sont peu importants.
L’échappement ou I’esquive permet a la plante de réduire ou d’annuler les effets de la
contrainte hydrique par une bonne adaptation de son cycle de culture a la longueur de la
saison des pluies, dont le principe correspond a un décalage entre le cycle de développement,
de reproduction et la phase climatique de limitation (la plante parvient a boucler son cycle
avant que le déficit hydrique ne s'installe véritablement).

Le développement phénologique rapide notamment pendant des périodes pluvieuses avec une
floraison précoce, permet a la plante d’éviter les périodes seches. C’est le cas des plantes des
régions arides et de désert qui sont éphémeéres autrement dit dont la durée de vie est courte.
Ces éphémérophytes effectuent leur cycle de développement durant une période humide
favorable et produisent des graines dormantes et supportent de longue période de sécheresse.
Cette stratégie peut étre appliquée aux especes cultivées, et menant a décaler la date de semis
et/ou a sélectionner des variétés plus précoces permettant d’éviter les déficits hydriques de fin
de cycle. On réduit alors le risque de perte de rendement, en échange d'une réduction du

rendement maximum atteignable (Tardieu et al., 2006).
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Le rendement de nombreuses variétés a ét¢ amélioré grace au raccourcissement des longueurs
de cycle (précocité) et ceci chez pratiquement toutes les especes cultivées annuelles (Turner et
al.,2001).

V.1.2. L’évitement (avoidance)

Il peut étre définit comme la capacité d’une plante a supporter une sécheresse en évitant la
déshydratation des tissus par le maintien d’un potentiel hydrique interne satisfaisant en
présence de contrainte hydrique (Levitt, 1985 ; Turner, 1986).

C’est une stratégie conservatrice, consiste a la fois de minimiser le risque de dégats de
rendement en réduisant les pertes en eau et d'optimiser 1'absorption de I'eau, mais elle a le plus
souvent un colit en terme de rendement maximum (Tardieu, 2003 ; Jean-pierre et al., 2006).

Les mécanismes d’évitement sont de type morphologique et physiologique notamment :

»  Le maintien de I’absorption hydrique : I’aptitude des racines a exploiter les réserves
en eau du sol sous stress figure parmi les types d'adaptation permettant a la plante d'éviter ou,
plus exactement, de retarder la déshydratation de ses tissus (Turner ef al., 2001).
L’augmentation de 1’absorption peut étre due a I’extension de I’absorption en profondeur et en
surface, a la vitesse de croissance et de ramification des racines (Laurent et Sané, 2007).
L'absorption de I'eau est optimisée par une allocation vers le développement du systéme
racinaire (Jackson et al., 2000).

Un systéme racinaire capable d’extraire I’eau du sol est un facteur essentiel de résistance a la
sécheresse. Cette caractéristique revét une importance particuliere sur les cultures qui
subissent régulierement des déficits hydriques de fin de cycle. Son impact sur le rendement
est particulieérement €levé car elle intervient directement dans 1’efficience de 1’utilisation de
I’eau en conditions de stress et peut étre considérée comme réponse particulierement efficace
pour I’¢élaboration de la production de graines (Passioura, 1977 ; Khalfaoui, 1990 ; Subbarao
et al., 1995).

Un bon développement de 1’axe principal racinaire a permis d’exploiter I’eau des horizons

profonds du sol chez le blé (Monneveux, 1991) et I’arganier (Tazi, 2003).

»  Réduction de la surface foliaire: le ralentissement de la croissance tissulaire,
I’enroulement foliaire, le jaunissement, la sénescence et la chute des feuilles agées ou la
présence de cire a la surface des feuilles, sont souvent des réponses observées chez les plantes
soumises a la sécheresse. Ces phénomenes sont des mécanismes d’évitement afin de réduire la

surface transpirante et maintenir un potentiel hydrique adéquat. Ils ont été observés chez
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plusieurs espéces des régions arides notamment le mais, le sorgho, 1’olivier et le riz (Turner,
1979 ; Kramer, 1983 ; Clarck, 1986).

> La régulation stomatique : les stomates, de minuscules orifices situés a I’interface
des tissus foliaires et jouent un role fondamental dans les échanges gazeux entre les feuilles et
I’atmosphere et la régulation des pertes en eau de 1’appareil foliaire.

Généralement, le contrdle de I’ouverture et de la fermeture des stomates dépend du potentiel
hydrique foliaire et de ’humidité de I’air au champ, dont une faible conductance conduit a
une fermeture des stomates. La fermeture des stomates est une des réponses précoces au
déficit hydrique de fagon a régler la perte d’eau par transpiration des feuilles par rapport a la
vitesse d’absorption d’eau par les racines (Turner, 1997 ; Hopkins, 2003).

La régulation stomatique constitue un mécanisme majeur qui intervient a court terme pour
protéger la plante contre la déshydratation en limitant les pertes d’eau: le potentiel hydrique
foliaire sera maintenu d’autant plus longtemps que la fermeture des stomates est précoce
(Maury et al., 2011) .

Une faible conductance stomatique est généralement proposée comme un signe d’adaptation a
la sécheresse (Turner, 1986 ; Jones, 1987).

La fermeture des stomates est contrélée par un signal hormonal, 1’acide abscissique (ABA) en
réponse a 1’asséchement du sol, quoique certains auteurs attribuent ce mécanisme ainsi au
cytokinine (Tardieu, 1996).

La régulation stomatique a pour but de préserver rapidement 1’état hydrique de la plante mais
en méme temps elle réduit 1'assimilation du carbone et de 1’eau ce qui conduit a une réduction
de l’activité photosynthétique et par conséquent la croissance et la productivité des cultures
(Turner, 1997 ; Benhamou, 2009).

V.1.3. La tolérance a la déshydratation et ajustement osmotique

La tolérance a la déshydratation implique des mécanismes intracellulaires qui visent a
préserver 1’intégrité structurale et fonctionnelle des tissus lorsque le potentiel hydrique
diminue. Dans ce cas, le phénoméne d’ajustement osmotique apparait comme un mécanisme
clé dans la tolérance a la déshydratation (Laurent et Sané, 2007).

L’ajustement osmotique permet la préservation de plusieurs fonctions physiologiques de la
plante par le maintien d’une turgescence cellulaire positive et induit une baisse du potentiel
par I’augmentation de la concentration des solutés intracellulaires d’une maniére active
(Turner et al., 1997; Bamoune ,1997 ; Hopkins, 2003). Il permet aussi une protection des

membranes et des systémes enzymatiques (Santarius, 1993).
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L’ajustement osmotique consiste en la synthése des molécules solubles, appelées osmolytes
ou osmoticum qui s’accumulent le plus souvent dans le cytoplasme. Cette forte accumulation
de solutés se traduit par une plus grande capacité d’attraction et de rétention des molécules
d’eau et provoque une diminution du potentiel osmotique (Nabors, 2008).

Les solutés accumulés sont trés varié€s et appartiennent a diverses familles biochimiques tels
que les acides aminés (proline, arginine, alanine, etc.), les amides (glutamines et asparagine),
les polyamines, les acides organiques (citrate, glutamate, malate, etc.), les sucres (saccharose,
fructanes, sorbitol, mannitol, glycérol, etc.), les ions quaternaires (glycinebetaine, proline-
bétaine, pinitol)et les sels minéraux (K, Na®, CI) (Lamaze et al., 1994 ; Hopkins, 2003).
L'effet de I'ajustement osmotique dans l'adaptation a la sécheresse a ét¢ démontré chez
différentes especes telle que 1’olivier et les arbres fruitiers telles que le tréfle (Wyn Jones et
al., 1984), les lentilles (Hurkman et al., 1991), la vigne (Rodriguez et al., 1993), le tournesol
(Ashraf, 1994), le melilot (Ashraf, 1995), le blé (Abebe et al., 2003) et I’orge (Wimmer et al.,
2003).

De plus, I'ajustement osmotique peut intervenir a tous les stades de développement, il est li¢ a
la capacité des plantes d’accumuler au niveau symplasmique certains solutés de manicre
active (Blum, 1988).

Les solutés organiques ne perturbent généralement pas ou peu le métabolisme des cellules et
sont qualifiés a ce titre d’osmoticum compatibles (Radhouane, 2011).

L'importance relative de 1'ajustement osmotique dans l'adaptation au déficit hydrique des
plantes est encore soumise a discussion (Hare et al. 1998).

V.2. Mécanismes de tolérance au stress salin

La tolérance/ résistance des plantes a la salinité s’exprime par sa capacité a survivre, a croitre
et a produire et compléter leur cycle de vie dans un substrat contenant une forte concentration
de sels solubles (Piri et al., 1994 ; Parida et Das, 2005)

Le maintien des processus vitaux des plantes dans les conditions de stress salin passe par une
résistance a la déshydratation, une adaptation du potentiel osmotique afin de rétablir les
relations hydriques et d'assurer une alimentation en eau convenable, ainsi que par un controle
efficace des flux ioniques intracellulaires (Chretien, 1992).

Les plantes réagissent en mettant en ceuvre différentes mécanismes physiologiques et
biochimiques de tolérance, groupés en une homéostasie cellulaire, une limitation des dégats
de stress par contrdle et compartimentation des sels ou détoxication, et une régulation de la

croissance (Zhu, 2001).
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V.2.1. Homéostasie cellulaire

Selon Levitt (1980), c’est le processus de maintien de I’équilibre hydrique de la cellule,
regroupant I’homéostasie ionique et 'homéostasie osmotique ou ajustement osmotique

> L’homéostasie ionique : contribue au maintien d’un taux constant et faible des
especes ioniques dans le cytoplasme des cellules afin de limiter les effets du Na et Cl sur la
fonctionnalité des enzymes. Elle est atteinte sous stress salin par les stratégies suivantes:

a. L’exclusion des sels représente la capacité de la plante a restreindre I’absorption des ions
toxiques vers la tige (Munns, 2002).

Chez les plantes sensibles au NaCl, le Na* s’accumule dans les racines, puis s’exclue des
feuilles. Ces plantes sont dites « excluders ». Elles absorbent indifféremment les sels dans la
séve du xyléme, puis transférent ces sels toxiques dans les tissus conducteurs du phloéme et
pour enfin les diluants par croissance active avec entrée d’eau importante les excrétant des
racines vers la solution du sol. La plante empéche le sel de remonter dans la séve jusqu’aux
feuilles. La présence de 1I’endoderme dans les racines ainsi que le transport sélectif, leur
permet d’absorber les ions nutritifs utiles et de réexcréter les ions Na' (Laval-Martin et
Mazliak, 1995 ; Ashraf, 2002) (fig. 2).

La plante a la capacité de réexpédier aussitot I’exces de sel parvenu jusqu’aux feuilles vers ses
racines, par l’intermédiaire de sa séve descendante par le phloéme. Les racines peuvent
ensuite réexcréter le sel a I’extérieur et I’éliminer vers le sol (Berthomieu et al., 2003).

b. L’inclusion : représente la capacité de la plante & accumuler des quantités de sels, a des
niveaux toxiques, dans la tige. Cette capacité est associée a une faible accumulation des ions
toxiques dans le cytoplasme, qui est un mécanisme clé dans la tolérance au stress salin
(Ashraf, 2002).

A D’inverse, les plantes tolérant le NaCl, sont dites « includers » car elles ont en général des
feuilles plus chargées en Na™ que les racines lorsqu’elles sont en milieu salé.

La plante retient le sel qui parvient aux feuilles au méme titre que 1’eau, par le mouvement
ascendant de la séve dans les vaisseaux. A I’intérieur des cellules, le sel est alors stocké dans
les vacuoles grace a des systemes de pompes moléculaires, le sel est ainsi isolé des
constituants cellulaires vitaux ou excrété par des glandes vers I’extérieur (Alem et Amiri,

2005) (fig. 2).
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Inclusion — Exclusion

Figure 2: Stratégies de résistance des plantes aux conditions

salines (Levigneron et al., 1995)

> L'homéostasie osmotique ou ajustement osmotique

Ce mécanisme joue un role crucial dans la tolérance ou la résistance a la contrainte saline
(Munns, 2002).

Les végétaux sont capables de supporter le stress salin, en maintenant un gradient de potentiel
hydrique entre la plante et le milieu extérieur (salin) (Chinnusamy et al., 2005).

L’ajustement osmotique permet le maintien de nombreuses fonctions physiologiques
(photosynthése, transpiration et croissance) (Martinez et al., 2007). L’osmorégulation permet
la protection des membranes et des systemes enzymatiques et le maintien des pressions
cytosol- vacuole (Ottow ef al., 2005).

On parle d’ajustement osmotique quand les concentrations des solutés a I'intérieur de la
cellule augmentent pour maintenir une pression osmotique cellulaire élevée.

La cellule accumule alors activement dans le cytoplasme des composés appelés des solutés
compatibles (osmolytes), car elles n’interagissent pas avec les enzymes, comme réponse a la
chute du potentiel osmotique permettant le flux d’eau a P'intérieur de la cellule, dont la
composition varie en fonction des espéces. Ce sont des solutés non chargés qui tendent a étre
neutres au pH physiologique et non ionique. Les porteurs et transporteurs associés aux
membranes sont eux probablement qui assurent les différentes distributions d’osmolytes a
I’intérieur de la cellule (Bohnert et Shen, 1999 ; Tester et Bacic, 2005).

Les osmolytes facilitent la rétention de I’eau dans le cytoplasme et permettent la séquestration

du NacCl dans la vacuole ou I’apoplaste. Elles ont des caractéristiques de liaisons d’hydrogene
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qui leurs permettent de protéger des macromolécules des effets néfastes de 1’augmentation de
la force ionique dans les milieux avoisinant.
Ces solutés protegent la structure cellulaire en interagissant avec les complexes protéiques des
membranes (Parida et Das, 2005).
Ces composés peuvent étre aussi bien d’origine organique tels les sucres, les acides
organiques et les acides aminés, ou d’origine inorganique comme les ions, en particulier les
ions potassium (Shabala et Cuin, 2006).
Parmi ces osmolytes, on trouve la proline, la glycine bétaine, les sucres totaux et alcools tels
que le sorbitol ou le mannitol, et qui sont considérés comme les principaux marqueurs
biochimiques de stress associés a la tolérance au stress (Shabala et Cuin, 2006).

> La glycine- bétaine
Ce sont de petites molécules (amine) quaternaires ultra solubles impliquées dans 1’ajustement
osmotique, permettent ainsi un fonctionnement normal du métabolisme dans les cellules
(McNeil et al., 1999 ; Ashraf'et Foolad, 2007).).
Le terme bétaine est utilisé¢ invariablement pour désigner les composés suivants: la glycine
bétaine, la B-alanine bétaine et la hydroxyproline bétaine. La synthese de la bétaine augmente
considérablement lorsque I’organisme est exposé a des facteurs environnementaux tels le
froid, la chaleur, la salinité et le gel (Krall et al., 1989 ; Zhao et al., 1992).
Il apparait que les plantes sont capables de synthétiser la glycine Bétaine comme un osmolyte
secondaire sous stress salin ou hydrique sévere (Al Hassan et al., 2015).

3

La bétaine agirait comme un “’capteur d’eau’’ qui permettrait de stabiliser la conformation
quaternaire des protéines, leur permettant ainsi d’étre fonctionnelles lorsque les conditions
sont nuisibles (McNeil ef al., 1999).

De plus son rdle dans 1I’osmorégulation, il est aussi mentionné dans la littérature que la
bétaine pourrait agir aussi comme une chaperonne a faible poids moléculaire, co-régulateur
lors du repliement d’enzymes et de certaines autres protéines, et contribue dans la
désintoxication des ROS (Reactive Oxygen Species) (Chen et Murata, 2002).

Ce composé est suggéré pour contribuer a arranger davantage la structure des membranes
souvent mises & dommages lors du stress (Gorham, 1955).

Il peut étre aussi impliqué, directement ou indirectement dans le signal et la régulation de
I’expression des geénes durant le stress (Munns et Tester, 2008; Szabados et Savouré, 2010).

L'accumulation de la glycine-betaine se produit dans diverses algues marines et dans

approximativement 10 familles de plantes a fleurs.
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La famille des Chenopodiaceae renferme plusieurs espéces qui accumulent la glycine-betaine,
telles que la betterave a sucre (Béta vulgaris, d’ou le nom bétaine et, les épinards ainsi que
d’autres especes telles que le tournesol, le blé et le mais (Levigneron ef al., 1995 ; McNeil et
al., 1999

> La proline
La proline est un acide aminé protéinogéne dont le groupe a-amino est présent en tant
qu'amine secondaire et qui est essentielle au métabolisme primaire (Szabados et Savouré,
2010).
Cette petite molécule non chargée, trés soluble dans l'eau avec un pH physiologique, ce qui
lui permet de s'accumuler a des concentrations €élevées dans le cytosol des cellules végétales
sans endommager les structures cellulaires (Low, 1985; Trovato et al. 2008).
L’accumulation de la proline se produit chez les eubactéries, les protozoaires, les invertébrés
marins et les plantes sous 1’effet de différents stress. Chez les plantes, la proline est considérée
comme d’importance majeure (phytoprotecteurs), et s’accumule sous ’effet de la salinité, la
sécheresse, les températures extrémes, les métaux lourds, I’infection pathogene, la déficience
nutritionnelle, la pollution atmosphérique et la radiation UV (Hare et Cress, 1997; Saradhi et
al. 1995).
Généralement, la teneur en proline a 1’état libre s’accroit rapidement chez de nombreuses
monocotylédones et dicotylédones soumises a un stress salin, remarquée é€galement sous
stress hydrique et osmotique (Levigneron et al.,. 1995).
La particularité dans I’accumulation de la proline par les plantes hautement stressées peut étre
un des parameétres pour caractériser le développement de la tolérance a la salinité chez les
glycophytes (Paquin et Pelleter, 1978).
Aspinall et Paleg (1992) proposent de I'utiliser comme critére de tolérance a la sécheresse
chez 1’orge. Plusieurs sélectionneurs et physiologistes ont utilis¢é la capacité de son
accumulation dans le criblage des génotypes résistants au déficit hydrique et la salinité sur le

blé tendre (Dorfling et Askman, 1989) et sur le bl¢ dur (Benlaribi et Monneveux, 1998).

Une fois accumulée, la proline ajuste la pression osmotique cellulaire en deca des valeurs
externes, entrainant (ou préservant) lI'eau dans la cellule en maintenant ainsi la pression de
turgescence suffisamment €élevée pour soutenir la croissance (Trovato et al., 2008).

e Biosyntheése
Sous conditions de stress, le métabolisme des acides aminés est largement altéré et la synthése

des protéines augmente comme une conséquence a ces conditions métaboliques ; la synthése
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de la proline est provoquée par une augmentation des concentrations des métabolites
accompagnée d’une production de précurseurs de proline (Silveira ef al., 2002) .

Dans les plantes, il existe deux voies de synthese différentes pour la proline (fig. 3) :- la
premicre voie provient du glutamate, qui est converti en proline par deux réductions
successives catalysées par la pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS) et la pyrroline-5-
carboxylate réductase (P5CR) respectivement. P5CS est une enzyme bifonctionnelle
catalysant d’une part I’activation du glutamate par phosphorylation et d'autre part la réduction
du phosphate c-glutamyle, intermédiaire labile en semi-aldéhyde de glutamate (GSA), en
équilibre avec la forme P5C (Hu ef al. 1992 ; Gill et Tuteja, 2010) ; - le deuxiéme précurseur
de la biosynthese de proline est I'ornithine (Orn), qui peut étre transaminée en P5C par 1'Orn-
d-aminotransférase (OAT), une enzyme située au niveau des mitochondries. La voie du
glutamate est la voie principale du stress osmotique (Roosens ef al., 1998).

Le gene P5CS est induit par le stress hydrique et son induction est généralement corrélée a
I’accumulation de la proline. La tolérance induite par la surexpression du gene inclut
I’ajustement osmotique au niveau du cytosol et la mobilisation des radicaux libres oxygénés.
La surexpression du P5CS a été décrite au départ chez le tabac et puis 1’étude s’est étendue
sur ’ensemble des agrumes. Il a été démontré que la surexpression d P5CS chez la tomate
transgénique entraine 1’augmentation du taux de cette molécule sous conditions de stress salin
(Hamida-Sayari et al., 2005 ; Gimeno et al., 2009 ; Gill et Tuteja, 2010).

Les cellules végétales ont le potentiel de 1'accumuler rapidement et de le dégrader rapidement
en cas de besoin (Trovato et al. 2008). La dégradation de la proline est le processus inverse de
la biosynthése de proline et est catalysée par la proline déshydrogénase (PDH) et la
déshydrogénase P5SC (PSCDH).

La biosynthéese de proline se produit dans le cytosol, dans les plastides et les mitochondries, et
non dans les vacuoles, ceci suggere que les chloroplastes et les mitochondries importent la
proline et la vacuole a une activité exportatrice du moment que la concentration de la proline
est faible a son niveau par rapport au cytosol au cours du stress (Bellinger et Lahrer, 1989).
Par ailleurs la dégradation de proline se produit dans les mitochondries (Szoke ef al., 1992).
De plus, 1’équilibre entre la biosynthese et la dégradation de proline est également considéré
comme essentiel dans la détermination des fonctions osmoprotectrices et développementales

de la proline (Tuteja, 2010).
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e Roles
En comparant avec la majorité d’autres acides aminés, la synthése de la proline a un avantage
métabolique en tant que produit terminal d’une voie relativement courte et hautement régulée
(Silveira et al., 2002).
La proline est I'osmolyte le plus commun parmi les plantes, son accumulation est crue de
jouer u role adaptatif dans la tolérance au stress (Verbruggen et al., 1996). Elle participe a la
rétention de 1’eau dans le cytoplasme et protége contre la dessiccation des membrane et la
dénaturation des protéines (Ben Ahmed ef al., 2010).
La proline peut agir comme un osmoticum dont I’accumulation cytoplasmique permet de
neutraliser les effets ioniques et osmotiques de 1’accumulation du sel dans la vacuole, en
facilitant I’exclusion des sels des sites métaboliques (Silveira et al., 2002).
La biosyntheése de la proline peut étre associée a la régulation du pH cytosolique ou la
production de NADPH pour la stimulation de la voie des pentoses-phosphates (Lutts ef al.,
1996)
La proline a également été proposé¢ pour fonctionner en tant que chaperonne moléculaire
stabilisant la structure des protéines membranaires et des protéines libres, et son accumulation
peut fournir un moyen d'équilibrer le statut redox des cellules (Dar et al., 2016).
Il trés connues que la salinité et la sécheresse induisent un stress oxydatif, cet osmoprotecteur
non enzymatique possede un bon potentiel inhibiteur et il peut étre considéré comme un
piégeur de ROS afin de controverser leurs effets (détoxication) (Cumbes et Smirnoff, 1989 ;
Gill et Tuteja, 2010).
De plus, il a été proposé que la proline agit comme un moyen de transférer et stocker le
carbone et 1’azote, et réduire le potentiel de développement des fleurs et des graines (Hare et
Cress, 1997)
Selon un autre point de vue, I’accumulation de la proline n’est pas toujours une réaction
d’adaptation au stress, mais plutot le signe d’une perturbation métabolique ou signal de stress
(Hanson et al., 1990 ; Maggio et al., 2002).
Enfin, le dosage de l'accumulation de la proline est considéré comme un critére de sélection
de la tolérance au stress. La teneur de proline accumulée par les plantes varie selon les
especes, et peut étre 100 fois plus que dans les conditions controlées (Verbruggen et

Hermans, 2008).
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Figure 3: Les voies de biosynthése de la proline (Parvaiz et Satyawati, 2008)

> Les sucres totaux
Ces composés qui jouent un role central dans la structure et le métabolisme de la plante sont
aussi qualifiés d’osmolytes compatibles qui s’accumulent principalement dans le cystol et
sont impliqués dans les réponses aux stress (Sulmon et al., 2004; Tuteja, 2008)
Cette catégorie de solutés organiques comprend les sucres simples (glucose, fructose et
saccharose), les sucres alcools (mannitol, sorbitol, glycérol et inositols méthylés) et les sucres
complexes raffinose et fructanes) (Bohnert et Jensen, 1996).
La sécheresse, la salinité, les basses températures et les inondations, en général, augmentent
les concentrations de sucres solubles, alors que les irradiations lumineuses ¢levées (UVBR),
les métaux lourds, la déficience de nutriments et I'ozone diminuent les concentrations de
sucres (Strand et al., 1999 ; Gill et al., 2001) et varient en fonction du génotype des plantes et
du facteur de stress (Castonguay et al., 1995 ; Almodares et al., 2008)
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L'accumulation de sucres solubles dans les plantes a été largement rapportée en réponse au
stress salin et au stress hydrique malgré une diminution significative du taux d'assimilation
nette en CO,. Ces sucres sont considérés comme des bons osmorégulateurs qui jouent un role
important dans 1’ajustement osmotique (Murakeozy et al., 2003).
Généralement, il est admis que 1’accumulation des sucres solubles peut avoir comme origine
I’hydrolyse des réserves en particulier ’amidon mais aussi une modification du métabolisme
carboné (Lepoivre, 2003).
Rosa et al. (2009) ont démontré que dans des conditions de stress, le métabolisme des sucres
solubles est un processus dynamique impliquant simultanément des réactions de dégradation
et de synthése.

e Role
Chez les glycophytes, les sucres contribuent jusqu'a 50% du potentiel osmotique total sous
des conditions salines (Cram, 1976).
Ces composés aident les cellules végétales a maintenir leur état hydraté, et donc a fonctionner,
permettant une résistance contre la sécheresse et la déshydratation cellulaire.
Les groupes hydroxyles des sucre-alcools substituent le groupe OH de I’eau pour maintenir
les interactions hydrophiles avec les lipides membranaires et les protéines, et donc aider a
maintenir 'intégrité structurelle des membranes (Tuteja, 2008).
Beaucoup d’auteurs ont mis en évidence le role protecteur des sucres sur les membranes, en
particulier mitochondriales. Leur présence permettrait le maintien des réactions de
phosphorylation et de production d’énergie. En outre, les hydrates de carbone protégent les
processus par lesquels les enzymes sont synthétisés ce qui impliquerait une meilleure
tolérance de la plante a la dessiccation et une meilleure résistance a la sécheresse (Parker,
1968 ; Todd, 1972).
Dans des conditions de froid, I’accumulation des sucres semble induire la gélification du
contenu cellulaire en saturant le milieu intracellulaire. Ce phénomene permet d’éviter la
cristallisation des molécules contenues dans la cellule, et donc limite les dommages au niveau
des structures cellulaires (Dubos, 2001).
Hare et Cress, (1997) remarquent que parmi les principaux sucres accumulés sont le glucose,
le saccharose, le fructose et le fructane qui représentent des osmoticums beaucoup moins
puissants que la proline, et ils participent eux aussi au maintien de la balance de la pression
osmotique et de la pression de turgescence. Ainsi, les enzymes liés au métabolisme des sucres
semblent avoir une importance majeure dans la tolérance au stress hydrique (Geigenberger et

al., 1997) et le stress salin (Parida et al., 2002).
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Le stress hydrique tend a induire une augmentation caractéristique de la teneur en saccharose
dans les feuilles (Parida et al., 2002) il est préférentiellement accumulé dans les tissus en
déshydratation (Déjardin et al., 1999)..

Les phénomenes de tolérance inductibles par le saccharose sont liés a des mécanismes de
régulation plutdt qu’a un effet nutritionnel strict des sucres solubles. En effet, il a ét¢ montré
que le saccharose confére une forte tolérance chez Arabidopsis, qui se traduit par un maintien
de la croissance et du développement (Sulmon et al., 2004).

Les fructanes constituent des composés majeurs de réserve de polysaccharides (Hisano et al.,
2008), naturellement présents en solution dans les cellules des feuilles (Pavis et al., 2001), les
racines (Prud'homme et al., 1992) et dans les tiges (Smith, 1967). Les niveaux de fructanes
ont été associés a la capacité de tolérance aux stress abiotiques notamment le froid et la
sécheresse (Hisano et al., 2004 ; Kawakami et al., 2008). Ils sont liés a la stabilisation des
membranes cellulaires (Livingston ef al., 2009) et participeraient également aux fonctions
antioxydantes de la plante par le piégeage chimique des ROS au niveau du tonoplaste (Peshev
et al., 2013). Ils pourraient aussi jouer un role en tant que signaux de stress (Van den Ende,
2013).

Le stress salin induit une accumulation du mannitol qui semble étre régulée par le catabolisme
du mannitol lui-méme. L’accumulation du mannitol entraine la diminution du potentiel
osmotique dans le cytoplasme, il aide a retenir 1’eau et par conséquent atténuer 1’effet de
sécheresse physiologique que cause la salinité (Tester et Bacic, 2005).

Le tréhalose, un disaccharide qui s'accumule sous divers stress abiotiques et protége les
membranes et les protéines des cellules exposées au stress qui entrainent un déficit en eau et
une agrégation réduite des protéines dénaturées (Singer et Lindquist, 1998). Selon Yamada et
al. (2003), le tréhalose a un effet suppressif sur la mort cellulaire.

Une accumulation de la teneur en sucres a été¢ mise en évidence chez le sorgho (Jones et al.,
1980) et le blé (Tari et al., 2000). Elle pourrait contribuer a la réalisation d’une pression
osmotique qui limite la transpiration. En effet, Le niveau d’ajustement osmotique réalisé par
les 1égumineuses est modeste comparé a celui des céréales (Subbarao, 1995).

Dans les feuilles de tomate, la teneur en sucres solubles augmente considérablement, mais la
teneur en amidon n’est pas affectée (Khavarinejad et Mostofi, 1998).

Ashraf et Tufail (1995) ont déterminé la teneur en sucres solubles totaux de cinq accessions
de tournesol présentant une tolérance au sel différente dont les lignées tolérantes au sel

avaient généralement des sucres solubles plus importants que ceux sensibles au sel.
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En conclusion, les sucres solubles ont un double réle dans les plantes. Elles sont impliqués
dans les divers événements métaboliques et agissent en tant que signaux moléculaires régulant
différents geénes, en particulier ceux impliqués dans la tolérance au stress (Rosa et al., 2009).
V.2.2. Compartimentation vacuolaire

La stockage ou séquestration du sodium dans la vacuole est la stratégie la plus efficace chez
les plantes pour éviter la toxicité de' Na sur des sites métaboliques dans le cytoplasme (Jebnoune,
2008).

La plante utilise en effet le sel pour ajuster la pression osmotique de ses cellules. Elle capte le
sel qui parvient aux feuilles, au méme titre que I'eau, par le mouvement ascendant de la seve
dans les vaisseaux. A l'intérieur des cellules, le sel est alors stocké dans les vacuoles grace a
des systémes de "pompes" moléculaires. Les vacuoles étant des compartiments fermés au sein
de la cellule; le sel est ainsi isolé¢ dans des constituants cellulaires vitaux (Berthomieu et
Sentenac, 2003).

De plus, la compartimentation contribuent également a une échelle plus large a limiter aussi
’accés de Na” aux cellules photosynthétiques (Zhang et al., 2001).

La vacuole est le compartiment cellulaire le plus volumineux qui permet un stockage massif
des ions sans dommage sur le fonctionnement de la cellule. Lorsque la capacité
d’accumulation (vitesse, quantité) de la vacuole est saturée, les ions qui continuent a parvenir
aux parties aériennes s’accumulent soit dans le cytoplsame, soit dans les parois cellulaires
(Munns, 1993). D'autres organites, tels que les plastes et les mitochondries, peuvent
¢galement accumuler ces ions et contribuer ainsi a la compartimentation intracellulaire de ces
ions toxiques (Blumwald, 2000; Dietz et al., 2001).

Le déplacement des ions au travers des membranes implique un transport actif, qui utilise
différents transporteurs (en densité¢ variable) a la surface des membranes cellulaires.
Le processus est dont coliteux en énergie pour la plante (Orcutt et Nilsen 2000 ; Zhang et al.,

2001).

V.2.3. Régulation de la croissance et induction hormonale

La présence d’une contrainte saline entrave le développement racinaire, la plante tend
toujours a rétablir son équilibre. Il parait dont que le maintien de la croissance racinaire
constitue un caractere adaptatif dans un environnement de faible disponibilité en eau tel que le
milieu salin. L allongement racinaire peut étre di a une augmentation d’activité des enzymes
impliquées dans la construction du cytosquelette ou de I’accumulation de proline (Ober et

Sharp, 1994 ; Wu et al., 1994). En effet, la réduction de la croissance aérienne des plantes
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peut étre expliqué par des augmentations des taux de certains régulateurs de croissance,
notamment 1’acide abscissique et les cytokinines induites par le sel (Benmahioul ef al., 2009).
La concentration ¢élevée du sel déclenche une augmentation du taux de ces hormones
végétales (Meloni ef al., 2004).

La fonction principale de 1'acide abscissique est de réguler la tolérance au stress osmotique via
des genes de tolérance a la déshydratation cellulaire et régule la balance de 1'eau dans la plante
a travers les cellules de garde. L'ABA est aussi induit par la salinité (Kaur et Gupta, 2005).
Chez Arabidopsis taliana, les régulations de la division cellulaire et de 1’élongation cellulaire
sous stress salin sont effectuées par I’intermédiaire de I’ABA (Wang et al., 1993).

Spollen et al. (2000) suggerent que 1’¢longation racinaire par I’intermédiaire de I’ABA doit
étre causée par une inhibition de biosynthése d’éthylene.

Pendant le stress salin, il y a une augmentation au niveau de la production de I’ABA et
I’éthyléne chez Citrus sinensis, il s’est avéré que ’ABA vient alléger I’effet inhibiteur du
NaCl sur la photosynthése, la croissance et la translocation des assimilats (Meloni et al.,
2001). 11 a été reporté que I’ABA réduit la libération de 1’éthyléne et 1’abscission foliaire en
conditions de stress chez le citrus, probablement en diminuant I’accumulation de 1’ion toxique
dans les feuilles (Ashraf et foolad, 2007).

L’ABA favorise le passage de la forme C3 a la forme CAM pendant le stress chez quelques
especes. Il favorise la fermeture des stomates en changeant le flux des ions dans les cellules
de gardes sous les conditions de stress salin. Dans le cas du stress salin, I’augmentation de
I’absorption de Ca®' est liée & I’augmentation de ’ABA et donc contribue au maintien de
I’intégrité membranaire, ce qui permet aux plantes de réguler 1’absorption et le transport dans
le cas d’exces de la salinité a long terme (Ashraf et foolad, 2007).

V.2.4. Adaptation a la salinité

D'une facon générale, la tolérance au sel n'est pas constante pour une méme espece ou variéte.
Elle peut changer en fonction de l'espéce, du génotype, de 1'age et de I'état physiologique de
l'organe (El-Mekkaoui, 1990). A cet égard, les plantes peuvent étre regroupées en deux
catégories principales en se basant sur leur comportement vis-a-vis aux contraintes salines
(Thomson, 1975).

> Les halophytes : se sont les plantes qui croissent sur des sols trés salins. Les
halophytes les plus tolérantes continuent de croitre a des concentrations comprises entre 200
et 500 mM de NaCl. Elles présentent des adaptations morphologiques (xéromorphoses) et des
adaptations physiologiques marquées d’abord par une pression osmotique internes tres élevée.

Les halophytes possédent des structures spécialisées, appelées « glandes a sel », situées au
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niveau des cellules épidermiques des feuilles et des tiges, ayant le role d'excréter le sel,
lorsque la charge minérale des tissus est excessive.

La succulence est I'un des caracteres les plus communs aux halophytes, elle se traduit par une
accumulation d'eau dans les cellules constitutives des tissus des organes aériens et une
augmentation de 1'épaisseur des feuilles qui est I'une des modifications qui apparait de fagon
plus importante chez les especes les plus tolérantes.

On note de plus, la réduction de la surface foliaire, par exemple chez Cressa cretica et
Tamarix gallica ; la présence d'une cuticule épaisse et l'apparition plus précoce de la
lignification de quelques organes a la fin de leur cycle de vie (Raache et Karboussa, 2004).

> Les glycophytes : a I’autre extrémité se trouvent ces plantes sensibles, qui ne peuvent
tolérer que de faibles concentrations de sels et peuvent subir des dommages irréparables par
des concentrations de NaCl inférieures a 50 mM.

Beaucoup d’espéce cultivées importantes comme les haricots, le soja, le riz et le mais sont des
glycophytes . Des modifications s'observent sous 1'effet de la salinité comme la raréfaction des
stomates, la présence de tissus de soutien et l'abondance du parenchyme aquifére (Laval-
Martin et Mazliak., 1995).

Il est souvent difficile de séparer les effets de la salinité de ceux engendrés par un

faible potentiel hydrique ou par des interactions complexes avec d’autres ions.
La présence des sels dans la zone racinaire abaisse le potentiel osmotique (négatif), ce qui
réduit le potentiel hydrique du sol. La balance hydrique de la plante entiére en est affectée. Le
maintien d’un gradient de potentiel hydrique est nécessaire aux mouvements d’eau du sol vers
la partie aérienne de la plante. Cet effet osmotique induit par la présence de sel est similaire a
celui induit par le déficit hydrique.

L’ensemble des stress, qu’ils soient de nature hydrique ou saline, provoquent des
modifications de I’état physique des membranes cellulaires. L’intégrit¢é membranaires est
rompue ce qui entraine la décompartimentation et la fuite de solutés. L’assemblage des
protéines des systémes respiratoires, des photosystemes et des systemes métaboliques est
déstructuré (Cattivelli ef al., 2008).

Cependant, une différence essentielle existe entre 1’effet induit par un stress salin et un
déficit hydrique : la quantité totale en eau disponible. Lors d’un déficit hydrique,
I’assechement du sol permet a la plante de prélever qu’une quantité finie d’eau disponible
suivant le profil du sol, diminuant ainsi son potentiel hydrique. A I’inverse, lors d’un stress
salin, une grande quantité d’eau est généralement disponible, mais a un faible potentiel

hydrique. De ce fait, la plante peut assurer sa croissance, bien que ralentie, sous contrainte
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saline par ajustement osmotique : la turgescence est maintenue malgré le fléchissement de la
croissance cellulaire et le potentiel hydrique est abaissé pour faciliter 1’absorption d’eau a la
racine (Campos et Assuncao, 1990 ; Munns, 2002 ; Kaviani, 2008; Ma ef al., 2008).

La synthése et ’accumulation de nouveaux métabolites connus de solutés compatibles
constituent une réponse connue a ces stress, pour ¢viter la perte d’eau et maintenir
I’homéostasie cellulaire (Ford, 1984). L’accumulation de la proline est une réponse
physiologique commune a différents stress multiples dont elle est crue de jouer un rdle
important dans 1’ajustement osmotique (Tuteja, 2010).

Les substances qui contribuent a 1’ajustement osmotique chez les halophytes sont les
mémes solutés dont la proline, la bétaine et le sorbitol qui s’accumulent en réponse au stress

hydrique (Yeo et Flowers, 1983).
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Chapitre I : Etude de la germination

Ce chapitre consiste a déterminer I’effet du stress hydrique et salin sur la germination des
graines de Medicago arborea L. afin de comprendre davantage les facteurs qui régissent la
germination de 1'espéce dans des conditions contrdlées (in vitro) et de faire le point sur les
connaissances de la viabilité de ses graines.

I. Matériel et méthodes

I.1. Matériel biologique

Nos essais de germination portent sur des graines de Medicago arborea L. (fig. 4), fournies
par la station INRF (Institut National de Recherche Forestiere) de la Wilaya de Djelfa,
région des hauts plateaux du centre d’Algérie (Alt. : 346.66 m ; 34°40" N ; 3°54" E).

Les graines ont été récoltées en juin 2011 puis conservées dans des sachets en papier a la

température ambiante du laboratoire et a 1’abri de I’humidité jusqu’a leur utilisation en 2015.
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Figure 4 : Graines de Medicago arborea L. (Cliché Aissat 2015)

1.2. Méthodes d’étude

1.2.1. Sélections et préparation des graines

Les graines de Medicago arborea employées ont été soigneusement triées et seules les
graines saines, complétes et mires ont été selectionnées.

Elles ont été désinfectées afin d’éviter leur contamination par les champignons au cours du
processus de germination, par trempage dans 1’hypochlorite de sodium a 5%, pendant 10
min puis rincées a 1’eau distillée plusieurs fois pour éliminer toute trace de chlore.

1.2.2. Déroulement des essais de germination

Les graines ont été¢ placées dans des boites de Pétri en verre de 90 mm de diamétre,
stérilisées, tapissées de deux couches de papier filtre, imbibé quotidiennenment selon Ila

nature des essais par :
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- des solutions salines de différentes concentrations préparées a partir du Chlorure de Sodium
(NaCl) pour le stress salin,

- les solutions de différentes concentrations de polyéthylene glycol (PEG g00) pour le stress
hydrique) et,

- I’eau distillée pour le témoin.

Elles ont été ensuite mises & germer dans un incubateur de type Memmert, a 1'obscurité, a la
température optimale continue de 20°C (Aissat, 2014) (fig. 5).

Le dispositif expérimental est randomisé avec trois répétitions, a raison de 25 graines par lot.

Le pourcentage de germination est noté quotidiennement pendant toute la période du
processus.
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Figure 5 : Mise en germination des graines en boites pétri (Cliché Aissat, 2015)

1.2.3. Application des stress

1.2.3.1. Stress salin

Pour évaluer I'effet du stress salin sur la germination des graines de M. arborea, nous avons
utilisé des solutions d’arrosages présentant différentes concentrations molaires de NaCl : 34
mM, 68 mM, 102 mM, 136 mM, 170 mM, 204 mM, 238 mM, 272 mM correspondant
respectivement a 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 et 16 g/1.

Un lot témoin est également conduit dont les graines sont arrosées par I’eau distillée.

1.2.3.2. Réversibilité de ’action du sel

Afin de déterminer I’origine de 1’effet dépressif du sel, s’il est de nature osmotique et ou
toxique, les graines sont mises a germer en présence de solutions salines ayant inhibé le

processus de germination (238 mM, 272 mM de NaCl) pendant 4 jours, puis disposées dans
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des boites de pétri, sur papier filtre imbibé d’eau distillée et mises a germer a I’obscurité a
une température continue de 20°C (Hajlaoui, 2007).

1.2.3.3. Stress hydrique

Les graines sont arrosées par des solutions préparées a base de polyéthyléne glycol
(PEGego0o) a différentes concentrations : 4g/l, 8g/l, 12g/l, 16g/l, 32g/l correspondent
respectivement aux potentiels hydriques suivants: -0.01 Mpa, -0.02 Mpa, -0.05 Mpa, -0.1
Mpa et -0.2 Mpa. Les graines du lot témoin sont arrosées par I’eau distillée.

Le PEG est une molécule de grand poids moléculaire relativement stable, inerte, bien
soluble dans I’eau et non toxique méme a de fortes concentrations. I1 est employé comme un
Osmoticum ou agent osmotique abaissant le potentiel de 1'eau pour simuler I’effet du stress
hydrique sur les plantes d'une maniére semblable au séchage du sol (Ranjbarfordoei et al.,
2000).

Remarque : pour I’ensemble des essais réalisés, le comptage des graines germées a été
effectué quotidiennement toutes les 24 heures. Le critére de germination retenu est la percée
des enveloppes de la graine par la radicule (Mehdadi et al., 2013).

I.3. Expression des résultats

Les résultats de germination sont exprimés par les parameétres suivants :

> Capacité de germination (CG %) ou taux de germination final.

Ce paramétre constitue le meilleur moyen d’identification du seuil du traitement effectué qui
présente la limite physiologique de germination des graines. Il est exprimé par le rapport du
nombre des graines maximum germées sur le nombre total des graines utilisées (Hajlaoui,
2007).

> Vitesse de germinatin ou coefficient de vélocité (CV) : c’est le nombre des graines
germées par unité de temps, exprimé par la formule suivante (Mazliak, 1982) :

(N1 + N2 +N3+--.Nn)
= *
(TIN1 + T2N2 + T3N3 +---.+TnNn)

Cv 100

Avec : N; : nombre des graines germées au temps T
N : nombre des graines germées entre T; et T, etc.
T; : premier jour de germination
T2 : deuxiéme jour de germination, etc.

Tn : n°™ jour de germination
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> Temps moyen de germination (TMG): correspond au temps nécessaire a la

germination de 50 % des graines (T50), il est exprimé par la formule suivante (Mazliak,

(TIN1+ T2N2+ T3N3+---.+TnNn) 1

(N1+N2+N3+---Nn) * 100 = a

1982) : Tm

» Temps de latence : c’est le temps nécessaire pour permettre la germination de la
premiere semence.
1.4. Analyse statistique
Les valeurs moyennes des différents parametres évalués relatifs a la capacité de germination,
la vitesse de germination, le temps moyens de germination et au temps de latence, ont été
soumises a une analyse de variance a un seul facteur (ANOVA 1) au seuil 5% a l'aide du

logiciel SPSS (version 2015).
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I1. Résultats
Le suivi quotidien des essais de germination nous a permis de percevoir le processus de

germination des graines (fig. 6) et d’obtenir les résultats présentés ci-dessous.

Figure 6 : Suivi de la germination d’une graine de Medicago arborea (Cliché Aissat 2015)

I1.1. Effet du stress salin

I1.1.1. Cinétique de germination

La figure 7 montre D’effet de différentes concentrations de NaCl sur 1’évolution du
pourcentage de germination des graines de M. arborea au cours du temps. L’examen des
courbes permettent de distinguer trois phases :

- une phase de latence, nécessaire pour obtenir les premicres germinations. La durée de
cette phase varie en fonction des concentrations salines, elle est courte de ’ordre de 1 jour
pour les graines du lot témoin et celles soumises aux concentrations 34 et 68mM. Elle s’étend
en accentuant la salinité, jusqu’a 10 jours a 204mM de NaCl.

- une deuxiéme phase exponentielle correspondant & une augmentation rapide du
pourcentage de germination proportionnelle au temps.

- une derniére phase stationnaire, sensiblement linéaire, représente le pourcentage final
de germination, traduisant la capacit¢ germinative des graines qui s'affaiblie avec

I'augmentation du stress salin.
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Figure 7: Effet du NaCl sur la cinétique de germination
I1.1.2. Capacité de germination et coefficient de vélocité
Les capacités de germination moyennes et les coefficients de vélocité moyens ou vitesses de
germination évalués sous les différentes concentrations salines sont représentés par la figure 8
et dans le tableau 4.
Aux concentrations 34, 68 et 102mM de NaCl, la capacité germinative des graines n’a pas été
affectée et reste comparable au témoin, atteignant un taux maximum de 85,33%. A partir de
136 mM, elle chute significativement avec I’augmentation de la concentration en NaCl pour
s’inhiber a 238 et 272mM de NaCl.
Par ailleurs, la vitesse de germination diminue en fonction de la concentration en NaCl par
rapport au témoin qui présente une vitesse maximale de germination (34%). Cette vitesse
s’annule a 238mM et 272mM. Cela été confirmé par ’analyse de la variance (P<0.05 et

P<0.01).
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Figure 8: Effet du NaCl sur la capacité de germination et le coefficient de la vélocité
* les lettres différentes indiquent une différence significative entre les moyennes au seuil 5%.
Tableau 4: Paramétres de germination relatifs aux graines soumises a différentes

concentrations de NaCl

Source de variation CG (%) CV (%) T™MG (j) TL (j)

Probabilité <0.01" <0.01" <0.01" <0.01"
T 85,33 34 3 2
34 mM 85,33 24 4 3
68 mM 84,00 21 5 2
102 mM 82,67 16 6 3
136 mM 52,00 11 9 6
170 mM 21,33 8 12 11

204 mM 5,00 6 8

238 mM 0 0 0 0
272 mM 0 0 0 0

*, ** indiquent respectivement des différences a P<0.05 et P<0.01
CG : capacité de germination ; CV : coefficient de vélocité ; TMG : temps moyen de

germination ; TL : temps de latence ; T : témoin

I1.1.3. Temps moyen de germination et temps de latence
La figure 9 montre I’effet du NaCl sur le temps moyen de germination et le temps de latence.
Nous avons remarqué une diminution du temps moyen de germination proportionnelle a

I’intensité du stress, puis s’annule aux concentrations salines élevées 238 et 272 mM.

61



Chapitre I : Physiologie de la germination

A partir des résultats de la figure 34, il ressort que la germination a débuté le deuxiéme jour
pour les graines témoins et pour celles soumises a de faibles concentrations salines (34 et 68
mM). Le temps de latence s’amplifie en augmentant la concentration saline en atteignant une
durée de 10 jours a 204mM. L'analyse de variance a confirmé cette variabilit¢ (P<0.05 et

P<0.01).
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Figure 9: Effet du NaCl sur le temps moyen de germination et le temps de latence

I oS

[ %]

*les lettres différentes indiquent une différence significative entre les moyennes au seuil 5%.
I1.1.4. Réversibilité de I’effet du NaCl

Ce test a été réalisé pour déterminer 1’origine de I’inhibition de la germination des graines par
les fortes concentrations de NaCl. Selon Hajlaoui (2007), si cette inhibition de germination est
d’origine osmotique, le résultat prévu est une reprise de la germination apres levée de la
contrainte saline, et si des phénomenes de toxicité ionique qui interviennent, nous assistons a
une absence de la germination. Le suivi de I’évolution de cet essai a permis d’enregistrer les
résultats représentés par la figure 10.

Les graines qui n’ont pas germées sous stress séveres de 238 Mm et 272mM de NaCl
(concentrations ayant inhibé la germination) ont repris leur aptitude a ermet
une fois transférés dans de I’eau distillée. La germination est précoce et se déclenche des le

premier jour de transfert ; le taux de germination augmente rapidement atteignant 81,33% a

238mM et 66.67% a 272mM of NacCl.
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Figure 10 : Effet réversible du NaCl sur la capacité de germination
I1. 2. Effet du stress hydrique
I1.2.1. Cinétique de germination
Les résultats de 1’évolution de la germination des graines sous stress hydrique sont illustrés
par les courbes de la figure 11, et permettent de distinguer trois phases de germination :
- phase de latence qui dure 2 a 3 jours pour I’ensemble des pressions osmotiques testées,
- une deuxieme phase correspond a une accélération de la germination notamment pour les
graines témoins et celles exposées aux faibles pressions osmotiques (-0.01 and -0.02Mpa),

-une troisieme phase de stabilité de la germination indiquant la capacité germinative.
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Figure 11: Effet des différentes concentrations de PEGgggo sur la cinétique de germination
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I1.2.2. Capacité de germination et coefficient de vélocité

Les résultats de la figure 12 et du tableau 5 ont révélé que les graines testées peuvent
maintenir leur capacité germinative aux pressions osmotiques de -0.01Mpa (86,67%), -
0.02Mpa (72%) et -0.05Mpa (12,00%). Toutefois, cette capacit¢ de germination reste
significativement inférieure a celle des graines témoins (90,67%) (P<0.05 et P<0.01). La
germination est inhibée a -0.1Mpa et -0.2 Mpa.

Il est aussi a signaler que les différents potentiels hydriques ont induit une réduction
significative de la vitesse de germination des graines par rapport au témoin (P<0.05), pour

s’annuler a -0.1Mpa et -0.2 Mpa.
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Figure 12: Effet du stress hydrique sur la capacité de germination et le coefficient de la
vélocité
*les lettres différentes indiquent une différence significative entre les moyennes au seuil 5%.

Tableau 5 : Effet du stress hydrique sur les différents parametres de germination

Source de variation CG (%) CV (%) TMG (j) TL (j)
Probabilité <0.01" <0.01" <0.01" <0.01"
T 90,67 33 3 2
-0.01 Mpa 86,67 28 4 2
-0.02 Mpa 72 17 6 3
-0.05 Mpa 12 15,33 7 3
-0.1 Mpa 0 0 0 0
-0.2 Mpa 0 0 0 0

* ** indiquent respectivement des différences a P<0.05 et P<0. 01
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CG : capacité de germination ; CV : coefficient de vélocité ; TMG : temps moyen de

germination ; TL : temps de latence ; T : témoin

II. 2.3. Temps moyen de germination et temps de latence

La figure 13 montre un allongement du temps moyen de germination et du temps de latence

en fonction de I’intensité du stress hydrique, jusqu’a 7 jours a -0.05Mpa. La comparaison des

résultats a indiqué une différence significative au seuil 5%.
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Figure 13: Effet des différentes concentrations de PEGggoo sur le temps moyen de

germination et temps de latence

*les différentes lettres indiquent une différence significative entre les moyennes au seuil 5%.
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I11. Discussion

M. arborea constitue un potentiel végétal capital pour le maintien de 1’équilibre de la région
méditerranéenne. L’introduction de cette espéce dans un programme de réhabilitation offre
une solution de développement durable dans de nombreux écosystémes arides et semi-arides
ou elle peut agir comme une espéce fourragére stratégique supportant les ressources naturelles
dans les systemes de pature des environnements arides (Travlos et Economou, 2006).

Le présent travail consiste a exploiter ce potentiel végétal en évaluant les réponses
germinatives de ses graines en fonction de différentes conditions hydriques et salines.

Les résultats obtenus montrent que la germination des graines de M. arborea est
particuliérement affectée par les concentrations élevées de NaCl, étant donné que les
meilleurs taux de germination sont enregistrés chez les graines soumises a faibles
concentrations (de 34 mM a 136 mM) comparativement au témoin. A partir de 102.6 mM, la
capacité¢ de germination diminue graduellement jusqu’a 204 mM, ou elle est inhibée. De
plus, ’augmentation de NaCl dans le milieu a aussi ralentie la vitesse de germination et a
induit un allongement du temps moyen de germination et le temps de latence.

La concentration saline 204 mM constitue un seuil de tolérance pour les graines de M. arborea
ou la germination est maintenue jusqu’a cette concentration. Au-dela de cette concentration,
elle est inhibée.

L'augmentation de la pression osmotique du milieu en présence de NaCl provoque un retard
de I’imbibition des graines en limitant 1'absorption d'eau nécessaire au déclenchement des
processus métaboliques de germination, ce qui explique la diminution du taux de germination
en présence de sel. En fait, il a été reporté par Slama (1992) et Botia et al., (1998) que la
salinit¢ perturbe les systémes enzymatiques impliqués dans les différentes fonctions
physiologiques de la graine en germination tels que la diminution de I’activité de polyphénol
oxydase et amylase.

Nos résultats rejoignent ceux obtenus par Guan et al. (2009) chez les graines de Medicago
ruthenica, par de Chérifi et al. (2011) chez M. polymorpha et M. ciliaris, et par Lachhab et al.
(2013) chez M. sativa, ainsi chez les graines de Jojoba (Simmondsia chinensis) (Berrichi et
al., 2010).

Lachiheb et al. (2004) ont noté que la concentration de 200 mM de NaCl (12g/1) constitue une
limite physiologique (seuil de tolérance) de germination pour les espéces suivantes :
Ammophila areneria, Corynephorus articulatus, Koeleria phleoides et Aeluropus littoralic.
Selon Nedjimi et al. (2014), a des températures alternées (10-20°C, 15-25°C et 20-30°C), le

seuil de tolérance a la salinité des graines de M. arborea est de 150 mM de NaCl; bien que,
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dans nos tests, le seuil atteigne 204 mM sous une température de germination continue de
20°C. Ces observations seront peut-étre considérées comme un signe de I’existence d’une
relation entre 1’effet de la température et la réponse germinative de cette espéce a la salinité.
Les résultats de Bouda et Haddioui (2011) se rapprochent de ceux que nous avons notés, ou
ils indiquent une limite de tolérance de 170 mM de NaCl chez les graines d’Atriplex halimus
(halophyte) avec une inhibition de germination a une forte concentration (255mM). Cela
montre que les semences des glycophytes et des halophytes répondent d’une méme maniere
comparable au stress salin, en réduisant le nombre total des graines germées et en induisant un
retard de déclenchement du processus de la germination (Ismail, 1990).

Cependant, certaines especes de la famille des Fabaceae sont nettement influencées par les
faibles concentrations de NaCl qui semblent réduire respectivement la vitesse et la capacité de
germination a partir de 51 mM of NaCl, c’est le cas des graines de Glycine max et Phaseolus
vulgaris (Taffouo et al., 2009) et de Spartidium saharae (Derbel et Chaieb, 2007).

Les réponses germinatives des graines a la contrainte saline doivent étre interprétées avec
prudence, car un taux ¢levé de germination sous I’effet de NaCl n’est pas inévitablement
corrélé avec la tolérance a la salinité a des étapes de développement plus tardives (Almansouri
et al., 2001). Néanmoins elles sont révélatrices d’un potentiel génétique de tolérance des
especes et des variétés, au moins a ce stade physiologique de germination (Zid et Grignon,
1991 ; Levigneron et al., 1995). Dans ce sens, Neffati (1994) signale que la connaissance de
la tolérance de la salinité pendant la germination est une information utile mais non suffisante
pour expliquer la distribution des espéces et leur développement dans les milieux salés.

Dans le but de compléter les connaissances qui se rapportent au comportement de notre
espece vis- a- vis de la salinité, un transfert a été effectué¢ des graines traitées par de fortes
concentrations de NaCl vers un milieu témoin pour préciser ou clarifier la nature de I'action
du sel sur la germination. Dans ce contexte, les résultats obtenus montrent que les effets sont
d’abord de nature osmotique, en raison de la reprise précoce de la germination une fois la
contrainte saline est supprimée en notant des taux considérables car l'accés de l'eau aux
graines permet de régler la pression osmotique et de maintenir un équilibre osmotique.
Néanmoins, des phénomenes de toxicité se sont également manifestés en raison de la
I'accumulation d'ions Na + et CI-, puisque la capacité germinative diminue par rapport au
témoin, méme apres avoir été transféré vers un milieu témoin.

Ces observations ont ét¢ démontrées dans les travaux de Hajlaoui (2007) chez Cicer
arietinum, qui a noté que dans le cas ou le sel a un effet osmotique sur la germination,

I’absorption de 1’eau par les graines est alors affectée et par la suite son accés aux embryons
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est limité et lorsque le sel exerce un effet toxique, cela s’explique par une accumulation des
ions dans I’embryon ce qui conduit a 1’altération des processus métaboliques et dans le cas
extréme, la mort de I’embryon.

Selon EL-Keblawy et Al-Shamsi (2008), la plupart des graines peuvent rester viables et
maintiennent leur aptitude a germer lorsque la contrainte saline est levée.

La réversibilité¢ de I’effet du sel a été démontrée chez plusieurs especes du genre Medicago :
Medicago ruthenica (Guan et al., 2009), Medicago sativa (Dianati Tilaki et al., 2009),
Medicago ciliaris et Medicago polymorpha (Chérifi et al., 2011).

Khan et Ungar (1984) ont signalé que la reprise de la germination n'est pas évidemment un
critére de tolérance au sel, permettant de distinguer les halophytes des glycophytes. Dans ce
sens, Neffati (1994) a noté que la connaissance de la tolérance a la salinit¢ pendant la
germination est une information utile mais insuffisante pour expliquer la distribution des
especes et leur développement dans les environnements salés.

Nos résultats montrent également que la germination des graines de M. arborea est
significativement affectée par le stress hydrique. En effet le taux de germination diminue
considérablement avec I’augmentation de la pression osmotique induite par le PEG.
Effectivement, le PEG est une molécule de grand poids moléculaire, relativement stable,
inerte, treés soluble dans 1’eau et non toxique méme a des fortes concentrations. Il est utilisé
comme agent osmotique (osmoticum) diminuant le potentiel hydrique afin de simuler I’effet
du stress hydrique sur les plantes de la méme manicre que la dessiccation du sol (Whalley et
al., 1998 ; Ranjbarfordoei et al., 2000).

La valeur limite de la pression osmotique, pour laquelle la germination des graines devient
sensible se situe a -0,05Mpa, puis s’annule sous un stress sévere (-0,1 et -0,2 MPa). Cela
explique que la capacité de maintenir un potentiel hydrique élevé est considérée comme un
mécanisme permettant a la plante d’esquiver la déshydratation (Levitt, 1980).

Des corrélations similaires ont été mises en évidence par Jaouadi et al. (2010) sur les graines
d’Acacia tortilis.

Le stress hydrique peut réduire le taux de germination en limitant 1'absorption d'eau par les
graines (Dodd et Donovan, 1999) et en affectant la mobilisation des réserves (Lin et Kao,
1995), ou directement en affectant la structure et la synthése des protéines dans 1I’embryon
(Ramagopal, 1990).

Selon Lapeyronie (1982), la luzerne arborescente s’accommode bien aux sécheresses

périodiques, et elle est adaptée a tous les types de sols qui ne sont pas trop humides.
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Dans d’autres travaux, il a été montré aussi que le stress hydrique engendre une réduction du
taux de germination. C’est le cas de quelques especes du genre Acacia (A. salicina, A.
pendula, A. cyanophylla, A. floribunda, A. tortilis et A. raddiana) (Jaouadi et al., 2009).

Par contre, une bonne aptitude a germer a été décrite chez d’autres Fabaceae dans des
conditions séveres de déficit hydrique; c'est le cas de six cultivars de Medicago sativa L.
(Hamidi et Safarnejad, 2010), d'Eremosparton songoricum (Litv.) Vass., une espece
endémique du désert chinois (Li et al., 2013) et de Spartidium saharae (Derbel et Chaieb,
2007).

Les résultats obtenus ont mis en évidence que M. arborea est moyennement exigeante en eau
au stade de germination, bien que cela ne signifie pas que les especes tolérantes au stress
hydrique lors de la germination sont nécessairement adapté a la sécheresse au stade adulte
(Claworthy, 1984).

De ce fait, et afin d'expliquer 1’adaptation de cette espéce a la sécheresse, il est important
d’étudier en détail les effets du stress hydrique sur les autres stades de développement qui

succedent la germination.
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Conclusion

L’objectif de ce chapitre a consisté a évaluer I’effet du stress salin et hydrique sur
comportement germinatif des graines de Medicago arborea et leur viabilité.

A la lumiére des résultats obtenus, il ressort que les graines de M. arborea peuvent maintenir
leur aptitude a germer jusqu'a une concentration de 204 mM de NaCl.

La reprise de la germination apres suppression de la contrainte saline montre que le NaCl
exerce une inhibition temporaire de nature osmotique qui s’¢limine avec la levée de cette
contrainte. A cet effet, les graines de la luzerne arborescente peuvent étre classifiées comme
modérément a moyennement tolérantes a la salinité pendant la germination.

En outre, I'effet du stress hydrique a révélé que les graines de M. arborea sont moyennement
tolérantes au stress hydrique en maintenant leur aptitude a germer jusqu’a une pression
osmotique de -0.05Mpa.

Les données que nous avons obtenues permettront de comprendre davantage les
mécanismes de régénération de 1’espéce et de faire le point sur les connaissances de la
viabilité des graines de M. arborea. Elles serviront certainement dans le cadre de la
conservation de 1’espece étudiée et dans la production in-situ des plants pour la réhabilitation
des zones arides.

Afin compléter ce travail, nous envisageons d’étudier le comportement de notre espece
"in situ" et €lucider ses réponses a 1’égard de ces deux contraintes aux stades ultérieurs de son
cycle de développement pour pouvoir se prononcer efficacement sur les possibilités de
I’utilisation de cette ressource naturelle dans les projets de restauration et de conservation des

parcours steppiques dégradés en Algérie.
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Chapitre II : Caractérisation de la croissance sous stress

Effet du stress hydrique et salin sur les caractéres morpho-physiologiques et
biochimiques de M. arborea au cours des premiers stades de croissance

Dans ce chapitre, nous avons évalué les réponses de cette espece sous conditions hydriques et
salines contraignantes au cours des premiers stades de la croissance. La présente étude va
permettre de comprendre davantage le comportement de cette espéce vis-a-vis du stress ainsi
que son seuil de tolérance au stress hydrique et salin des points de vue morphologique,

biochimique et hydrique.

I. Matériels et méthodes
I.1. Matériel végétal
Les graines de M. arborea ont été utilisées pour la culture des plantules nécessaires pour les

différentes expérimentations.

1.2. Méthodes d’étude
1.2.1. Lieu du déroulement des expérimentations
Des essais de germination ont été réalisés au niveau du laboratoire de recherche de
biodiversité¢ végétale : conservation et valorisation (Université Djillali Liabes, Sidi Bel
Abbes), pour obtenir les plantules destinées aux expérimentations. La culture des plantules a
été menée par la suite dans la serre de la faculté des sciences de la nature et de la vie de
I’Université Djilali Liabés, sous une photopériode de 16h jour /8h nuit, une humidité de 70-
80%, des températures diurnes et nocturnes de 25/15°C (£ 3°C). Les températures sont
maintenues par une climatisation artificielle.
1.2.2. Préparation du substrat
Le substrat utilisé dans la culture est composé d’un mélange de sable et de terreau
commercial, présentant I'avantage de se comporter comme un ¢élément neutre par rapport a la
terre. Le sable utilisé est récupéré de la région de Sfizef (Wilaya de Sidi Bel Abbés) ayant
subit les préparations suivantes :

» plusieurs tamisages afin d’éliminer toute impureté et obtenir un sable fin ;

» lavage a I’eau courante pour dissoudre les sels ;

» ringage répété a I’eau déminéralisée ;

» séchage naturel du sable a l'air libre, sur une couche de papier journal.
Ainsi préparé, le sable constitue un support inerte a la plante, aére les racines et présente

I'avantage de ne pas fixer les ions (Demolon, 1968).
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1.2.3. Rempotage

Nous avons utilisé¢ des pots en plastiques de 9cm de diamétre et 15cm de hauteur, perforés a
leur base, tapissé d’une couche mince de gravier pour permettre I’évacuation de I’eau en
exces d’ou le drainage, puis remplis d’un mélange de sable et terreau commercial a des
proportions respectives (2Volume/1Volume) (Belkhodja et al., 2010).

Nous avons déterminé la capacité au champ de 350g de substrat, qui est de I’ordre de 33ml.
Cette caractéristique hydrique est nécessaire pour le calcul de la quantité de solution nutritive
a apporter lors de 1’arrosage.

1.2.4. Mise en culture

1.2.4.1. Germination des graines

Les graines saines ont été sélectionnées, désinfectées a I’hypochlorite de sodium (5%) puis
disposées dans des boites de pétri en verre de 19 cm de diamétre sur deux couches de papier
filtre, dans une étuve de type Memmert a une température optimale 20°C (Aissat, 2014). Les
graines sont imbibées quotidiennement par 1’eau distillée.

1.2.4.2. Repiquage des plantules

Apres dix jours de germination, des plantules portant deux feuilles cotylédonaires sont
repiquées soigneusement et mises en pots a raison de deux par pot a une profondeur de 2cm,
immédiatement arrosées avec de I’eau distillée pour permettre un bon contact sol-plantules.
L’expérimentation est réalisée sur 100 plants répartis sur deux traitements de stress, contenant
chacun cinq lots a raison de 10 répétitions par lot.

1.2.4.3. L’arrosage des plantules

L’arrosage est effectué trois fois par semaine a 1’eau distillée substituée une fois par une
solution nutritive équilibrée de Hoagland (1938) diluée au 1/1000éme pendant deux mois
(tab. 3). Cet apport est congu pour éviter I’épuisement des éléments nutritifs et I’accumulation
de sels dans le substrat de culture par évaporation de 1’eau.

Tableau 6 : Composition minérale de la solution nutritive de Hoagland (1938)

Composants Poids en g/l
Macroéléments

Nitrate de potassium (KNO3) 191.9
Nitrate de calcium(NO3), CasH,0) 129.8
Nitrate d'ammonium (NO3; NHy) 210
Sulfate de magnesium (SO4 Mg7H,0) 61.5
Phosphate monopotassique (PO4 H,K) 54.43
Hydrogénophosphate dipotassium (PO4K,H;H,0) 4.23
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Oligoéléments
Chlorure de manganese (Cl, Mn 4H,0) Sulfate de 1.80
cuivre (Cu SO4 5H,0) 0.176
Sulfate de zinc (Zn SO4 7H,0) 0.219
Acide borique (H3 BO3) 2.861
Molybdate d'ammonium (MO7; O,4 (NH4) 7H,0) 0.285
Complexe ferrique EDTA (C;oH2FeN,NaOs) 0.05

1.2.5. Application du stress
Apres deux mois de croissance, les plantules ont été soumises a deux types de stress : stress
salin et stress hydrique, effectués séparément durant un mois.

» Le stress salin
Les plantules sont alimentées par des solutions salines a base de solution Hoagland et de NaCl
et de CaCl, a différentes concentrations : 50, 100, 150, 200 meq/L (tab. 7).
En effet, I'utilisation de ces deux sels combinés a pour but de produire un milieu salin
(Lesaos, 1978) car la solution avec seulement du NaCl est plutét sodique (Hoffman et al.,
1989 ; Belkhodja, 1996).
Les plantules stressées sont alimentées avec la méme fréquence d’arrosage, irriguées trois fois
par semaine par les solutions salines, substituée une fois par la solution Hoagland jusqu’a la
fin de I’expérimentation.
Les plantules du lot témoin sont irriguées par 1’eau distillée substituée une fois sur trois par la
solution nutritive.

Tableau 7 : Composition des solutions salines utilisées a base de NaCl+CacCl,

Témoin 50meq.]” | 100meq.I" | 150meq.I" | 200meq.I"
0 2.92 5,84 8,76 11.68
NaCl g. I'!
0 2.77 5,54 8,31 11.08
CaClyg. 1"

» Le stress hydrique

Les plantules stressées sont arrosées par quatre régimes hydriques, respectivement : 80%,

60%, 40%, 20% de la capacité au champ. Les plantes du lot témoin recoivent 100% de la

capacité au champ.
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Planche II : Mise en culture de plantules de M. arborea (Cliché Aissat 2015)

Figure A : Mise en germination des graines a 1’étuve a 20°C

Figure B : Remplissage des pots de substrat

Figure C : Plantules de M. arborea repiquées en pots agées de 7 jours

Figure D: Dispositif expérimental : culture sous serre

Figure E : Plantules de M. arborea soumises au stress salin agées de 90 jours
Figure F : Plantules de M. arborea soumises au stress salin agées de 90 jours
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1.2.6. Paramétres évalués

Les parametres morphométriques ont été mesurés sur les plantules mises en culture et durant
toute la période de I’expérimentation.

A la fin des expérimentations, les plantules ont été déterrées. Les différents organes (feuilles,
tiges, racines) sont soigneusement séparées, les racines ont été rincées a 1’eau de robinet puis
séchées rapidement a 1’aide du papier filtre. A ’état frais, chaque organe est pes¢ puis
enveloppé au papier aluminium numéroté et séché a 1’étuve a 80°C pendant 48h. Ensuite, les
¢chantillons séchés sont pesés. Des analyses physiologiques ont été effectuées a partir de la
matiere végétale (fraiche et séche) ainsi récoltée.

1.2.6.1. Parameétres morphométriques

Les parametres morphométriques mesurés sont :

> la longueur de la tige : ce paramétre est évalué une fois par semaine et ce depuis le

repiquage des plants, a I’aide d’une régle graduée.

> la vitesse de croissance : la vitesse de croissance moyenne (V) s’exprime par la
formule suivante Va=AL /At
ou: AL est la différence entre deux longueurs successives des tiges ;

At est I’intervalle du temps entre deux mesures successives ;
> Le nombre moyen des feuilles, en comptant le nombre final des feuilles par pied.

> La surface foliaire moyenne (cm?), est estimée par la méthode de Paul ef al. (1979) :
en placant une feuille sur du papier calque, puis découper ses contours et peser la partie du
calque représentant le poids de la feuille (Pf). Déterminer par pesée le poids (Pq)

correspondant a une surface (Sq) connue d’un carré du méme papier calque. Déduire la

surface de la feuille SF par la formule suivante : SF (cm ?) = (PfxSq)/Pq

> Le nombre des entre-nceuds par tige ; en comptant le nombre total des entre-nceuds
sur la tige principale.

> La longueur de I’axe racinaire principal, déterminée a I’aide d’une régle graduée.
1.2.6.2. Parametres physiologiques

> La détermination des biomasses fraiches/seches aérienne et racinaire ; la biomasse

fraiche est récupérée par section des plantes au niveau du collet, en pesant la partie aérienne et
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racinaire séparément a [’état frais, puis la biomasse séche est déterminée en pesant

I’échantillon sec apres passage a 1I’étuve a 80°C pendant 48 heures.

> Rapport de biomasse (Ratio); c’est le rapport du poids sec racinaire sur le poids sec
aérien PSR/PSA.
> La teneur relative en eau (TRE), ce paramétre permet le suivi de I’évolution de 1’état

hydrique de la plante. Il est mesuré selon la méthode de Barrs et Weatherley (1962), sur une
feuille bien développée, excisée a sa base et immédiatement pesée pour déterminer le poids
frais (Pf), ensuite placée dans un tube a essai contenant de I’eau distillée et placé a I’obscurité
pendant 24 heures. La pesée de la feuille aprés réhydratation donne un poids de réhydratation
(Pr). Le poids sec (Ps) est déterminé apres passage des échantillons dans 1’étuve a 80°C

pendant 48 heures. La TRE est calculée a partir de 1’équation suivante:

TRE (%) = (Pf-Ps) / (Pr-Ps) x100

> Dosage de la chlorophylle et des caroténoides. Les teneurs en chlorophylle a, b et
caroténoides sont déterminées selon la méthode utilisée par Shabala er al. (1998). Un
échantillon frais de 100mg de 1’avant derniére feuille est mis dans un tube a essai en présence
de 10ml d’acétone a 95% a 4°C dans l'obscurité¢ pendant 48heures, puis on procede a la
lecture des densités optiques des solutions avec un spectrophotométre (UV. JENWAY. Vis
6700), a deux longueurs d’ondes 645, 663 et 470 nm. Le calcul des quantités des pigments

chlorophylliens (mg/ml) se fait a I'aide des formules suivantes :

Chl a =9,78 DO663 - 0,99 DO645;
Chl b =21,42 DO645 - 4,65 DO663
Chlorophylle totale = Chl a + Chl b

Caroténoides = [1000. DO(470) — 1,90.Chl.a — 63,14.Chl.b] / 214

1.2.6.3. Parameétres biochimiques
> Le dosage de la proline est fait par la technique de Bergman et Loxley (1970). Le
principe est la quantification de la réaction proline-ninhydrine par mesure
spectrophotométrique. La proline se couple avec la ninhydrine en formant un complexe
coloré. L’intensit¢ de la coloration est proportionnelle a la quantit¢ de proline dans
I’échantillon.

e Extraction
Elle consiste a broyer 100 mg de matériel végétal dans un mortier, dans 5 ml d’éthanol a 95%

suivi de trois ringages et lavages avec 5 ml d’éthanol a 70%. La solution finale est recueillie
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dans un tube a essai puis laissée reposer pendant une heure. Ensuite, 5 ml des surnageants est
récupéré auquel sont ajoutés 2 ml de chloroforme et 3 ml d’eau distillée. Aprés agitation, la
solution est maintenue au repos pendant 24 heures au froid (0°C) pour une bonne décantation.
Deux phases se distinguent : une phase supérieure incolore, contenant des acides aminés. Une
phase inférieure jaune verdatre ou marron.

e Le dosage
Dans un tube a essai, 1 ml de la partie de la phase supérieure d’extrait est recueilli, auquel
sont ajoutés 2 ml de chlorure de sodium a une concentration SM et 5 ml d’eau distillée, puis le
tout est mis sous agitation. 2 ml de cette solution est prélevée dans un autre tube a essai
auxquels sont ajoutés 2ml de solution tampon (2 pH=3, composée de NaH,PO4, H,O
(phosphate monosodique) a la concentration 3,88 M et H3;PO4 (acide orthophosphorique) a la
concentration 5,32 M) et 4 ml de ninhydrine (0, 125g de ninhydrine dans 2 ml de H;PO4 de
concentration 6 M dans 3 ml d’acide acétique glacial).
Aprées agitation et chauffage au bain marie a 100°C pendant 60 min, les tubes a essai sont
laissés a la température ambiante pour refroidir durant 30 mn a 1’obscurité (fig. 14).
A la fin, la lecture de I’absorbance des échantillons est faite avec un spectrophotométre (UV-
JENWAY. Vis 6700) a une longueur d’onde de 528 nm.
Les résultats sont exprimés en pg.mg-' de matiére végétale séche en référence & une courbe
¢talon obtenue a partir de solutions pures de proline a concentrations croissantes préparées

dans les mémes conditions que les solutions & doser (0-100 pg.ml™).
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Figure 14 : Dosage de la proline chez M. arborea (cas de stress salin)

> Le dosage des sucres solubles totaux, déterminé par la technique de Shields et
Burnet (1960) améliorée par Lewicki (1993). Les oses (glucose, fructose et saccharose) sont
extraits par un solvant capable de les solubiliser et bloquer les activités enzymatiques
susceptible de les dégager.

e Extraction
100mg de matériel végétal est broyé dans 5.25 ml d’éthanol a 80% puis laissé décanter
pendant 24 heures a I’obscurité et a une température ambiante. Préalablement, 1’extrait obtenu
est dilué 10 fois avec 1’éthanol 80% (I’extrait A).

e Dosage
On préleve 2ml de I’extrait A et on ajoute 4 ml de réactif B préparé a partir de 2 g d’anthrone
pure additionnés a 11 d’acide sulfurique (H2SO4). Le mélange est maintenu dans la glace
fondante pendant 5 min. Ensuite, les tubes sont placés au bain marie a 92 °C pendant 8mn,
puis sont refroidis pendant 30mn a 1’obscurité.
L’absorbance est lue par un spectrophotométre (UV- JENWAY. Vis 6700) a une longueur
d’onde de 585 nm.
Enfin, les résultats des concentrations en sucres solubles sont déduits a partir d’une courbe
étalon de solutions de glucose a différentes concentrations (0-100 pg.ml™) exprimés en

ng.mg” de matiére végétale (fig. 15).
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Figure 15 : Dosage des sucres solubles chez M. arborea (cas du stress hydrique)
1.2.7. Analyses statistiques
Les résultats relatifs aux paramétres morphologiques, physiologiques et biochimiques sont
présentés sous forme d’histogrammes et de courbes.
L'analyse des données a été réalisée a 'aide du logiciel SAS/STAT, toutes les données ont été
soumises a une analyse de variance (ANOVA I) en considérant un plan compleétement
randomisé. Les moyennes des traitements expérimentaux ont ét¢ comparées a l'aide du test

post-hoc de Student Newman Keuls (SNK) a P = 0,05.
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11. Résultats

I1.1. Effet de la salinité et du stress hydrique sur les paramétres biométriques
Les résultats relatifs aux différents caractéres morphologiques des plantules de M. arborea
soumises au stress salin et hydrique sont rapportés dans les tableaux 8 et 9.

Tableau 8 : Effet du stress salin sur les paramétres morphologiques des plantules de M.

arborea

Source de variation LR NFF NFT VM SF LFT NEN
Probabilité 220% 057N 0938 077" 4018 052N 0,72

T 8,38 12 1 0,155 1,69 14,85 8,40

50 meql™ 6,93 11 1 0,152 1,55 14,51 8,20

100 meql™ 6,45 11 1 0,147 1,51 14,37 8,20

150 meql™ 6,40 10 2 0,140 1,46 13,48 7,70

200 meql‘1 6,26 9 2 0,140 1,26 13,22 7,60

Tableau 9 : Effet du stress hydrique sur les paramétres morphologiques des plantules de M.

arborea

Source de variation LR NFF NFT VM SF LFT NEN
Probabilité 3445 039 1.11™ 0,108 5018 167 061N

100% 9,36 10 1 0,138 1.740 13,15 7,60

80% 9,18 10 2 0,134  1.653 12,85 7,50

60% 9,09 9 2 0,128 1.532 11,67 7,00

40% 8,19 9 2 0,109 1514 106 6,90

20% 7,25 9 3 0,106 1316 10,56 6,60

HS : hautement significatif ; NS : Non significatif ; *, ** : Significative respectivement au
seuil de 5% et 1% ; les moyennes suivies des mémes lettres ne sont pas significativement
différentes selon le test SNK (P=0.05)

LR : longueur de la racine principale ; VR : volume racinaire ; NFF : nombre final des

feuilles formées ; NFT : nombre final des feuilles tombées; VM : vitesse moyenne de
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croissance ; SF : surface foliaire ; LFT : longueur finale de la tige ; NEN : nombre des
entre- nceuds

I1.1.1. Longueur finale de la tige

Les données des tableaux 8 et 9 montrent une faible réduction des longueurs des tiges des
plantules en fonction des différentes concentrations salines et régimes hydriques,
respectivement de 10,98% et 19,69% comparativement par rapport au témoin. Cependant
cette réduction n’a pas été confirmée au seuil de 5%.

I1.1.2. Vitesse moyenne de la croissance

A partir des résultats obtenus (tab. 8), une légeére diminution est enregistrée de la vitesse
moyenne de la croissance des plantules sous 1’action de stress, en notant des valeurs
comparables entre les différentes concentrations salines et hydriques par rapport au témoin
(P>0,05).

I1.1.3. Nombre des entre-noeuds

Sous des concentrations salines croissantes, les plantules présentent un nombre moyen
d’entre-nceuds comparable a celui du témoin (tab. 8-9), également sous des régimes
hydriques décroissants (P>0,05)

I1.1.4. Longueur de I’axe racinaire

De maniére générale, les longueurs moyennes des racines des plantules diminuent légérement
quand la concentration saline augmente (tableaul) (P>0,05). Tandis que cette diminution est
significative (P < 0.05) lorsque les plantules sont soumises a un stress hydrique grandissant
avec un taux de diminution de 22,54% au régime le plus faible 20% (tab. 9).

I1.1.5. Nombre final de feuilles formées et tombées (fanées)

Pour I’ensemble des traitements salins et hydriques, nous n’avons pas apprécié¢ une différence
remarquable du nombre final des feuilles formées par plantule par rapport au témoin
(P>0,05). Hormis, a un stress salin sévére de 200 meq.I" de NaCl,CaCl? la différence est de
25%.

En outre, le nombre de feuilles tombées par plantule n’a pas été affecté par le stress salin et
hydrique (P>0,05) (tab. 8-9).

I1.1.6. Surface foliaire

L’analyse de la variance indique une différence hautement significative entre les plantes
stressées aux différents traitements salins et hydrique par rapport au témoin, et qui correspond
a une réduction nette de la surface foliaire moyenne des plantes avec des taux de réduction

moyen de 14,49% et 11,75% respectivement sous stress salin et hydrique (tab. 8, 9).
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I1.2. Effet de la salinité et du stress hydrique sur les paramétres physiologiques

Les tableaux 10 et 11 présentent les moyennes des différents paramétres physiologiques des

plantules de M. arborea évalués sous I’effet du stress salin et hydrique.

Tableau 10 : Effet du stress salin sur les paramétres physiologiques des plantules
de M. arborea

BFA BSA BFR BSR TRE
Source de variation X X L L Ratio
(gplant™) (gplant™) (gplant™) (gplant™) (%)
Probabilité 021N 0.70™ 0.01° 0.47N 0.20™ 0.10"
T 0.943 0.272 0.481 a 0.083 0.306 84.79
50 meql™ 0.868 0.268 0.418 ab 0.076 0.294 78.44
100 megql 0.851 0.249 0.387 ab 0.081 0.368 75.78
150 meql™ 0.720 0.258 0.358 ab 0.081 0.358 74.41
200 meql’ 0.705 0.223 0.303 b 0.066 0.302 72.93
Tableau 11 : Effet du stress hydrique sur les paramétres physiologiques des plantules
de M. arborea
BFA BSA BFR BSR Rutic TRE
Source de variation (gplant™) (gplant™) (gplant™) (gplant™) (%)
Probabilité 0.008" 0.23N8 0.0001"" 0.004" 0.79N8 0.0001"
100% 0.556 a 0.205 0.417 a 0.117 a 0.586 89.83 a
80% 0.505 a 0.200 0.388 a 0.100 ab 0.556 86.31 a
60% 0.504 a 0.167 0.354 a 0.080 b 0.499 78.83 a
40% 0.442 a 0.147 0.325a 0.064 b 0.549 72.18 a
20% 0.238 b 0.147 0.109 b 0.064 b 0.717 43.11b

HS : hautement significatif ; NS : Non significatif ; *, ** : Significative respectivement au

seuil de 5% et 1% ; les moyennes suivies des mémes lettres ne sont pas significativement

différentes selon le test SNK (P=0.05)

BFA : biomasse fraiche aérienne ; BSA : biomasse séche aérienne ; BFR : biomasse fraiche

racinaire ; BSR : biomasse séche racinaire ; Ratio : rapport de biomasse séche racinaire et

biomasse séche aérienne ; TRE : teneur relative en eau ; g plant™ : gramme par plante.
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I1.2.1. Teneur relative en eau

Les résultats obtenus montrent que les différentes modalités de stress salin ont réduit la teneur
relative en eau moyenne des plantes par rapport au témoin (tab. 10) ; cependant cela n’a pas
été confirmé statistiquement. Alors que les plantes irriguées aux différents régimes hydriques
ont révélé une différence significative (tab. 11). Il est a noter que les plantes stressées ont
maintenu un bon état hydrique (TRE >70%) dont les valeurs s’étendent respectivement de
78.44-72.93% a 50-200meql™ et 86,30-72,18% a 80-40% CC. Toutefois, un stress hydrique

sévere de 20% CC réduit la teneur relative en eau de 47%.

I1.2.2. Biomasse fraiches/séches aérienne et racinaire (BFA, BSA, BFR, BSR).

Les résultats relatifs aux biomasses fraiches et seches de la partie aérienne (feuilles et tiges) et
racinaire sous les différents niveaux de stress salin et hydrique sont représentés dans les
tableaux 10 et 11.

Nous avons remarqué sur 1’ensemble des parametres qu’il n’y a pas de différence importante
de la production de biomasses entre les concentrations de NaCl+CaCl* testées par rapport au
témoin (P>0,05) sauf pour la biomasse fraiche des racines qui diminue graduellement en
augmentant la concentration saline, avec une réduction de 37% a 200 meq/I (P<0,05).

Les différents régimes hydriques agissent significativement sur la production de biomasses de
la partie aérienne et racinaire par une diminution importante comparativement au témoin a
I’exception de la biomasse séche des racines qui montre des valeurs comparables.

I1.2.3. Ratio

L'étude du rapport biomasse seéche souterraine/aérienne est nécessaire pour analyser les
relations entre la croissance de ces deux parties et pour déterminer laquelle des deux est plus
sensible au stress. Ce rapport présente une caractéristique fortement discutée.

Chez I’ensemble des plantes étudiées, le ratio est inférieur a l'unité, c'est-a-dire que la
croissance pondérale de la partie aérienne est plus importante que celle de la partie souterraine
(tab. 10-11). Nous avons noté des fluctuations de la valeur moyenne du ratio, avec des
valeurs maximales respectivement de 0,368 et 0,717 a IOOmeql'1 et 20% CC, néanmoins
l'effet du stress salin et hydrique sur ce rapport en comparaison avec le témoin reste faible
(P>0,05). Ceci permet de déduire que la production de biomasse des différents organes est

peu dépendante de la présence de NaCl.
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I1.3. Effet de la salinité et du stress hydrique sur les parameétres biochimiques
Les résultats se rapportant a I’effet du stress salin et hydrique sur les parameétres biochimiques
sont consignés dans les tableaux 12 et 13.

Tableau 12 : Effet du stress salin sur les parameétres biochimiques des plantules
de M. arborea

Source de variation Chl-a Chl-b Cards Pr SST
(ngmg™) (ngmg™) (ngmg™) (ngmg™) (ngmg™)
Probabilité 021N 0.15™8 0.96™8 0.0001" 0.0001""
T 1.98 1.41 0.85 4.843d 584.33 ¢
50 meql™ 251 1.85 1.07 6.510 ¢ 752.67d
100 megl™ 225 1.65 0.94 8.683 b 851.67 ¢
150 megl™ 1.96 1.31 0.93 9.530 b 922.63 b
200 meql” 1.17 0.78 0.93 11.137 a 1046.88 a

Tableau 13 : Effet du stress hydrique sur les parametres biochimiques des plantules de M.

arborea

Chl-a Chl-b Cards Pr SST
Source de variation 1 4 1 4 4
(ugmg™) (ngmg™) (ngmg™) (ngmg™) (ngmg™)
Probabilité 0.65™ 0.67™8 0.09™ 0.0001" 0.0001""
100% 1.86 1.16 0.41 431d 584.47d
80% 1.79 1.44 0.73 5.22d 670.65 ¢
60% 1.79 1.13 0.84 1145 ¢ 742.89 b
40% 1.11 0.89 0.96 23.88 b 765.46 b
20% 1.02 0.81 1.87 4233 a 943.83 a

HS : hautement significatif ; NS : Non significatif ; *, ** : Significative respectivement au
seuil de 5% et 1% ; les moyennes suivies des mémes lettres ne sont pas significativement
différentes selon le test SNK (P=0.05); Chl-a : chlorophylle a; Chl-b: chlorophylle b ;

Cards: caroténoides ; Pr : proline ; SST : sucres solubles totaux ; pgmg™ : microgramme par

gramme.
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Chapitre II : Caractérisation de la croissance sous stress

I1.3.1. Teneurs en pigments chlorophylliens

D’une maniere générale, les plantules soumises aux différents traitements salins et hydriques
n’ont pas montré une différence significative parmi les teneurs moyennes en chlorophylles a
et b, correspondant a une diminution faible selon les régimes hydriques. Par contre, nous
avons noté¢ une augmentation par rapport au témoin sous stress salin modéré a faible (50 et
100 meql™), puis elles diminuent graduellement quand la concentration saline augmente.

Par ailleurs, les caroténoides ont montré des teneurs moyennes comparables en augmentant le
stress salin et hydrique (P>0,05).

I1.3.2. Teneur en proline

Les résultats relatifs aux teneurs moyennes en proline foliaire consignés dans les tableaux 12,
13 et représentés par les figures 16.A-17.A, révélent une augmentation hautement
significative liée a ’intensité des concentrations salines et des régimes hydriques. Cette
accumulation de la proline foliaire est plus importante sous stress hydrique atteignant une
teneur maximale de 42,33ugmg™” a 20% CC, alors que sous stress salin elle est de 11.137
pgmg™ 4 200meql™.

I1.3.3. Teneur en sucres solubles

Les plantes soumises aux différentes concentrations saline et modalités hydriques accumulent
significativement des teneurs croissantes en sucres solubles totaux dans leurs feuilles. Il est a
noter que sous la contrainte saline, le taux accumulé est de 1046.88ugmg 4 200meqgl, en

revanche sous contrainte hydrique il est de 943.83ugmg™ a 20% (tab 12, 13, fig. 16.B, 17.B).
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Figure 16: Teneurs moyennes en proline foliaire (A) et sucres solubles totaux (B) sous les

différentes concentrations salines chez les plantules de M. arborea
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Figure 17: Teneurs moyennes en proline foliaire (A) et sucres solubles totaux (B) sous les

différents régimes hydriques chez les plantules de M. arborea
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Chapitre II : Caractérisation de la croissance sous stress

III. Discussion

L'inhibition de la croissance et du rendement des plantes due a la salinit¢ du sol et au déficit
hydrique, engendre des déséquilibres osmotiques, ioniques, oxydants et hormonaux. Pour faire face
au stress dii au sel et a la sécheresse et pour pouvoir s’adapter et survivre aux conditions de
croissance limitantes, les plantes ont développé plusieurs voies de signalisation sensibles au stress et
des mécanismes de défense sophistiqués (Huang ef al., 2012). Ces mécanismes de réponse se
traduisent par des changements morphologiques, physiologiques, biochimiques et moléculaires et
peuvent avoir des effets positifs et négatifs importants sur la croissance des plantes et leur
productivité.

La réponse au stress dépend des especes, des génotypes et des stades de développement, ainsi que
du niveau de sel et d'eau dans le sol et du moment de 1'exposition (Wang ef al., 2001 ; Forni et al.,
2017).

A travers les résultats obtenus, et sous les conditions salines hydriques contraignantes, nous avons
constaté que la croissance aérienne des plantes de M. arborea est 1égérement influencée, d’ou une
légere diminution de la longueur finale des tiges et du nombre moyen d’entre-nceuds, corrélée
¢galement a une faible réduction de la vitesse moyenne de la croissance des plantes.

La croissance est moins sensible au stress salin qu’au stress hydrique et montre un profil
comparable a celui du lot témoin. Cela peut indiquer une certaine résistance au stress en maintenant
une croissance en longueur quasiment normale.

Conformément a nos résultats, Ben Naceur et al. (2001) ont montré que la salinité pouvait réduire la
hauteur de la plante, cette réduction de la croissance peut étre attribuée a une accumulation
excessive de Na' et / ou de CI” dans la tige. Aussi, I'accumulation de ces ions perturbe la nutrition
minérale des plantes (Elboutahiri et al., 2008).

La réduction du taux de croissance peut étre expliquée par une diminution de la biosynthése de la
biomasse soit par une photosynthése inadéquate en raison de fermeture des stomates et par
conséquent la limitation de I'absorption de dioxyde de carbone, soit directement par inhibition de
I’expansion cellulaire (Munns et Termatt, 1986 ; Zhu, 2001 ; Parida et Das, 2005). Egalement, la
croissance des entre-nceuds peut €tre affectée suite a un dysfonctionnement hormonal (Ross et Reid,
2010).

Nos résultats sont cohérents avec ceux de Mezni et al. (1999), qui ont rapporté que la salinité réduit
la croissance aérienne de Medicago sativa. Néanmoins, Wang et al. (2009) ont constaté que la

longueur des tiges de deux cultivars de luzerne était significativement inhibée par un traitement au

NaCl a 200 mM.
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Le raccourcissement de la hauteur de la tige, de la longueur et du nombre des entre nceuds chez les
plantes, est une caractéristique générale des plantes soumises a une contrainte hydrique plus ou
moins forte (Nemmar, 1983). Cela a été observé chez Medicago sativa (Duru et Langlet, 1993).

La salinité réduit la capacité¢ des plantes a absorber de l'eau, ce qui entraine rapidement une
réduction du taux de croissance, ainsi qu'une série de changements métaboliques identiques a ceux
causés par le stress hydrique (Zhu, 2001).

Dans la nature, I’ampleur de la tolérance au sel ou a la sécheresse semble souvent étre inversement
liée au taux de croissance. A cet effet, le ralentissement de la croissance semble étre une
caractéristique adaptative pour la survie des plantes soumises au stress, car il permet aux plantes
d’adopter de multiples stratégies pour lutter contre le stress (Zhu, 2001).

En outre, le stress salin n’a pas exercé un effet notable sur la longueur de I’axe racinaire principal.
Ceci n’est pas le cas pour le déficit hydrique qui a induit une diminution significative de cette
longueur.

Des résultats similaires ont ¢été trouvés par Hamoud (2015) chez la féverole (Vicia faba) et par
Karoune et al. (2017) chez Acacia albida.

Selon Munns (2002), les racines semblent étre la partie de la plante la plus vulnérable car elles sont
directement exposées au sel ou a un déficit hydrique, mais elles sont étonnamment robustes.

Cette diminution observée chez les plantes est expliquée par le fait que NaCl agit en augmentant la
pression osmotique du milieu, ce qui empéche 1’absorption en eau par le systétme racinaire et
entraine par conséquent, une réduction de la croissance (Navarro et al. 2002).

Hamrouni ef al. (2011) ont indiqué que la plante s’adapte au stress salin en réduisant en premier lieu
son systéme racinaire préservant ainsi la partie aérienne afin de maintenir et d’assurer la production
des photosynthétats.

Par ailleurs la réduction de la disponibilité en eau affecte fortement la croissance de jeunes plantules
notamment des racines car le taux d'é¢longation des racines, ramification et leur poids dépend
fortement du processus d'hydratation (Gingrich et Russell, 1956, 1957 ; Mauries, 1998).

A travers les résultats obtenus, nous avons aussi observé une modification morphologique de
I’architecture des racines secondaires, ou on assiste a une ramification horizontale, que nous
suggérons une forme d’adaptation afin d’assurer une meilleure absorption de 1’eau superficielle.

Les effets du traitement salin et hydrique appliquées aux plantes de M. arborea semblent ne pas
affectés le nombre final des feuilles formées ainsi que le nombre des feuilles fanées/tombées (baisse
non significative). En effet, les feuilles ont montré une certaine tolérance face aux stress, en
maintenant un nombre de feuilles vivantes relativement comparable entre les plants témoins et les
plants stressés, impliquant un équilibre entre le taux de formation des feuilles et le taux de leur

chute.
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Des réponses similaires ont été¢ observées par Leye et al. (2012) chez Jatropha qui tolére le stress
salin jusqu’a 200 mM, alors qu’une relation négative entre la salinité et la croissance végétative,
notamment celle des feuilles, a été mise en évidence chez le pistachier (Rahneshan, 2018).

Selon Terry et Waldron (1984), la salinité affecte la croissance totale des feuilles de la plante, plutot
par la réduction de I’expansion de surface des feuilles individuelles que par le taux de production de
nouvelles feuilles. Cette réduction est bénéfique pour les plantes car elle réduit la surface exposée a
la transpiration, minimisant ainsi les pertes en eau (Tuteja, 2010).

Les effets de toxicité saline deviennent remarquables avec le temps, et des 1ésions peuvent étre
visibles, notamment le dépérissement des tissus sous forme de chlorose et de nécrose marginales,
suivies par une perte de turgescence et la chute des feuilles les plus anciennes (inférieures) plutot
que les plus jeunes, celles qui ont transpiré le plus longtemps et accumulant les ions Na” et CI' le
plus (Colmer et al., 1995 ; Zid, 1982). La plupart de ces événements sont communs a ceux observeés
sous stress hydrique (Munns, 2002).

La réponse la plus précoce au stress est une réduction du taux d'expansion de la surface des feuilles
suivie d'une cessation d'expansion lorsque le stress s'intensifie, mais la croissance reprend lorsque le
stress est réduit (Parida et Das, 2005).

Par ailleurs, les résultats montrent une relation négative entre 1’expansion des feuilles et le stress
salin et hydrique traduite par une réduction nette de la surface foliaire moyenne des plantes.

En effet, le déficit hydrique a causé des réductions significatives de la surface foliaire, chez six
populations de M. truncatula (Metti et al., 2001) et Acacia auriculiformis (Patel et al., 2009).

La réponse immédiate au stress salin est la réduction de la vitesse de I'expansion de la surface
foliaire, et quand le sel atteint éventuellement des teneurs toxiques, il conduit a I'arrét de 1'expansion
et la réduction de la surface assimilatrice ainsi que la sénescence prématurée des feuilles (Munns,
2002 ; Wang et Nil, 2000).

Le stress salin réduit la croissance foliaire par raccourcissement de la zone d’élongation de la
feuille (Bernstein et al., 1993). La réduction de la surface foliaire est considérée comme une
réponse adaptative au manque d’eau (sécheresse). Cette stratégie tend a minimiser les pertes en eau
en réduisant la surface transpirante, mais elle peut aussi provoquer une diminution du rendement a
cause de la réduction de la capacité photosynthétique (Slama et al., 2005 ; Blum, 1996). Par contre,
et selon (Johanson et al., 1973), les plantes a surface foliaire plus grande peuvent tolérer la
déshydratation et maintenir un potentiel hydrique élevé.

Les plantes tolérantes a la salinité peuvent réduire les effets néfastes des teneurs élevées du sel en
mettant en ceuvre une série de réponses adaptatives notamment une réduction de la croissance en

terme de surface foliaire (Monteverdi ef al., 2008).
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De plus, la sensibilité de la croissance de la surface foliaire a un déficit hydrique modéré peut étre
considérée comme un mécanisme adaptatif intervenant dans le transfert des assimilas qui
favoriseraient la croissance de la racine, améliorant ainsi 1’état hydrique de la plante (Nemmar,
1983).

Dans cette étude, une relation négative a été observée entre la croissance végétative des plantules de
M. arborea et la salinité ainsi que déficit hydrique. Ce dernier a réduit de maniere significative la
biomasse végétale et la teneur en eau relative, en particulier dans des conditions de stress extrémes
(20% CC). Nos résultats sont en accord avec ceux de Elboutahiri et al. (2008) chez Medicago sativa
et de Laouar et al. (2001) chez des populations de Medicago intertexta. L'inhibition de la croissance
dans des conditions séveres de salinité du sol et de déficit hydrique peut étre attribuée a une
diminution de l'assimilation du carbone en raison d'une limitation stomatique et / ou d'une altération
métabolique (Hajiboland et al., 2014). De plus, la réduction de la croissance de la plante dans les
deux conditions de stress peut étre le résultat d'une inhibition directe de la division et de I'expansion
cellulaires (Munns, 2002). En fait, la croissance cellulaire est I'un des processus physiologiques les
plus sensibles a la sécheresse, en raison de la réduction de la pression de turgescence (Taiz et
Zeiger, 2000).

La croissance des feuilles et des tiges est généralement plus sensible au stress osmotique que la
croissance des racines. Une surface réduite des feuilles est généralement considérée comme
bénéfique pour les plantes dans des conditions de déficit en eau en raison du taux réduit de
transpiration, méme s'il peut avoir un impact sur le taux de photosynthése.

I1 est souvent rapporté que les racines jouent un role clé dans la tolérance au déficit salin et hydrique
des plantes car elles représentent les premiers organes qui contrélent 'absorption et la translocation
de 'eau, des nutriments et des sels dans toute la plante. Malgré I'exposition directe de ces organes a
une faible disponibilité en eau et au sel, la croissance des racines est moins vulnérable que celle des
tiges (Munns, 2002). Les plantes, soumises au stress hydrique et salin, ont tendance a augmenter
I’épaisseur de leur racines afin d'explorer un volume de sol plus important et de faciliter 1'absorption
d'eau par les couches les plus profondes du sol (Tuteja, 2010 ; Forni et al., 2017).

Dans notre étude, le rapport de biomasse séche racinaire/biomasse seche aérienne était indifférent a
la contrainte saline et hydrique. Dans 1’ensemble, les plantes soumises a 20% CC présentaient le
ratio le plus élevé. De ce fait, dans des conditions extrémes de manque d’eau, la biomasse aérienne
des plants de M. arborea a diminué plus que les racines, promettant une plus grande distribution de
la biomasse vers les racines. La réduction de I’expansion des organes aériens a été également
observée chez les especes les plus résistantes (telles que Luzerne, Fétuque, Sorgho) ce qui peut étre
considérer comme une stratégie d’adaptation requise pour la survie des plantes soumises a un stress

abiotique (Lefi et al., 2004; Durand, 2007)
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Dans notre étude, la salinité et le déficit hydrique n’ont pas affecté la teneur relative en eau qui reste
supérieure a 70% au niveau de tous les traitements, sauf au régime hydrique 20% CC, ou la valeur
de la TRE était inférieure a 50%. Ces données montrent un bon état hydrique des tissus végétaux
malgré les concentrations salines élevées et le déficit hydrique appliqué. Cette réponse des plantes
peut étre considérée comme un mécanisme adaptatif permettant d’éviter les pertes d’eau, en
maintenant [’absorption d’eau a un niveau suffisant afin d’éviter la déshydratation des tissus
végétaux, de diluer les sels présents dans les cellules et de garantir la continuité du processus
métabolique (Bissati et al., 2011).

De maniere générale, la diminution de la TRE sous stress salin modéré et sévere limite la
photosynthése, par la fermeture des stomates (Kicheva et al., 1994) et la suppression de la
conductance du mésophylle (Flexas et al., 2004).

La photosynthése est parmi les processus primaires affectés par la sécheresse (Chaves, 1991) et la
salinit¢ (Munns et al., 2006). Le stress hydrique et salin peuvent affecter la synthése ou la
dégradation des pigments photosynthétiques, notamment la chlorophylle a et la chlorophylle b
(Ashraf, 2002). Le stress di a la sécheresse peut directement altérer le métabolisme
photosynthétique en endommageant le fonctionnement du systéme photochimique, la carboxylation
et la régénération de l'accepteur de dioxyde de carbone I (Lawlor et Cornic, 2002; Hopkins, 2003).
La teneur en chlorophylle a généralement diminué sous stress hydrique important (40 a 20% CC),
ce qui peut étre considéré comme un mécanisme adaptatif de protection destiné a empécher
I’absorption excessive de photons (Ait Said et al., 2013).

L'excés d'ions Na' et CI induit une altération de la machinerie photosynthétique (Munns et al.,
2006): le sodium affecte la voie de la biosynthése de la chlorophylle b (Tewari et Singh, 1991) et le
chlore inhibe la synthése de Rubisco (Ashraf et Harris, 2013).

Dans notre étude, les teneurs en chlorophylle a et b ont 1égerement changé entre les traitements.
Sous déficit hydrique, ces pigments ont diminué avec I’augmentation du stress, alors qu’une légere
augmentation inattendue de la teneur en chlorophylle était observée lorsque le stress salin était
faible (S50 et S100), ce qui pourrait s’expliquer par un choc brusque du métabolisme
photosynthétique lors d’un stress léger (Kurban et al., 1999). De plus, la teneur en caroténoides n’a
pas changé sous stress salin, mais a augmenté avec 1’augmentation du déficit hydrique. Les
caroténoides sont considérés comme des pigments auxiliaires et des antioxydants efficaces qui
protégent et stabilisent les processus photochimiques de la photosynthése dans les conditions de
stress (Ashraf et Harris, 2013).

De plus, leur augmentation sous stress salin et hydrique peut étre utilisée comme critére de
tolérance fiable indiquant une certaine résistance de l'appareil photosynthétique (Kebbas et al.,

2015),
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Alors que dans le cas de stress sévére, les feuilles commencent a développer une chlorose et
finissent par tomber (Agastian et al., 2000).

Le stress salin et hydrique ont entrainé une augmentation significative de la proline et des sucres
solubles totaux dans les feuilles de M. arborea. La synthése et l'accumulation de composés
organiques tels que les sucres et les acides aminés dans le cytoplasme interviennent comme une
réponse métabolique aux conditions de stress et jouent un réle important dans Il'ajustement
osmotique chez les plantes (Ashraf et Foolad, 2007; Per et al., 2017). L'augmentation de la
concentration en proline et en sucres réduit le potentiel hydrique a l'intérieur de la cellule et 1'eau
continue de passer des sites a potentiel hydrique élevé vers le potentiel hydrique bas, ce qui permet
d’éviter la perte d'eau intracellulaire (Tuteja, 2010) et maintenir la pression de turgescence dans les
tissus végétaux (Chen et al., 2011).

La proline est reconnue comme un acide aminé multifonctionnel, capable de protéger les cellules
contre les dommages en agissant a la fois comme agent osmotique et piégeur de radicaux
(Verbruggen et Hermans, 2008). Il est bien connu que dans des conditions de stress, de nombreuses
especes végétales accumulent de la proline comme réponse adaptative. Ainsi, la proline peut servir
d’indicateur possible de blessure par sécheresse (Irigoyen et al., 1992). Dans des conditions de
stress, la proline semble avoir divers rdles, tels que la stabilisation des protéines, des membranes et
des structures cellulaires, et la protection des fonctions cellulaires en piégeant les espéces réactives
de l'oxygéne (Szabados et Savourée, 2010). Sanchez et al. (1998) ont suggéré qu'il existait une
controverse sur l'augmentation de la proline, s'il s'agisse d'une réponse adaptative visant & minimiser
les dommages causés par la déshydratation ou d'un changement biochimique consécutif a ces
dommages.

L'accumulation de sucre pourrait apporter une contribution plus importante a I'ajustement
osmotique que la proline, comme a été révélé également chez I’agrostide par Liu ef al. (2015). Les
niveaux é¢élevés de sucres totaux dans les tissus montrent l'aptitude des plantes a tolérer les
conditions de stress abiotiques, telles que la sécheresse et la salinité. De plus, l'accumulation des
sucres indique un bon état métabolique et favorise la croissance et le stockage des glucides (Rosa et
al., 2009; Chen et al., 2011). L’augmentation des sucres solubles totaux en présence de stress
hydrique pourrait également résulter d’une translocation partielle a partir de la feuille et d’une
consommation plus lente due a une diminution de la croissance ou a I’hydrolyse de 1’amidon
(Kameli et Loésel, 1996). Kebbas et al. (2015) ont noté que l'accumulation de sucres peut étre

attribuée a un processus de déshydratation passif plutét qu'a une stimulation active de leur synthese.
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Conclusion

Conformément a nos résultats, les plantules de M. arborea se sont révélées capables de
mettre en ceuvre des mécanismes spécifiques sous forme de changements morphologiques,
physiologiques et biochimiques pour faire face aux stress salin et hydrique en vue de protéger
l'intégrité membranaire et maintenir une bonne osmorégulation dans leurs tissus.

Bien que la sélection des plantes tolérantes a l'aridité et au sel soit un processus tres
complexe et que des études plus approfondies soient nécessaires pour ¢lucider les différentes
stratégies impliquées dans la tolérance, nos résultats ont montré que M. arborea semble tolérer la
sécheresse et le sel a un stade précoce de croissance. Cette tolérance doit étre élucidée au niveau des
autres stades phénologiques , ex-situ et in situ, pour pouvoir se prononcer sur la possibilité d’utiliser
cette espece dans les programmes de réhabilitation des parcours dégradés d’Algérie, sachant
que ses avantages €cosystémiques comme la protection contre 1'érosion €olienne et la dégradation

des sols ont été déja signalés dans certain nombre de travaux scientifiques.
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Chapitre III : Réponses anatomiques de M. arborea aux stress hydrique et salin

Ce chapitre consiste a décrire les différentes structures histologiques racinaires,
caulinaires et foliaires. Il s’agit aussi de faire ressortir essentiellement les principales
caractéristiques anatomiques et histologiques d’adaptation de cette espece a la contrainte
saline et hydrique, en utilisant les techniques classiques de la microscopie photonique.

I. Matériels et méthodes

I.1. Matériel végétal

A la fin de 1’expérimentation, les plantules soumises aux stress salin et hydrique a une

concentration de 200 meq/l et 20% CC, sont déterrées de leurs pots de culture. Les parties

aériennes et souterraines (tiges et racines) sont découpées par une lame de rasoir. Les racines
sont rincées a 1’eau distillée pour se débarrasser du substrat. Seules les sections médianes
sont prises en compte dans cette étude.

1.2. Méthodes d’étude

I.2.1. Réalisation des coupes

Nous avons effectu¢ des coupes transversales a main levée sur les tiges, les racines et les

feuilles a I’aide de lame de rasoir en utilisant des cylindres de moelle de Sureau comme

support. Les coupes les plus fines sont sélectionnées pour I’examen histologique.

1.2.2. Coloration des coupes

Les coupes sont colorées par la technique de la double coloration_« vert de Méthyle-rouge

Congo » (Chaker, 2003), suivant les étapes suivantes :

» Traitement a I’hypochlorite de sodium dilu¢ a 8% pendant 10-15mn, puis ringage
soigneux a I’eau distillé plusieurs fois. Cette étape permet la dépigmentation des
¢échantillons et entraine la destruction du contenu cellulaire tout en conservant les parois
cellulaires.

» Mordangage dans I’acide acétique dilué a 70% pendant 2-5 mn afin de neutraliser I’excés
de I’eau de javel et favoriser la réceptivité et la fixation des colorants dans les étapes a
venir.

» Coloration au vert de Méthyle en solution aqueuse diluée a 1% pendant Smn, ce qui met
en évidence les parois lignifiées. Les échantillons sont ensuite rincés a I’eau distillée.

» Une deuxiéme coloration au rouge Congo a 2% pendant 10 mn puis ringage a 1’eau

distillée pour la révélation des parois cellulosiques.
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1.2.3. Observation microscopique

Les coupes sont immédiatement montées dans une goutte d’eau distillée entre lame et lamelle
pour étre observées au microscope optique de type ZEISS-West Germany, équipé d’un
appareil photo (Sony) permettant une meilleure prise de vue et de microphotographies.

1.2.4. Conservation des coupes

Les coupes sont ensuite conservées au réfrigérateur (5°C) dans des piluliers contenant de

I’eau distillée pour une utilisation ultérieure.

1.2.5. Mensuration/biométrie des tissus

Dans le but de mettre en évidence I’effet du stress salin et hydrique sur DI’architecture
histologique et anatomique de la racine et de la tige, nous avons évalué¢ certains parametres
(Boughalleb et Denden, 2009), a savoir :

» le diamétre total de la section (um),

» le diamétre du cortex et de la stele (um),

» le diamétre des vaisseaux du métaxyléme (um).
Ces mensurations ont été réalisées au moyen d’un micrométre oculaire (ZEISS-West
Germany-Kpl W 12,5/18 pol) install¢ au niveau du porte-objectif du microscope. Des valeurs
exactes des différents parameétres suscités sont calculées en utilisant un coefficient, dérivé de
la superposition du micrometre et d’'une lame graduée permettant ainsi la calibration du
microscope.
1.2.6. Analyse statistique
Pour toutes les mesures effectuées, chaque résultat correspond a la moyenne de trois
répétitions sauf pour le diametre des vaisseaux du métaxyléme dont la valeur correspond a
une moyenne de 10 mesures.
Le traitement statistique des résultats a été réalisé a I'aide du logiciel IBM SPSS Statistics 20.
Toutes les données ont été soumises a une analyse de variance a un facteur (ANOVA I) et les
moyennes ont été comparées deux a deux par le test post-hoc de Student Newman Keuls

(SNK) au seuil de probabilité 5 %.
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I1. Résultats

IL.1. Caractérisation anatomique de M. arborea

I1.1.1. Anatomie des racines

Les coupes effectuées au niveau des racines de M. arborea (planche III, Fig. A et B) ont mis en
¢vidence une structure histologique caractéristique des racines des dicotylédones, présentant de
I’extérieur vers I’intérieur 1’existence de deux zones principales :

> L’écorce : cette partie est constituée durhizoderme, assise pilifere de cellules
rhizodermiques portant les poils absorbants ; d’un parenchyme cortical, formé de cellules épaisses,
jointives, allongées dans le sens de 1’axe de la racine. Plus profondément s’ajoute un cadre
subérifié, autrement dit la derni¢re couche de cellules de parenchyme cortical, et forme une sorte de
barriére de contrdle des molécules circulant dans la racine, c’est I’endoderme (couche peu claire
sur la figure).

> Le cylindre central (Stéle) : de type actinostele, cette partie renferme I’endoderme couche
de cellules étroitement jointives entourant le péricycle. Les parois tangentielles externes et internes
de ces cellules sont cellulosiques, tandis que les autres possedent une bande imprégnée de subérine,
substances entre ’écorce et les tissus conducteurs. Le péricycle est formé par une couche de
cellules jointives a paroi mince, a partir de laquelle vont se former les ramifications de la racine.
Plus au centre, viennent les deux types des tissus conducteurs, le xyléme et le phloéme qui
s’alternent régulierement sur un seul cercle, et assurent la circulation de la séve brute (xyléme) et la
séve ¢élaborée (phloéme). Les cellules de xyleme ont des tailles différentes selon leur emplacement
dans le cylindre central. Prés du péricycle, elles sont jeunes et petites ; protoxyléme. Vers le centre,
elles sont grandes et agées ; métaxyléme. La différenciation du xyléme est centripéte. Des fibres
du sclérenchyme se localisent au tour des vaisseaux conducteurs.

Enfin, au centre de la racine, la moelle, composée de parenchyme médullaire qui a une fonction de

remplissage.

I1.1.2. Anatomie des tiges

L’observation des coupes transversales de jeunes tiges de M. arborea (planche III, Fig. C et D)
montre que leur structure anatomique se rapproche étroitement de celle des racines, elle comprend :
L’épiderme, formée d’une assise de cellules jointive, dépourvue de chloroplastes, dont la face
externe est recouverte d’une fine cuticule pourvue de stomates. L’écorce (parenchyme cortical),
relativement réduite et composée de grandes cellules polyédriques, laissant entre elles des méats.
Le cylindre central, situé sous 1’écorce et réunit dans un parenchyme médullaire, des faisceaux
cribrovasculaires (faisceaux libéro-ligneux) répartis sur un méme cycle, présentés sous forme de

tissus conducteurs rassemblés en amas superposés de xyléme et de phloéme dont le xyléme est vers
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le centre de la tige, coiffé vers I’extérieur par le phloéme. Chaque faisceau cribrovasculaire est
surmonté d’un petit massif de sclérenchyme. Le xyléme montre une différenciation centrifuge dont
le protoxyléme est prés du centre et le métaxyléme prés de la périphérie. Il est aussi possible de
distinguer du protophloéme et Métaphloéme. La différenciation du phloéme est centripéte.

La moelle de la tige est remplie par des cellules de parenchyme médullaire.

I1.1.3. Anatomie des feuilles

L’analyse des coupes transversales des feuilles de M. arborea (planche III, Fig. E et F) montre
I’existence de plusieurs tissus notamment : I’épiderme supérieur, I’épiderme inférieur recouvert
de cuticule (substance cireuse imperméable), parsemé de stomates permettant les échanges gazeux.
Le mésophylle, tissu fondamental qui effectue la photosynthése, formé de parenchyme
palissadique, riche en chloroplastes et de parenchyme lacuneux (aérifere). Les tissus conducteurs
sont organisés en nervures (faisceaux cribrovasculaires), composés d’un ou plusieurs faisceaux

libéro-ligneux superposés. Le phloéme est tourné vers le bas, et le xyléme vers le haut.
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Légende de la planche III

Figure A. (Gx100) : Coupe transversale de la racine

Figure B. (Gx400) : Structure microscopique détaillée d’une portion de la coupe transversale de la
racine

Ec : écorce, CC : cylindre central, Rz : rhizoderme, PM : parenchyme médullaire, Ed : endoderme,
Pc : parenchyme cortical, GSC: gaine sclérenchymateuse, C : cambium, FCV : faisceaux

cribrovasculaires, X : xyléme, MX : métaxyléme, Ph : phloéme.

Figure C. (Gx100) : Coupe transversale de la tige

Figure D. (Gx400) : Structure microscopique détaillée de la coupe transversale de la tige

Ec : écorce, CC : cylindre central, Cu : cuticule, EP : épiderme, PM : parenchyme médullaire,
T : trichomes, GPF : gaine périfasciculaire, Sc : sclérenchyme, PL: parenchyme lignifi¢, Ph :
phloéme, X : xyléme, C : cambium, F CV : faisceaux cribrovasculaires, P int : parenchyme inter

fasciculaire.

Figure E. (Gx100) : Coupe transversale de la feuille

Figure F. (Gx400) : Structure microscopique détaillée de la coupe transversale de la feuille
Eps : épiderme supérieur, Epi : épiderme inférieur, Cu : cuticule, St : stomates, P : poils,

PP : Parenchyme palissadique, M : mésophylle, FCV : faisceaux cribrovasculaires, Lac : lacune

GPF : gaine périfasciculaire, X : xyleme, Ph : phlo¢me.
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Planche III : Caractérisation histologique de la racine, la tige et la feuille) de M. arborea




Chapitre I1II : Réponses anatomiques de M. arborea aux stress hydrique et salin

I1.2. Effet du stress salin et hydrique sur la structure anatomique des différents organes

Les résultats de I’effet du stress salin et hydrique sur les structures anatomiques de la racine et la
tige de M. arborea sont illustrés par les figures des planches IV, V, VI et VII et les tableaux 14 et
15.

Tableau 14 : Effet du stress salin sur les paramétres anatomiques de la racine et tige de M. arborea

Tige Racine
M T St ANOVA T St ANOVA
Diamétre moy. total (um) 135,67 146,96 S 97,01 176,27 S
Dlametreow e SEle 10545 11056 NS 3885 63,49 S
Diamétre moy. des vaisseaux 260 282 NS 235 4.39 S

de xyléeme (pm)

Tableau 15 : Effet du stress hydrique sur les parameétres anatomiques de la racine et tige de

M. arborea
Tige Racine
M T St ANOVA T St ANOVA
Diamétre moy. total (unm) 132,76 141,41 NS 154,51 185,59 S
(})‘ame‘,"e rmoy: 100,57 106,12 NS 59,05 70,82 S
e la stele (um)
Diamétre moy. des vaisseaux 279 336 S 3.60 4.60 S

de xyléme (pm)

T : témoin ; St : stressé ; moy. : moyen ; S : significatif au seuil 5% ; NS : non significatif au seuil
5% ;

I1.2.1. Effet sur ’anatomie de la racine

La comparaison des coupes anatomiques réalisées au niveau des racines témoins et des racines

stressées montre ce qui suit :

-Existence des mémes structures histologiques énumérées ci-dessus (planche III).

-Augmentation de 1’épaisseur de la racine stressée par rapport a celle du témoin. Ceci est confirmé

par les mesures du diamétre total (P<0.05).

-Elargissement de la stéle chez la racine stressée se traduisant par un rétrécissement de 1’écorce.

Ceci est démontré par les mesures du diameétre de la stele (P<0.05).

-Augmentation du diamétre des vaisseaux du xyléme, notamment ceux du métaxyléme avec

épaississement de la paroi. Ceci est également vérifié statistiquement (P<0.05).

Il est a noter chez la racine stressée une présence marquée de fibres sclérenchymateuses et une

lignification du centre de la racine.
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11.2.2. Effet sur I’anatomie de la tige

La comparaison des coupes anatomiques réalisées sur les tiges témoins et les tiges stressées montre
ce qui suit :

-Elargissement de la tige stressée par la salinité par rapport a la tige témoin, confirmée
statistiquement par les mesures de diamétre total (P<0.05), par contre sous stress hydrique ceci n’a
pas été vérifié.

-Une lignification accrue, notamment sur le pourtour (bande vasculaire) du parenchyme médullaire
et au sein du parenchyme cortical, avec rétrécissement de la moelle.

-Légere augmentation du diamétre de la stele de la tige stressée par rapport a la tige témoin si bien
que ceci n’a pas ¢été vérifié statiquement (P>0.05).

- Augmentation du diametre des vaisseaux du xyléme de la tige sous stress hydrique (P<0.05),
notamment ceux du métaxyléme avec des parois plus €paisses. Cependant sous stress salin ceci n’a
pas été confirmé statistiquement (P>0.05).

11.2.3. Effet sur ’anatomie de la feuille

Sur I’ensemble des coupes effectuées sur les feuilles nous n’avons pas pu mettre en évidence

I’impact du stress sur leurs structures histologiques.
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Planche IV : Effet du stress salin sur la structure anatomique de la racine de M. arborea

Légende de la planche IV
Figure A. (Gx100) : Coupe transversale d’une racine témoin
Figure C. (Gx400) : Structure microscopique détaillée d’une portion de la coupe transversale de la
racine témoin
Ec : écorce, CC : cylindre central, PM : parenchyme médullaire, vasculaire, X : xyléme
Figure B. (Gx100) : Coupe transversale d’une racine stressée par salinité
Figure D. (Gx400) : Structure microscopique détaillée de la coupe transversale d’une racine
stressée par salinité
Ec : écorce, CC : cylindre central, PM : parenchyme médullaire, vasculaire, X : xyléme
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Planche V : Effet du stress salin sur la structure anatomique de la tige de M. arborea

Légende de la planche V
Figure A (Gx100) : Coupe transversale d’une tige témoin
Figure C (Gx400) : Structure microscopique détaillée de la coupe transversale d’une tige témoin
Ec : écorce, CC : cylindre central, PM : parenchyme médullaire, BSCV: bande sclérenchymateuse
vasculaire, X : xyléme, C : cambium
Figure B (Gx100) : Coupe transversale d’une tige stressée par salinité
Figure D (Gx400) : Structure microscopique détaillée de la coupe transversale d’une tige stressée
par la salinité
Ec : écorce, CC : cylindre central, PM : parenchyme médullaire, BSCV: bande sclérenchymateuse
vasculaire, X : xyleéme, C : cambium.
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Planche VI : Effet du stress hydrique sur la structure anatomique de la racine de M. arborea

Légende de la planche VI
Figure A. (Gx100) : Coupe transversale d’une racine t¢émoin
Figure C. (Gx400) : Structure microscopique détaillée d’une portion de la coupe transversale de la racine
témoin
Ec : écorce, CC : cylindre central, PM : parenchyme médullaire, X : xyléme
Figure B. (Gx100) : Coupe transversale d’une racine stressée par le stress hydrique
Figure D. (Gx400) : Structure microscopique détaillée de la coupe transversale d’une racine stressée par le
stress hydrique
Ec : écorce, CC : cylindre central, PM : parenchyme médullaire, X : xyléme
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Planche VII : Effet du stress hydrique sur la structure anatomique de la tige de M. arborea

Légende de la planche VII
Figure A. (Gx100) : Coupe transversale d’une tige témoin
Figure C. (Gx400) : Structure microscopique détaillée de la coupe transversale d’une tige témoin
Ec : écorce, CC : cylindre central, PM : parenchyme médullaire, BSCV: bande sclérenchymateuse
vasculaire, X : xyléme, C : cambium
Figure B. (Gx100) : Coupe transversale d’une tige stressée par le stress hydrique
Figure D. (Gx400) : Structure microscopique détaillée de la coupe transversale d’une tige stressée
par le stress hydrique
Ec : écorce, CC : cylindre central, PM : parenchyme médullaire, BSCV: bande sclérenchymateuse
vasculaire, X : xyléme, C : cambium.
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III. Discussion

Sur le plan anatomique, et a travers 1’examen des coupes histologiques effectuées au niveau des
racines et tiges de M. arborea soumises aux stress salin et hydrique, nous avons montré 1’existence
des mémes structures histologiques que celles décrites chez les t¢émoins. Par contre, nous avons
remarqué un effet significatif du stress salin et hydrique sur les dimensions des différents
parametres pris en compte dans les racines. Cet effet a été également significativement observé sur
la tige seulement sous stress salin.

En effet, une augmentation du diameétre total de la racine et de la tige s’est manifestée sous stress,
ainsi qu’un ¢élargissement du diameétre de la stele qui s’est traduit par un rétrécissement de celui de
I’écorce. Ces modifications et variations anatomiques peuvent étre considérées come des caractéres
adaptatifs adoptés par I’espece vis-a-vis du stress salin et hydrique.

L'épaisseur de la racine et la zone corticale joue un rdle crucial dans la conservation de 1'eau pour
tolérer la sécheresse (Bahaji et al., 2002 ; Ahadiyat et Haarachchi, 2008).

Selon Shabala et al. (2012), la salinité¢ induit une augmentation de 1'épaisseur épidermique qui
permet d’améliorer non seulement I'efficacit¢ d'utilisation de l'eau des plantes, mais fournit
également un espace supplémentaire pour une séquestration efficace de Na" dans 1'épiderme des
feuilles. Par contre, une sécheresse prolongée entralne un rétrécissement des racines, des
déformations anatomiques et un faible contact racine-sol qui limite l'approvisionnement en eau et en
ions (Lipiec et al., 2013), ainsi qu’une salinité aggravée peut entrainer une inhibition de 1’activité
des cellules cambiales e/ou réduit la division et I’expansion cellulaire (Selim et El-Nady, 2011).
Nos résultats montrent également une sclérification et une lignification accrue dans la racine et la
tige, notamment sur la bande vasculaire (tissu xélymien) et au sein du parenchyme cortical et une
présence marquée de fibres sclérenchymateuses, avec rétrécissement de la moelle des tiges
stressées.

Dans les travaux de Cachorro ef al. (1993), il a été noté que la salinité a été associée a un plus grand
dépdt de lignine dans les tissus vasculaires. Ceci a été supposé comme un facteur qui inhibe la
croissance des racines et, par conséquent, représente un mécanisme d'adaptation pour résister au
stress salin.

Cette adaptation anatomique contribue a améliorer la rigidité des tissus racinaires et empéche
¢galement la perte d'eau par la surface des tiges et peut entrainer une meilleure absorption de I'eau
et des minéraux en période de sécheresse (Shabala et Cuin, 2008 ; Mustapha et al., 2019).

Les racines des plantes tolérantes montrent une subérification précoce et ou une lignification des

cellules endodermiques ainsi qu'une activité hative du péricycle (Reinoso et al,. 2004).
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De plus, une augmentation importante du diameétre des vaisseaux du xyléme a été aussi révélée au
niveau des racines et des tiges de M. arborea, notamment du métaxyléme avec des parois plus
épaisses.

Sibounheuang et al. (2006) ont rapporté que le diametre des vaisseaux de xyléme est 1i¢ au maintien
de la conductivité de I'eau. Ils ont noté aussi que les espéces vivant dans des environnements ou la
disponibilité en eau est irréguliere présentent des vaisseaux de xyléme plus grands pour maximiser
l'absorption d'eau lorsqu'elle est disponible. De ce fait, la modification des vaisseaux de xyléme de
M. arborea peut étre considérée comme un caractére anatomique d’adaptation aux conditions de
déficit hydrique.

En effet, la plante augmente souvent le diameétre du vaisseau lorsque l'eau est limitée pour
augmenter le flux d'eau a travers les ¢léments du xyléme.

Stiller et al. (2003) ont signalé que la cavitation se produit lorsque 1'écoulement de I'eau dans les
vaisseaux du xyleme ne peut pas maintenir le taux de transpiration.

Selon Boughalleb et al. (2009), la structure anatomique des vaisseaux de xyléme est optimisée pour
assurer le transport continue de I’eau a partir des racines jusqu’aux feuilles sous des conditions
variable d’approvisionnement en eau.

Nos résultats corroborent avec d’autre travaux menées sur plusieurs espéces notamment : Nitraria
retusa, Atriplex halimus et Salicornia freitagii en présence de salinité (Boughalleb et al., 2009 ;
Akcin et al., 2017) et Phaseolus vulgaris, Glycine max et Setaria italica L. Beauv. sous stress
hydrique (Péna-Valdivia et al. 2010 ; Dolatabadian et al., 2011 ; Karjunita et al., 2017).
Contrairement a nos résultats, I’espeéce M. arborea d’une provenance du Maroc a montré moins de
tolérance a la salinité (Boughalleb et al., 2009).

L’effet dépressif du stress hydrique a été aussi observé chez Vigna radiata, Stipa lagascae et

Astragalus gombiformis (Rashid et al., 2004 ; Boughalleb et al., 2014 , 2015).
Conclusion

Les modifications anatomiques des différents paramétres cités ci-dessus sont considérées comme
des mécanismes adaptatifs adoptés par M. arborea vis-a-vis du stress salin et hydrique. De plus, les
tissus vasculaires plus développés peuvent étre considérés comme une modification anatomique
efficace dans les régions arides a désertiques. Elles contribuent a une absorption d'eau efficace et au
maintien de la turgescence et de l'humidit¢ dans des conditions environnementales séches et
difficiles (Souza et al., 1999).

Les réponses histologiques M. arborea révélées a travers la présente étude sont essentielles
pour comprendre les stratégies adoptées par cette espéce pour résister aux conditions stressantes, et

de se prononcer sur la tolérance de ’espéce.
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Conclusion Générale

A la lumiére des résultats obtenus, il ressort que les graines de M. arborea peuvent maintenir
leur aptitude a germer jusqu'a une concentration de 204 mM de NaCl. La reprise de la germination
apres la suppression de la contrainte saline indique que le chlorure de sodium exerce une inhibition
temporaire de nature osmotique qui est éliminée apres levée de la contrainte. Par conséquent, les
graines de M. arborea peuvent étre classées comme modérément tolérantes a la salinité pendant la
germination. L'effet du stress hydrique a révélé que les graines sont modérément tolérantes au stress
hydrique en maintenant leur aptitude a la germination jusqu'a une pression osmotique de -0,05 MPa.

Les données obtenues ont permis d'acquérir des connaissances sur la viabilité des graines de
M. arborea. lls serviront certainement dans le cadre de la préservation de I’espece étudiée et dans la
production de plants «in situ» pour la réhabilitation des zones arides dégradés. Afin de compléter ce
travail, nous recommandons d'étudier le comportement germinatif de notre espéce « in situ ».

Nos résultats ont fait ressortir aussi que les plantules de M. arborea ont manifesté des
changements physiologiques et biochimiques sous stress hydrique et salin. En particulier, la
croissance morphologique des plantes en matiere de longueur et biomasse des racines, tiges et
feuilles, ainsi la teneur relative en eau qui ont considérablement diminué sous stress hydrique
extréme. De plus, une légére augmentation du ratio racine /tige a été observée sous stress hydrique
accentué. Les pigments chlorophylliens foliaires n'ont pas été significativement affectés par les
contraintes salines et hydriques malgré que celles-ci aient induit une diminution progressive de la
teneur en chlorophylle associée a une augmentation des caroténoides.

De plus, l'exposition des plantules de M. arborea a la salinité et a la sécheresse a induit une
accumulation importante de proline et de sucres solubles dans les feuilles. L'augmentation de ces
composés organiques permettent de maintenir une bonne osmorégulation dans les tissus végétaux,
car il est bien connu que la proline est un acide aminé multifonctionnel qui peut également assurer
la stabilisation des protéines, des membranes, des structures subcellulaires et la protection des
fonctions cellulaires. Par conséquent, les plantules se sont montrées capables de mettre en ceuvre, de
manicre rapide et efficace, des mécanismes spécifiques pour faire face au stress osmotique et
protéger l'intégrité membranaire.

Bien que la sélection des plantes tolérantes au sel et a la sécheresse est un processus trés
complexe et nécessite des études plus approfondies pour élucider les stratégies biochimiques
impliquées dans la tolérance, nos résultats ont montré que M. arborea semble tolérer le stress salin
et hydrique durant les premiers stades de croissance.

L’approche anatomique a fait ressortir que M. arborea est une espéce qui met en ceuvre des

stratégies d’adaptation anatomiques pour contrecarrer les effets néfastes du stress salin et hydrique.
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Cette adaptation s’est traduite par : une augmentation du diamétre total de la racine et de la tige, un
¢largissement du diametre de la stele qui s’est traduit par un rétrécissement de celui de I’écorce,
ainsi qu’une augmentation importante du diametre des vaisseaux du xyléme au niveau des racines et
des tiges, notamment du métaxyléme avec des parois plus épaisses. Egalement, une sclérification et
une lignification accrue dans la racine et la tige, notamment sur la bande vasculaire (tissu xélymien)
et au sein du parenchyme cortical et une présence marquée de fibres sclérenchymateuses, avec
rétrécissement de la moelle des tiges stressées.

De ce fait, M. arborea peut étre considéré comme une espece tolérante au stress salin et
hydrique compte tenu des stratégies adaptatives développées afin de maintenir la croissance et
assurer une bonne conductivité hydrique.

Dans I’ensemble, en considérant toutes les réponses physiologiques, biochimiques et
anatomiques de cette espece vis-a-vis du stress salin et hydrique qui révélent des caracteres typiques
en relation avec la tolérance aux conditions stressantes pour une régulation hydrique et osmotique
efficaces ; nous pouvons se prononcer sur les possibilités d'utilisation de cette ressource naturelle
dans le cadre des programmes menés pour la réhabilitation et le reboisement des terres arides et
semi-arides dégradées de 1’ Algérie. Néanmoins, il serait aussi judicieux de suivre le comportement
de ce potentiel végétal dans les conditions naturelles.

De plus, cette espece est un arbuste parmi les Iégumineuses ligneuses qui peuvent fournir
d'autres services écosystémiques clés, comme la protection contre 1'érosion éolienne caractérisant en

particulier les Hauts-Plateaux d'Algérie, fournissant ainsi une barriere contre 1'expansion du désert.
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