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Résumé

Le fenugrec est une légumineuse cultivée dans le monde entier et utilisee dans le
domaine culinaire, I’industrie pharmaceutique, I’alimentation du bétail et la fertilisation des
sols. Elle est généralement cultivée dans les régions arides et semi-arides qui se caractérisent
par des sols salins pouvant affecter le bon développement des plantes. Afin de mieux
comprendre I’effet de la salinité sur les plantes de fenugrec (Trigonella foenum graecum L.),
une expérimentation a été réalisée en soumettant ces derniéres a I’effet d’une concentration
modéree (100 mM) et une concentration élevée (200 mM) de NaCl.

Les résultats obtenus ont montré que la contrainte saline affecte la croissance des
plantes de fenugrec en diminuant la longueur de leur partie aérienne et souterraine, leur masse
séche, la surface foliaire ainsi que le nombre de feuilles. Elle affecte également la physiologie
en diminuant la teneur relative en eau mais également la quantité de pigments
photosynthétiques, de sucres solubles et de proline. A I’échelle cellulaire la contrainte saline a
provoqué une augmentation du MDA marqueur de la peroxydation des lipides ainsi que celle
de la fuite des électrolytes ce qui traduit I’installation d’un stress oxydatif. En réponse, la
plante a augmenté I’activité de certaines de ses enzymes antioxydantes a savoir, la catalase et
I’ascorbate peroxydase.

La salinité provoque une déficience nutritionnelle et une augmentation de la teneur en
Na* au niveau des feuilles et des racines. En outre, des changements importants dans les
classes des principales hormones de croissance ont été observés, associes a la réduction de la
croissance sous la contrainte saline. Ainsi, les phytohormones telles la trans-zéatine et les
gibbérellines diminuent avec la salinité dans les feuilles des plantes de fenugrec, alors que le
précurseur de I’éthyléne, 1-aminocyclopropane-1 - acide carboxylique, s’accumule dans les
racines des plantes de fenugrec, notamment sous I’effet des niveaux élevés de salinité. La
quantité d’acide abscissique foliaire augmente sous la salinité, ce qui limite la transpiration
des feuilles et permet aux plantes de s’adapter aux conditions stressantes.

Les hormones végétales semblent jouer un role essentiel dans les réactions des plantes
de fenugrec a la contrainte saline et pourraient avoir un intérét potentiel dans les programmes
de tolérance de cette espece au sel.

Mots clés : stress salin, Fenugrec (Trigonella foenum graecum L.), croissance, stress oxydatif,
micro et macronutriments, équilibre hormonal.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le fenugrec, Trigonella foenum graecum L. est une légumineuse annuelle cultivée
principalement pour étre utilisée comme épice dans de nombreuses parties du monde. Le
fenugrec était cultivé dans certaines régions d’Europe, d’Afrique du nord, d’Asie de I’ouest et
du sud, d’Amérique du nord et du sud et d’Australie (Lim, 2012). Le nom d’espéce « foenum
graecum » signifie « foin grec » indiquant son utilisation comme culture fourragére dans le

passe.

Le fenugrec est également utilisé dans la médecine traditionnelle pour stimuler la
lactation chez la mére qui allaite, augmenter I'appétit, traiter de nombreuses maladies telles

que le diabeéte, les infections microbiennes et les maladies cancéreuses (Zandi et al., 2017).

L’agriculture moderne est confrontée a plusieurs stress abiotiques tels que la salinite,
la sécheresse, le froid et les fortes températures comme contraintes majeurs affectant le
rendement des cultures (Tardieu et Tuberosa, 2010). Une diminution de plus de 50% du
rendement agricole est due aux stress abiotiques (Wang et al., 2001). Les plantes cultivées
mettent en place des mécanismes cellulaires et moléculaires complexes en réponse aux divers

stress afin de prévenir les dommages et d’assurer leur survie (Fahad et al., 2015).

Bien que les mécanismes engendrés par les stress abiotiques varient en fonction de la
nature et de I’intensité du stress et du stade de développement de la plante, le résultat de
I’exposition au stress est une réduction de la germination, de la croissance et du rendement
final (Munns et Tester, 2008).

La salinité des eaux et des sols est I’un des principaux stress en particulier dans les
régions arides et semi-arides. Elle peut réduire fortement la production agricole. Les effets
déléteres de la salinité sur la croissance des plantes sont associés a un faible potentiel
osmotique de la solution du sol (stress hydrique) ce qui induit une inhibition de I’absorption
de I’eau, de la division et I’expansion cellulaire (Munns et Tester, 2008), un déséquilibre
nutritionnel, un effet ionique spécifique (stress salin) di a une accumulation excessive d’ions
Na* dans la plante, notamment dans les feuilles entrainant I’apparition de chloroses et de
nécroses (Glenn et al., 1999). Le maintien de I’équilibre ionique et hydrique est nécessaire

pour la survie de la plante (Yeo, 2007).
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Face a la contrainte saline, la plante assure son ajustement osmotique en accumulant des

solutés organiques compatibles tels la proline ou la glycine bétaine, les sucres ou les polyols.

L’effet de la salinité sur les plantes méne a l'accumulation de formes actives
d’oxygeéne (stress oxydatif) (Nazar et al., 2011) pouvant entrainer une peroxydation des
lipides, des dommages au niveau de I’ADN, des protéines, I’inhibition de la photosynthése et
indirectement a la perturbation de I'équilibre nutritionnel (Nazar et al., 2011 ; Turan et
Tripathy, 2012).

Les plantes ont développé des mécanismes pour protéger les cellules et les systémes
sub-cellulaires contre les effets déléteres des formes actives d'oxygéne occasionnés par le
stress salin, en activant des enzymes telles que la catalase, les peroxydases et/ou des systémes

non enzymatiques tels que I’ascorbate.

Les phytohormones appelées aussi régulateurs de croissance jouent un role vital dans
la capacité des plantes a s’acclimater aux conditions défavorables de I’environnement en
favorisant la croissance et le développement. Bien que la réponse de la plante a la salinité
dépende de plusieurs facteurs, les phytohormones semblent avoir un réle critique dans la

modulation des réponses physiologiques qui permettent la résistance/tolérance a la salinité.

L’augmentation des effets de la salinité sur les terres agricoles nécessite une meilleure
compréhension des mécanismes de tolérance des plantes afin de maintenir la productivité des

cultures et de gérer au mieux les conditions de croissance.

Le présent travail s'inscrit dans la problématique développée par I'équipe de

physiologie végétale qui s'intéresse aux réponses des plantes cultivées aux stress abiotiques.

Dans ce contexte, notre travail a eu pour objectif d’étudier et de comprendre le comportement
morpho-physiologique des plantules de Trigonella foenum graecum L. soumises a deux

concentrations de NaCl pendant la période végétative.

Afin de mener cette étude, nous nous sommes intéressés a I’évaluation de quelques

parametres a savoir :

- Mesure de la croissance pondérale de la partie aérienne et racinaire, mesure de la

longueur de la partie aérienne ainsi que la surface et le nombre de feuilles.
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Evaluation du statut hydrique par la mesure de la TRE et du taux de transpiration.
Dosage de certains paramétres associés a la photosynthese tels que les pigments
foliaires, les sucres solubles, la conductance stomatique.

Evaluation de la peroxydation des lipides par la mesure de la fuite des électrolytes
ainsi que le dosage du MDA.

Mesure de quelques activités enzymatiques antioxydantes telles que la catalase et
I'ascorbate peroxydase cytosolique.

Evaluation du statut nutritionnel par la mesure des micro et macronutriments ainsi que
du Na* au niveau de la partie aérienne et souterraine.

Quantification des hormones endogénes telles que I’acide abscissique, I’acide indole
acétique, I’acide aminocyclopropane-1-carboxylique un précurseur de [I’éthyléne,
I’acide jasmonique, les cytokinines, I’acide salicylique et I’acide gibbérellique au

niveau de la partie aérienne et racinaire.



Synthése bibliographique
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I.1. Présentation de Trigonella foenum graecum L.

I.1.1. Systématique de I’espece

Classification phylogénétique APG I11

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta

Embranchement  Spermatophyta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Rosidae

Ordre Fabales

Famille Fabaceae

Genre Trigonella

Espece Trigonella foenum-graecum L.
1.1.2. Origine

L’origine exacte du fenugrec est difficile a déterminer car la plante a été¢ cultivée
depuis I’antiquité, environ 4000 ans avant JC. La région méditerranéenne est connue pour &tre
I’habitat naturel du genre Trigonella (Vavilov, 1926) alors que De Candolle (1964) et Fazli et
Hardman (1968) suggerent une origine asiatique de la plante. Dangi et al. (2004) ont suggéré
que T. carrulea et T. foenum-graecum sont originaires de Turquie. Les espéces sauvages du
genre existent dans les pays d’Europe, d’Afrique du Nord, des iles Canaries, d’Afrique du
Sud, d’Asie centrale et de 1’Australie (Wichtl et Anton., 2003). Le fenugrec est une plante

cultivée actuellement dans plusieurs régions du monde (Fig. 1).

En Algérie, plusieurs especes de Trigonelle ont été répertoriées. D’apres la flore de
Quezel et Santa (1962), certaines espéces spontanées sont sahariennes telles que Trigonella
anguina Del., T. stellata Forsk., T. polycerata L., et d’autres sont présentes au niveau du

Tassili telles que T. balachowskyi Leredde. et T. maritima Del.
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Figure 1 : Production actuelle du fenugrec dans le monde (Basu et al., 2019)
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1.1.3. Description botanique

Le fenugrec est une plante herbacée annuelle appartenant a la famille des fabacées, le
pied de fenugrec peut atteindre une hauteur de 30 a 80 cm. Les tiges supportent des
ramifications nombreuses, dotées de feuilles ovales trifoliées. Le fruit du fenugrec est une

gousse dont la longueur, variable, pouvant atteindre 20 cm renfermant des graines.

I.1.4. Croissance et développement

Le fenugrec pousse sur des sols calcaires et sa culture exige assez peu d'humidité. Il
est assez tolérant a la sécheresse. Il se développe mieux sur un sol riche et bien drainé ou les
sols sableux-limoneux avec un pH de 5.3 - 8.2 en plein soleil. En tant que plante I€égumineuse,
elle a besoin de peu ou pas d’engrais azoté car elle peut fixer ’azote et enrichir le sol

(Acharya et al., 2010).

La période de germination des graines de fenugrec dans le sol varie généralement entre
3 et 10 jours. La germination est de type épigé. Six a dix jours aprés la germination, il y a
apparition de la premiere feuille simple. La premiére feuille trifoliée se forme apres 5 ou 8
jours supplémentaires (Fig. 2). La floraison a généralement lieu au bout de 60 jours apres la

plantation du fenugrec. Les graines sont prétes a étre récoltées 30 a 35 jours apres la floraison.
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Figure 2 : Les premicres étapes de la croissance du Fenugrec (Petropoulos, 2002)

1.1.5. Intéréts

Utilisation dans I’alimentation

Le fenugrec est I’'une des premiéres épices connues de I’homme et utilisée par les
anciens Egyptiens comme nourriture, plante médicinale et pour les rituels d’embaumement
religieux. En Asie et en Egypte, les racines des semis germés, de 5 a 8 cm de long, sont
consommeées comme légumes. Les feuilles fraiches ou séchées ont un golit amer et une forte
odeur unique. Elles sont tres appréciées dans les curries (mélange d’épices) et se combinent

avec d’autres légumes. En Chine et en Asie, les feuilles sont généralement consommées

bouillies (Prasad et al., 2014).
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Utilisation dans la médecine traditionnelle

Les graines de fenugrec sont utilisées pour stimuler le métabolisme et aider a controler
le taux de sucre, a soulager les troubles gastriques et digestifs, a baisser la tension artérielle et
a traiter I’anémie. Le fenugrec est utilisé aussi pour traiter la bronchite, la fievre, les maux de
gorge, les plaies, les irritations cutanées, les ulcéres et dans le traitement du cancer. La graine

de fenugrec est utilisée aussi comme galactogéne (Wani et Kumar, 2018).
1.2. La salinité dans le monde

La population mondiale est en voie d’augmenter de 34% d’ici 2050 pour atteindre
environ 9.1 billion, cela nécessite une production de nourriture de plus de 70% (FAO 2009).
Satisfaire les besoins alimentaires d’une population en pleine croissance est une tache difficile
car les changements climatiques ont mis en péril la durabilité et la productivité des systémes

de production agricole.

Dans le monde entier, la salinité des sols a affecté environ 30% des sols irrigués et 6%
de la superficie totale avec une perte monétaire de 12 milliards de dollars US dans la
production agricole (Shabala, 2013). La surface affectée par la salinit¢ dans le monde est

évaluée a 954.8 millions d’hectares, soit23% des terres cultivées (Tableau. 1).

Le terme « salinité » correspond a la présence dans le sol et dans I’eau de solutés
minéraux électrolytiques a des concentrations nocives pour de nombreuses cultures agricoles.
Les principaux ions qui contribuent a la salinité des sols sont le CI", SO4>", HCOs3", BO3*, Na*,
Ca?", Mg*" et plus rarement, NOs3™ et K* avec une prédominance du CI et du Na* (Bernstein,

1975).

Moins ¢évidente que I’apparition de sols naturellement salins mais peut étre plus
insidieuse, est la salinit¢ provoquée par inadvertance des sols initialement productifs
provoquée par l’intervention humaine. La salinisation est trés répandue dans les terres
irriguées a cause de la mauvaise gestion de 1’irrigation et du drainage. La salinisation des sols
agricoles a la suite de la pratique d’irrigation, appelée aussi salinisation secondaire est 1’un

des exemples les plus connus de la pollution des sols (Perez-Alfocea, 1999).
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Tableau 1: Distribution des sols affectés par le sel dans le monde (million hectares)

(Pessarakli et Szabolcs, 1999)

Régions Superficie (millions d'hectares)
Afrique 80.5
Europe 50.8
Amérique du nord 15.7
Amérique du sud 129.2
Australie 357.3
Mexique et Amérique centrale 2
Asie du Sud Est 20
Asie du centre et du Nord 211.7
Asie du Sud 87.6
Total 954.8

1.2.1. Les différents types de salinisation
- La salinisation primaire

Le sol peut étre riche en sels en raison des constituants de la roche mere tels que les
minéraux carbonés et/ou le feldspath. Des événements géologiques ou des formations
spécifiques peuvent augmenter la concentration en sel des eaux souterraines et donc dans les
couches des sols. Grace aux effets capillaires (par évapotranspiration), les sels s’accumulent

au niveau ou a proximité de la surface du sol (Chari et al., 2012).

A T’exception des bordures de la mer, les sols salins se rencontrent rarement dans les
régions humides grace a I’excés de pluie par rapport a 1’évapotranspiration. Par contre dans
les régions arides, il peut y avoir des périodes sans précipitations et donc pas de lessivage
efficace, ce qui induit une accumulation des sels dans le sol. L’effet combiné des maigres
précipitations, de 1’évaporation élevée, de la présence de sédiments salins et dans certains
endroits la présence d’eaux souterraines peu profondes et saumatres induit la formation d’un

sol salin (Hillel, 2005).
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Outre I’accumulation a long terme des sels dans le sol, la salinisation naturelle du sol
peut également étre préexistante en raison des sols submergés par I’eau de mer. L’eau de mer
remplit les vides des sédiments et reste enfermée dans les dépots marins (Wendland et al.,
2008). De plus, la hausse actuelle du niveau de la mer peut provoquer 1’inondation des terres
cotieres, que ce soit a long terme (transgressions marines) ou a court terme (inondations,
tsunamis). Ces augmentations peuvent amplifier I’intrusion des eaux de mer dans les zones

cotieres provoquant des problémes de salinité du sol dans ces dernicres (Raats, 2014).

- La salinisation secondaire

Contrairement a la salinisation primaire, la salinisation secondaire est induite par
I’intervention de I’homme, principalement par 1’irrigation avec des eaux salines et d’autres
pratiques d’irrigation mal adaptées souvent associ¢es a de mauvaises conditions de drainage

(Fan et al., 2012).

Avec un climat dominé par de faibles précipitations, des taux d’évapotranspiration
défavorables et des caractéristiques du sol qui limitent la lixiviation, les terres irriguées sont
des points sensibles de la salinisation. En tant que telle, la salinisation est un facteur majeur

limitant la production végétale dans les zones coticres arides (Sparks, 2003).

Les eaux souterraines salées peuvent atteindre les couches supérieures du sol et fournir
ainsi des sels a la zone racinaire. Dans les régions arides, les sols mal drainés permettent
¢galement une évaporation trop importante conduisant a des résidus de sel a la surface du sol

(Mateo-Sagasta et Burke, 2011).

L’utilisation d’engrais et d’autres apports associés a l’irrigation et un drainage
insuffisant provoquent une salinisation du sol, plus marquée dans I’agriculture intensive
(Eckelmann et al., 2006). Le traitement des eaux usées, industrielles ou les opérations
miniéres sont souvent riches en sel, leur injection souterraine mal gérée, leur stockage en
surface ou leur utilisation pour I’irrigation peuvent également conduire a la salinisation des
sols. L’utilisation excessive d’agents de dégivrage traditionnels a base de sels contribue
¢galement a I’accumulation de sels dans le sol et I’eau souterraine (Mateo-Sagasta et Burke,

2011).

10
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La salinit¢ du sol est la cause majeure de la désertification le long de la cote
méditerranéenne, principalement due aux activités humaines. Dans la région méditerranéenne,
la salinisation des sols affecte 25% des terres agricoles irriguées a un taux significatif (Abu

Hammad et Tumeizi, 2012).

La salinité des sols entraine souvent d’autres problémes dans les sols tels que la
sodicité et I’alcalinité. La sodicité du sol est le résultat de la liaison des ions Na® aux
particules d’argile chargées négativement, ce qui conduit a la dispersion et au gonflement de

I’argile.
1.2.2. La salinité en Algérie

En Algérie, la superficie des sols salés est estimée a 1,5 million d’hectares en 2004
(MADR, 2004). D’apres Douaoui et Hartani (2007), environ 20% des sols irrigués en Algérie
sont concernés par le probléme de la salinité. Ce probleme a été observé dans plusieurs
régions d’Algérie (Chlef, Relizane, Mohamadia, Sig, Ain Timouchent, Hautes plaines de Setif
et de Constantine) (Tableau. 2). La salinité a connu une grande extension dans les régions

sahariennes au sud de Biskra jusqu’a Touggourt, Ouargla et au-dela (Durand, 1958).

Tableau 2 : Pourcentage des surfaces (%) affectées par la salinité dans différentes wilayas

d’Algérie (Benzellat, 2011)

Wilaya Salinisation en % Wilaya Salinisation en %
Tamanrasset 57.57 Mascara 1.97
Ouargla 56.64 Alger 1.89
Ghardaia 41.41 Mostaganem 1.5
Bechar 16.97 Naama 1.49
lizi 10.53 Laghouat 1.48
Djelfa 9.22 Batna 1.05
Relizane 8.28 Oran 0.99
Ain Temouchent 8.14 Chlef 0.79
Tébessa 5.61 Guelma 0.7
Adrar 5.2 Mila 0.45
Biskra 4.8 Boumerdes 0.27
Khanchla 2.52 Saida 0.23

11
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1.2.3. Mesure de la salinité

La conductivité électrique définit la quantité totale en sels solubles correspondant a la
salinité¢ globale du sol, elle dépend de la teneur et de la nature des sels solubles présents dans
ce sol. D'apres Richards (1994), un sol est considéré salé, lorsque la conductivité électrique de

I’extrait saturé est supérieure a 4 dS/m a 25°C.

La conductivité €lectrique (CE) est souvent utilisée pour la mesure de la salinité des
eaux et du sol (Tableau. 03), elle est exprimée en déci-siemens par métre (dS.m™) ou en
millimhos par centimétre (mmhos.cm™), les deux unités étant équivalentes (Patterson, 2006).
Elle peut aussi étre quantifiée en milligramme par litre d’eau (mg/L), souvent exprimée en
partie par million (ppm), en millimolaire (mM) ou en milliéquivalent par litre (meq.L™")

(Seraphin, 1985).

Tableau 3 : Classification de la conductivité électrique des sols et effets de la salinité sur les

plantes (Richards, 1954)

Classe CE (dS.m) Effets sur la croissance et le rendement des
plantes

Non salin 0-2 Négligeable

Légerement salin 2-4 Baisse du rendement de certaines plantes sensibles

Modérément salin 4-8 Baisse du rendement de la plupart des plantes

Fortement salin 8-16 Un rendement normal seulement pour les plantes

tolérantes au sel
Tres fortement salin =~ >16 Un rendement raisonnable que pour les plantes trés

tolérantes au sel

1.3. Le stress salin chez les plantes
1.3.1. Définition du stress chez les plantes

Le stress est défini comme toute contrainte abiotique externe (chaleur, eau, salinité) ou
biotique qui limite le taux de photosynthése et réduit la capacité de la plante a convertir
I’énergie en biomasse (Grime, 1977). Le stress environnemental peut étre défini chez la plante
comme tout changement dans les conditions de croissance, dans le milieu naturel de la plante,

qui altere ou perturbe son homéostasie métabolique (Levitt, 1980).

12
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Par conséquent, un ajustement osmotique est nécessaire, visant a atteindre un nouvel
état d’homéostasie, grice a un processus appelé habituellement 1’acclimatation (Mittler,
2006). Cependant, le concept de stress chez les plantes est souvent utilis¢é de maniere

imprécise et la terminologie des stress peut préter a confusion.

Le stress est généralement défini comme toute modification d’un facteur externe qui
exerce une influence défavorable sue la plante. Dans la plupart des cas, le stress est mesuré
par rapport a la survie des plantes, au rendement des cultures, a la croissance (accumulation
de biomasse) ou aux processus d’assimilation primaires (absorption de CO: et nutriments),
qui sont liés a la croissance globale. De plus, le concept de stress est intimement associé a
celui de tolérance au stress, qui est la capacité de la plante a faire face a un environnement
défavorable. Dans la littérature, le terme résistance au stress est souvent utilisé de maniére
interchangeable avec la tolérance au stress, bien que ce dernier terme soit le plus utilisé (Taiz

et Zeiger, 2009).
1.3.2. Effet du stress salin sur la croissance des plantes

La plupart des espéces d'intérét agronomique sont rangées dans le groupe des
glycophytes, plantes dites sensibles au sel parce que leur croissance est diminuée en présence
de sel dans le sol. A l'inverse un certain nombre de plantes dites halophytes sont naturellement

tolérantes au sel poussent aussi bien voir mieux sur un sol salin qu'en conditions normales.

Il n'y a pas de distinction précise entre les concentrations de sel tolérées par les plantes
de 1'un ou l'autre groupe de plantes bien qu'une frontiére arbitraire de concentration externe de
sel de l'ordre de 6 g.L! soit citée. C'est pourquoi, il n'est pas possible de définir dans I'absolu,

le seuil de salinité a partir duquel les plantes subissent un stress.

La salinité affecte presque tous les aspects du développement de la plante, y compris la
germination, la croissance végétative et la reproduction. La salinité du sol induit une toxicité
ionique, un stress osmotique, une déficience en nutriments (N, Ca**, K*, P, Fe**, Zn?") et un

stress oxydatif chez les plantes.

Les plantes doivent faire face a deux contraintes majeures sous ’effet de la salinité, le
stress osmotique et le stress ionique (Fig. 03). Le stress osmotique s’installe rapidement, il est

dd a une augmentation de la concentration de sel a I’extérieur des racines, ce qui meéne a une

13
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inhibition de I’absorption de 1’eau, de 1’expansion cellulaire et du développement des racines

latérales (Munns et Tester, 2008).

STRESS _j

STRESS IONIQUE o — STRESS OSMOTIQUE

Déficience en K*/ Excés Na*

/ / Déshydratation

Intoxication par le Na*
e Sénescence des feuilles

e Inhibition de : o Inhibition de :

L’absorption de I’eau

La photosynthése p ) )
2 L’¢longation cellulaire
La synthese des . )
i Du développement des feuilles
protéines
Homéostasie ionique e Ajustement osmotique

e Excrétion du Na* e Accumulation de
e Compartimentation du Na* solutés organiques

ions/solutés

La mort cellulaire

Tolérance

Figure 3 : Schéma représentant 1’effet du stress salin sur la plante (Horie et al., 2012)

Le stress ionique apparait plus tard quand les ions toxiques comme les ions Na*
s’accumulent en exces dans la plante en particulier au niveau des feuilles, ce qui mene a la
sénescence des feuilles et a une diminution des activités métaboliques essentielles comme la

photosynthése (Yeo et Flowers, 1986).

Le stress induit une diminution de la surface totale des feuilles et la diminution du
nombre de feuilles. En effet, la diminution de la croissance foliaire est la premiére réponse des

glycophytes exposées a un stress salin (Munns et Termaat, 1986).

14
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La réduction de la surface des feuilles peut étre considérée comme un mécanisme
d’évitement, qui minimise la perte d’eau par transpiration quand les stomates sont fermés
(Savé et al., 1994). Cet effet peut favoriser la rétention des ions toxiques au niveau des
racines, limitant ainsi ’accumulation de ces ions au niveau de la partie aérienne de la plante

(Munns et Tester, 2008).
- Effet osmotique

Le stress osmotique provoqué par la salinité réduit la disponibilit¢ de I’eau pour les
racines de la plante. Les plantes régulent le transport de 1’eau sous 1’effet d’un stress salin car
une quantité d’eau suffisante est indispensable pour les cellules pour maintenir leur croissance
et leurs fonctions vitales comme la photosynthése et le métabolisme. Lors du transport de
I’eau a partir des racines vers la partie aérienne, 1’évaporation est I’'une des forces principales
qui permet le déplacement de 1’eau. Le stress osmotique induit par la salinité provoque la
fermeture des stomates via la régulation hormonale (Jia et al., 2002), ce qui meéne a une

diminution de 1’évaporation et du transport de 1’eau.

La division et 1’¢longation cellulaire sont fortement affectées par la baisse de la
pression de turgescence (Shannon et al., 1998). La salinité inhibe le cycle cellulaire
temporairement par la réduction de I’expression et de I’activité des cyclines et cyclines
dépendantes kinase qui se traduit par moins de cellules au niveau du méristétme et donc

limitant la croissance (West et al., 2004).

L’augmentation du rapport racine/partie aérienne est une des réponses au stress salin,
liée a des facteurs associés au stress hydrique (effet osmotique) plutdt qu’a un effet spécifique
du sel (Hsiao et Xu, 2000). Une croissance relative importante des racines sous 1’effet de la
salinité, peut favoriser la rétention des ions toxiques au niveau de cet organe, controlant ainsi
sa translocation vers la partie aérienne. Cette réponse peut constituer un mécanisme typique

pour la survie des plantes dans des conditions de salinité (Cassaniti et al., 2012).
- Effet ionique

Le stress salin cause une toxicité ionique au niveau des cellules végétales via 1’influx

important du Na“ dans les cellules. Ce phénoméne peut entrainer un déséquilibre ionique

15
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intracellulaire a cause de la prédominance d’ions spécifiques (Na™ et CI') ou de I’effet de

compétition entre les cations et les anions (Dogan et al., 2010).

Au niveau de la plante entiére, la salinité méne a une sur-accumulation de Na' au
niveau de la partie aérienne en particulier au niveau des feuilles agées (Garthwaite et al.,

2005).

Le remplacement des ions potassium par les ions sodium ou les ions chlore dans les
réactions biochimiques, induit un changement conformationnel des protéines. Pour beaucoup
d’enzymes, le K" agit comme cofacteur et ne peut étre substitué par le Na". Une forte
concentration de K est aussi nécessaire pour la liaison du tRNA aux ribosomes et donc a la

syntheése des protéines (Tester et Davenport, 2003).

Certaines travaux ont montré qu'une accumulation spécifique de CI” dans les feuilles
de plantes stressées par le sel déclenche la synthése d'ACC et sa conversion en éthyléne a un
taux élevé, libérant suffisamment d'hormone pour déclencher 1'abscission des feuilles comme

dans le cas des agrumes et d'autres plantes (Tudela et Primo-Millo, 1992; Dodd, 2005).

Sous l’effet de la salinité, les propriétés de la paroi cellulaire changent et la
turgescence des feuilles diminue menant a une réduction de la surface foliaire totale (Byrt et
al., 2018). La paroi est chargée négativement et peut se lier & des cations (Ca*" et du Na*) de
maniére réversible (Shomer et al., 2003). La ramification de certaines molécules de pectines
dépend des liaisons Ca*" avec les résidus chargés négativement (Hocq et al., 2017). Si le
rapport Na*/Ca®" est élevé, les ions Na* peuvent déplacer les ions Ca>" de leur site de liaison
réduisant ainsi la cohésion de la pectine ce qui méne a un ralentissement de 1’¢élongation

cellulaire (Proseus et Boyer, 2012).

L’effet ionique se manifeste plus généralement au niveau des feuilles causant des
dommages au niveau du méristétme et un déséquilibre nutritionnel. Ainsi, de fortes
concentrations de Na" ou de CI" peuvent s’accumuler dans les feuilles ou dans une partie de

celles-ci provoquant des brulures au niveau des feuilles « scorching » ou « firing ».

La quantit¢ de sels dans le sol que peuvent supporter les plantes cause de grands
dommages pour leur culture; cela varie avec les familles, les genres et les especes mais aussi

les variétés. Les effets de la salinité peuvent ne pas étre négatifs ; la salinité, selon son niveau,
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peut avoir quelques effets favorables sur le rendement, la qualité et la résistance aux maladies.
Chez I’épinard, par exemple, le rendement peut initialement augmenter sous ’effet d'une

faible salinité ou d'une salinité modérée (Osawa, 1963).

1.3.3. Effet du stress salin sur la photosynthese

Le stress salin affecte la photosynthése a court et a long terme. A court terme, la
salinité peut affecter la photosynthése par une baisse de la conductance stomatique, menant a
une diminution de 1’assimilation du carbone (Parida et Das, 2005). Cet effet peut mener a une
inhibition rapide de la croissance (réduction de la surface foliaire), souvent apres quelques

heures d’exposition au sel (Herandez et Almansa, 2002).

A long terme, le stress salin peut affecter le processus photosynthétique en raison de
I’accumulation de sel au niveau des feuilles jeunes (Munns et Tester, 2008) et d'une
diminution de la concentration en chlorophylle et en caroténoides (Duarte et al., 2013). Le
taux photosynthétique net (Pn) peut diminuer a cause de la fermeture des stomates, et/ou de
I’inhibition des enzymes du cycle de Calvin, comme la Rubisco, la phosphoénol pyruvate
carboxylase (PECP), la ribulose-5-phosphate kinase, la glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogénase ou la fructose-1,6-biphosphatase (Chaves et al., 2009). La salinité peut aussi
affecter la photosynthése a travers la diminution de 1’efficacité du photosysteme II (Netondo
et al., 2004). La diminution de la conductance stomatique permet d’éviter une perte

importante en eau par transpiration

I.4. Les hormones végétales

Le concept a été¢ emprunté a partir de celui des animaux. La définition la plus simple
d’une hormone chez les animaux est « une substance organique produite dans un organe et
transportée a de treés faibles concentrations vers d’autres sites afin de réguler des processus
spécifiques dans les tissus cibles. Chez les végétaux cette notion est moins claire, et cela pour
plusieurs raisons qui tiennent les unes aux caractéres de 1'émission et du transport du signal

hormonal, et les autres aux particularités de sa réception (Heller et al., 2000).

Le concept d’hormone végétale dérive probablement des observations réalisées par
Sachs entre 1880 et 1893. Ce chercheur a suggéré que « Les différences morphologiques entre

les organes végétaux étaient dues a des différences dans leur composition » et postulait
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I’existence de substances produites au niveau des racines, des fleurs et des autres organes et

qui se déplacent dans différentes directions au sein de la plante.

Certaines hormones ont été découvertes grace a des axes de recherches comme le cas
des gibbérellines (AGs) au cours de recherches phytopathologiques ; les cytokinines (CKs) au

cours d’essais de culture tissulaire.

Les premicres hormones végétales (Fig. 04) ont ét¢ découvertes au milieu du 20°
siécle, notamment les auxines, I’acide gibbérellique, 1’éthyléne, la cytokinine et 1’acide
abscissique. Par la suite, d’autres hormones ont été découvertes, les brassinostéroides, 1’acide

salicylique, les jasmonates et plus récemment, les strigolactones (Li et al., 2017).

Certaines de ces molécules agissent au niveau de leur lieu de synthése, d’autres passent
d’une cellule a une autre, d’autres sont transportées entre les tissus et organes afin de réguler
des processus au niveau de la plante entiére et d’autres peuvent é&tre rejetées dans

I’environnement pour influencer les plantes voisines et d’autres organismes.
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Figure 4 : Structures biochimiques des principales phytohormones (Wani et al., 2016)

Certaines phytohormones assurent un role vital dans la réponse des plantes au stress
abiotique, ce qui leur permet de survivre aux conditions de stress. Cela entraine une
croissance plus réduite, permettant aux plantes de concentrer leurs ressources sur leurs

réponses au stress (Skirycz et Inzé, 2010)
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1.4.1. Rdles des phytohormones chez les plantes

Il existe plusieurs molécules endogeénes de signalisation et régulatrices qui peuvent
influencer la croissance, le développement et la physiologie des plantes. Les hormones sont
synthétisées de manicre spécifique pour la signalisation. Elles sont souvent transportées d’un

site de synthése vers un site d’action et elles agissent a de trés faibles concentrations.
Les auxines (AlA)

L’acide indole-acétique, fut la premiére hormone végétale découverte dans les années
1920. D’autres substances possédant les mémes propriétés physiologiques de 1’AIA, sont
désignées sous le nom d’auxines. Ce sont des phytohormones qui jouent un rdle important
dans la régulation de la croissance et le développement des plantes (auxine de grec auxe,
croissance). Elles contribuent essentiellement au développement des tissus vasculaires, a

I’¢longation cellulaire, I’organogénése et la dominance apicale (Lau et al., 2008).

L’ATA est synthétisée a partir du tryptophane, principalement dans les primordiums
des feuilles, ainsi que dans les graines en développement (Fig. 05). Il est transporté de cellule
en cellule a travers la membrane cellulaire (Zazimalova et al., 2010). Son transport vers les

racines s’effectue via le phloéme.
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Figure 5 : Voie de biosynthése de 1'AIA (Bartel, 1997)
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L'auxine stimule l'auxése (élongation cellulaire) via I'activation des pompes a protons
(Fig. 06). Ces pompes expulsent des protons dans le milieu extracellulaire ce qui fait diminuer
le pH au niveau de la paroi. L’acidification de la paroi a pour conséquence d’activer les
expansines (enzymes) qui coupent les liaisons hydrogéne entre les microfibrilles de la
cellulose et d’autres composants de la paroi cellulaire. L’armature de cellulose se relache et
les polysaccharides de connexion sont séparés, la paroi devient plus extensible. L’efflux des
protons favorise aussi I’entrée d’ions potassium qui vont, par un mécanisme d’osmose,
induire I’entrée d’eau dans la cellule, d’ou une augmentation de la pression de turgescence qui
s’applique sur la totalité de la paroi par ’intermédiaire du cytoplasme. La cellule peut alors

« s’étirer ». Par la suite, la cellulose synthase procéde a la reconstruction de la cellulose

(Majda et Robert, 2018).
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Figure 6 : Implication des auxines dans I'élongation cellulaire (Copyright © 2008 Pearson
Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings)

Acide abscissique (ABA)

L’acide abscissique a été découvert a la suite de recherches réalisées sur 1’abscission
des fruits de cotonnier par Addicott et ses collaborateurs en 1963. L’acide abscissique est un
compos¢ synthétis¢é a partir du glycéraldéhyde-3-phosphate par [’intermédiaire de
I’isopentenyl diphosphate et des caroténoides. Il est synthétisé principalement au niveau des
racines et des feuilles agées en réponse a un stress hydrique. Les graines sont généralement

riches en ABA. L’ ABA est exporté des racines via le xyléme et des feuilles via le phloéme.
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C’est une hormone qui a un role de médiateur de signalisation au niveau de plusieurs
processus de développement des plantes comme les réponses d’adaptation. Le role de ’ABA
comme molécule signale endogene est bien établi. Elle permet aux plantes de survivre aux
conditions défavorables de 1’environnement comme le stress salin et la sécheresse, c’est

I’hormone de détresse (Raghavendra et al., 2010).
Les cytokinines (CKs)

Les cytokinines ont été¢ découvertes dans les années 1950 en raison de leur capacité a
induire la division cellulaire. Peu aprés cette découverte, Skoug and Miller. (1957) ont émis
I’hypothése de la relation auxine-cytokinine dans la morphogénése des plantes (Miller et al.,
1955). D’apres cette hypothése, les cytokinines et les auxines jouent un role essentiel dans la
morphogénese des plantes, en influengant la formation des racines et de la partie aérienne

ainsi que leur croissance (Fig. 07).

Elevée Faible

AUXINES

Formation —»
des racines

<«—— Proliféeration

de la partie _J CYTOKININES

/ aérienne

Faible _ Elevée

Quantité en auxines Quantité en cytokinines

Figure 7 : Organogénése controlée par la balance entre auxines et cytokinines

(Gaspar et al., 2003)
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La nature chimique des cytokinines est N°-substitué a des dérivés purines.
L'isopentenyladenine (iP), la trans-zeatine (tZ), la cis-zeatine (cZ) et la dihydrozeatine (DZ)

sont les cytokinines prédominantes chez les plantes supérieures (Letham, 1994).

Les cytokinines sont des substances naturelles dérivées de I’adénine. La forme
chimique la plus courante chez les plantes est la zéatine (Z). Les cytokinines de type iP et tZ
sont plus abondants chez les dicotylédones alors que les cytokinines de type cZ sont
majoritairement représentés chez les monocotylédones (Fig. 08). Les cytokinines peuvent se
présenter également sous forme de ribosides ou ribotides. Les cytokinines sont synthétisées a
partir d’'une modification biochimique de I’adénine dans les zones apicales de la racine et
dans les graines en développement. Elles sont transportées via la séve du xyléme des racines

vers la partie aérienne de la plante (Sakakibara, 2006).

Ces phytohormones ont un réle fondamental dans les processus de croissance et de
développement des plantes. Elles régulent essentiellement la division cellulaire, la dominance
apicale, la biogénése des chloroplastes, la mobilisation des nutriments, la sénescence des
feuilles, la différenciation des vaisseaux, le développement photomorphogénique, la

différenciation de la partie aérienne et la production d’anthocyanes (Mok, 2001).
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Figure 8 : Structure chimique des principales cytokinines (Sakakibara, 2006)
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Les cytokinines seraient impliquées dans I’amélioration de la tolérance au stress

abiotique (forte salinité et stress thermique) chez les plantes (Javid et al., 2011).

L’acide jasmonique (JA)

L’acide jasmonique a été identifi¢ par Demole et al. (1962) dans I’huile essentielle des
plantes de jasmin. L’acide jasmonique joue un rdle clé dans les réponses physiologiques et
biochimiques des plantes sous ’effet des conditions environnementales. L’acide jasmonique
est impliqué dans certains processus du développement comme la germination, la croissance
des racines, la fertilité, le murissement des fruits et la sénescence (Wasternack et Hause,
2002). En outre, 1’acide jasmonique est impliqué dans le mécanisme de défense des plantes en
réponse a une attaque par un agent pathogéne et le stress environnemental comme la

sécheresse, les faibles températures et la salinité¢ (Cheong et Choi, 2003).

La biosynthése de ’acide jasmonique est réalisée au niveau des feuilles et des racines.
L’acide jasmonique est synthétisé a partir de I’acide linolénique. L'allene oxide synthase
(AOS) est l'enzyme clé de la biosynthése de 1'AJ. Cette enzyme convertit l'acide 13-
hydroperoxylinoleique en acide 12,13-epoxylinolenique qui est converti a son tour par l'allene
oxide cyclase en cyclopentenone (Creelman et Mullet, 1997). Au niveau de la cellule, le site

primaire de biosynthese est le chloroplaste (Cheong et Choi, 2003).
Les gibbérellines (AGs)

L’origine de leur nom est un ascomyceéte parasite du riz, Gibberella fujikuroi qui
provoque le gigantisme chez son hote (Heller et al., 2000). Les gibbérellines sont
généralement impliquées dans la croissance et le développement comme la germination des
graines, 1’expansion foliaire, la photomorphogénése, 1’élongation de la tige et la floraison
(Daviere et Achard, 2013). Le métabolisme de I’AG et la voie de signalisation sont contrdlés

par des facteurs interne et externe.

La biosynthése des AGs est régulée par les stimulus du développement et de
I’environnement (Sun et Gubler, 2004). Les AGs diminuent rapidement quand la plante est
exposée aux stress biotique et abiotique (Colebrook et al., 2014). D’apres les travaux de

Achard et al. (2006); une famille de protéines « DELLA », régulateurs négatifs majeurs de
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I’AG, sont essentiellement impliquées dans le controle des signaux environnementaux et des

autres voies de signalisation hormonale chez les plantes.

Il existe environ 125 composés appartenant a ce groupe d’hormones. L’acide
gibbérellique (AG3) est un produit fongique largement utilisé dans les applications exogenes
d’AG. Cependant, la gibbérelline la plus importante chez les plantes est I’AG1 (Fig.09). Ces
composés sont synthétisés a partir du glycéraldéhyde-3-phosphate via [’isopentényl
diphosphate, au niveau des tissus jeunes de la partie aérienne et des graines en

développement. Sa biosynthése commence dans les chloroplastes (George et al., 2007).
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Figure 9 : Représentation de quelques gibbérellines (George et al., 2007)
L’éthylene

L’¢éthyléne est un gaz synthétisé par tous les tissus végétaux régulant ainsi leur
développement. Il est impliqué dans le processus de maturation des fruits, la sénescence et
I’abscission des feuilles (Abeles et al., 1992). En fonction de 1’espéce végétale, 1’éthyléne
peut avoir des effets différents sur le développement. Par exemple, alors qu’il inhibe
généralement la croissance de la partie aérienne des dicotylédones (petit pois) il active la

croissance de nombreuses hydrophytes comme le riz (Ku et al., 1970).
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La voie de biosynthese de I’éthyléne est bien connue. La méthionine est convertie en
S-adenosylmethionine qui a son tour est convertie en 1-aminocyclopropane-1-carboxylique
acid (ACC) via I’ACC synthase (ACS) ; ’ACC est ensuite métabolis¢ en éthyléne via I’ACC
oxidase (ACO) (Wani et al., 2016).

Les taux de production les plus élevés apparaissent dans les tissus sénescents et dans
les fruits mirs. Comme il s’agit d’un gaz, I’éthyléne se déplace par diffusion a partir des lieux
de synthése. Son précurseur, I’ACC peut étre transporté et produire un effet a distance (Wani

etal., 2016).
L’acide salicylique

L’acide salicylique est I'un des plus importants composés phénoliques qui peut agir
comme un régulateur de croissance. Il a un effet important sur le fonctionnement de la plante
(Shakirova et al., 2003). L’acide salicylique stimule plusieurs processus chez la plante,
comme la germination des graines (Cutt et Klessig, 1992), 1’absorption et le transport des
cations (Harper et Balke, 1981), la glycolyse, la conductance stomatique, la transpiration,
I’activité photosynthétique et le taux de croissance (Khan et al., 2003). Le role majeur de
I’acide salicylique chez les plantes est la régulation de la réponse aux stress biotiques ;
cependant, dans la littérature il est médiateur de la réponse a différents stress de
I’environnement comme la salinit¢ et le déficit hydrique (Ghassemi-Golezani et

Hosseinzadeh-Mahootchi, 2015).
1.4.2. Implication des phytohormones dans le stress salin
- ABA

L’exposition des plantes aux stress abiotiques (fortes salinité et déficit hydrique) induit
rapidement une augmentation du taux d’ABA endogene et I’expression de ses genes de
biosynthése chez les plantes (Zhu, 2002). Sous I’effet de la salinité, les génes responsables de
la biosynthése de I’ABA sont rapidement activés comme la zéaxanthine oxidase, 9-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase, ABA-aldehydeoxidase et la sulfurase a molybdéne a travers la
voie de phosphorylation a calcium-dépendante (Xiong et al., 2002). L’augmentation de
I’ABA permet aux plantes de s’acclimater sous 1’effet d’un déficit hydrique par une fermeture

des stomates et I’accumulation de certaines protéines et d’osmoprotectants pour 1’ajustement
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osmotique. Cependant, I’augmentation du taux d’ABA mene a un retard de la croissance des

plantes (Cramer et Quarrie 2002).

L’expression des geénes de biosynthése de ’ABA serait régulée par des voies de
phosphorylation a Ca?*-dépendant induites par le stress salin et de ses voies de signalisation

(Saeng-ngam et al., 2012).

L’augmentation de turgescence des cellules de garde provoque 1’ouverture des
stomates (Fig. 10). Cela est dii a une augmentation de la pression osmotique (baisse du
potentiel hydrique) dans la vacuole des cellules de garde. Cette hausse est liée principalement
a une augmentation de la teneur en ions K*. Sous ’effet d’un stress hydrique, ' ABA provoque
la fermeture des stomates. Cette dernicre est induite par une baisse de la pression osmotique
vacuolaire qui est la conséquence de la fermeture des canaux d’influx du potassium (K¥) ;
Iouverture des canaux d'efflux du potassium (K'¢); l'ouverture des canaux d’efflux
anioniques (An’). En outre, ’ABA induit une augmentation des ions calcium du cytosol
provoquant la fermeture des canaux (K'i) du tonoplaste et I’ouverture des canaux (An’) et
donc interviennent dans la chaine de transduction de I’ABA qui meéne a la fermeture des

stomates (Schroeder et al., 2001; Heller et al., 2004).

K*¥in Channels ABA

Ca2t permeable channel
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-4 % anion channel
@ R-type
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Figure 10 : Modgle illustrant la fermeture des cellules de gardes par I’intervention des

canaux ioniques dans la signalisation par I’ABA (Schroeder et al., 2001)

26



CHAPITRE I - SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

La fermeture des stomates implique une interaction complexe entre différentes
molécules. Depuis de nombreuses années, la phytohormone ABA est connue pour étre le
facteur responsable du processus de fermeture des stomates, mais le mode précis de son action
n’a été élucidé qu’en 2005 et il est maintenant certain que I’ABA fonctionnerait en présence

d’H20: (Desikan et al., 2005).

- Les auxines

Les auxines sont impliquées dans la réponse des plantes au stress salin. Une forte
salinit¢ induit une modification importante de [D’architecture racinaire en altérant
I’accumulation des auxines et leur distribution (Petersson et al., 2009). Cela suggére que la
redistribution des teneurs en auxines au niveau des tissus de la plante est corrélée avec une
réduction de la croissance. D’autres travaux ont montré une réduction significative de la
concentration en AIA chez les plantes cultivées comme le riz et la tomate (Kazan, 2013). En
effet, une réduction d’environ 75% du taux d’AIA a été observée chez la tomate sous 1’effet
d’un stress salin (Dunlap et Binzel, 1996). Cependant, d’aprés Ribaut et Pilet (1994), une
augmentation de la teneur en AIA est observée chez des plantes de mais qui est corrélée avec
une baisse de la croissance suggérant une altération de la balance hormonale en condition de

stress hydrique.

- Les cytokinines

Sous I’effet du stress salin, une réduction de la biosynthése des cytokinines au niveau
du systéme racinaire et par conséquent une réduction de cytokinines au niveau de la partie
aérienne altérerait le réseau d’expression globale des genes par des réponses appropriées
d’¢élicite pour soulager les effets du stress (Nishiyama et al., 2012). La réduction des CKs
endogénes sous I’effet du stress salin laisse supposer que les taux de cytokinines seraient un
facteur limitant pour améliorer la tolérance au stress salin. Une application exogéne de
cytokinines de synthese, kinétine, est capable de lever la dormance de graines induite par un

stress chez les plantes cultivées comme la tomate, 1’orge et le coton (Javid et al., 2011).

Les effets positifs du traitement par la kinétine démontrent son action a €liminer les
radicaux libres (Chakrabarti et Mukherji, 2003). Les CKs pourraient diminuer la tolérance a la
salinité chez les plantes a travers son interaction antagoniste avec I’hormone de stress I’ABA

(Javid et al, 2011). Les CKs jouent un rdle de régulation important au cours du
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développement des plantes et de la signalisation par I’ABA pendant un stress (Tran et al.,

2010).

Sous I’effet du stress, une accumulation d’ABA aide la plante a éviter le stress par une
fermeture des stomates qui minimise la perte de ’eau, accélere la sénescence des feuilles, une
baisse de la croissance et induit la biosynthése des substances protectrices. D’un autre coté, il
a été établi que les CKs permettent de retarder la fermeture des stomates et la sénescence des
feuilles (Pospisilova et al., 2005). Certains résultats montrent que les CKs joueraient un role

négatif au cours des réponses au stress salin chez les plantes (Nishiyama et al., 2011).

- L’acide jasmonique

L’acide jasmonique est une molécule signale impliquée dans divers processus de
développement et des réponses de défense chez les plantes (Kazan et Manners, 2012). Des
¢tudes moléculaires ont démontré I’implication de 1’acide jasmonique dans la tolérance au
stress salin. Comme I’ABA, une accumulation d’acide jasmonique endogéne a été observée
chez des plantes cultivées tolérantes au stress salin comparativement aux plantes cultivées

sensibles a la salinité (Kang et al., 2005).

Il a été également observé que I’acide jasmonique augmente sous ’effet de fortes
concentrations de sel chez les plantes (Moons et al., 1997) indiquant que des teneurs élevées
d’acide jasmonique pourraient agir comme une protection face aux effets défavorables causés
par la salinité. Une application exogéne d’acide jasmonique réduit les ions sodium chez des
plantes de riz tolérantes au sel (Kang et al., 2005). Les effets synergiques entre 1’acide
jasmonique et ’ABA impliqués dans la tolérance au stress salin sont controversés. Certaines
¢tudes ont montré un rdle antagoniste de 1’acide jasmonique vis-a-vis des régulations de
I’expression des genes ABA-dépendant induites par le stress salin chez les riz (Moons et al.,

1997).

Beaucoup de travaux ont démontré qu’une application exogene d’acide jasmonique
diminue D’effet toxique de la salinité¢ via la stimulation des activités antioxidantes. Une
pulvérisation des feuilles avec de I’acide jasmonique chez différentes plantes réduit 1’effet
délétere de la toxicité du sel et améliore la performance et le rendement des plantes par
I’activation des enzymes antioxidatives et de 1’absorption des ions (Qiu et al., 2014). Anjum

et al. (2011) ont démontré qu’une application exogene d’acide jasmonique a joué un rdle clé
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dans I’amélioration du potentiel hydrique au niveau des cellules végétales et I’augmentation

de la synthése de certains osmoregulateurs chez les plantes de soja.

- L’acide gibbérellique

Les phytohormones AGs sont connues depuis longtemps pour contrler divers
processus du développement des plantes en activant la dégradation de régulateurs
transcriptionnels, les protéines DELLAs. Le role important de I’AG dans la régulation de la
croissance des plantes sous ’effet des conditions de stress abiotiques est due aux protéines
DELLA (Achard et al., 2006). Une exposition au stress salin induit une réduction du taux
d’AGs qui coincide avec une forte accumulation des protéines DELLA (Colebrook et al.,

2014).

Cependant, le mécanisme moléculaire par lequel les DELLAs relaient 1’information
commence seulement a émerger. Une fonction importante des DELLAs repose sur leur
capacité a établir des interactions protéine-protéine avec différentes classes de protéines
nucléaires dont certains facteurs de transcription. Ainsi, les DELLAs contrdélent 1’expression

d’une multitude de génes cibles impliqués dans diverses voies de signalisation.

Parmi les différents types de phytohormones impliquées dans 1’allégement de 1’effet
délétere du stress salin, ’AG est particulierement importante chez les plantes cultivées
comme le bl¢ et le riz (Javid et al., 2011 ; Colebrook et al., 2014). Une application exogene
d’AG3, une AG bioactive, chez la tomate améliore la disponibilité de 1’eau a la plante sous
I’effet de faible concentration de sel (Maggio et al., 2010). Cela suggére qu’une application de
GA3 pourrait aider a améliorer le rendement des plantes cultivées sous les conditions de stress

salin.

- L’acide salicylique

La pulvérisation des feuilles avec de 1’acide salicylique améliore 1’activité
photosynthétique et la croissance des plantes sous 1’effet de la salinit¢ (Khan et al., 2014).
Une application exogéne d’acide salicylique augmente la résistance des plantes de blé
stressées par le sel via l’augmentation du contenu en proline et en acide abscissique

(Shakirova et al., 2003).
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I.5. Les mécanismes d’entrée et de transport du Na* dans la plante

La racine est directement exposée a un exces de sel sous 1’effet de la salinité, et au
méme temps, la racine assure des fonctions importantes pour assimiler les solutés nécessaires
présents dans le sol. Les solutés, une fois absorbés par la surface racinaire, se déplacent dans
la racine de manicre radiale, entrent dans le xyléme et sont transportés vers la partie aérienne.
Il existe trois voies de mouvement radial des solutés : apoplastique, symplastique et trans-
cellulaire. Parmi ces voies, la voie trans-cellulaire peut étre négligée a cause de la faible

perméabilité membranaire a la majorité des solutés (Steudle et Peterson, 1998).

Des études ont montré que la voie majeure de I’absorption des ions sodium dans la
stéle est la voie apoplastique chez les plantes de riz (Yeo et al., 1987 ; Yadav et al., 1996).
Une quantité significative est transportée par la voie apoplastique vers la partie aérienne sous

I’effet d’un stress salin (appelée aussi « bypass flow ») (Yeo et al., 1987).

D’apres Garcia et al. (1997) ’absorption des ions sodium par le « bypass flow » est
probablement impliquée directement dans la fuite apoplastique qui se produit au niveau de
I’apex des racines (Enstone et Peterson, 1992) et au niveau des sites d’émergence des racines

secondaires (Peterson et al., 1981).

D’aprés Munns (2002), les grands espaces créés entre la membrane plasmique et la
paroi cellulaire peuvent se remplir de solution et permettre une voie apoplastique artificielle

pour que les sels se déplacent de manicre radiale a travers la racine sous I’effet de la salinité.

Cependant, cela reste improbable pour les sites de la bande de Caspary car la
membrane plasmique est étroitement attachée a la paroi cellulaire au niveau de ces sites méme
en condition de stress osmotique (ou de salinité¢) qui cause une plasmolyse sévere (Karahara

et Shibaoka, 1992).

D’aprés Yeo et al. 1987, quatre mécanismes permettent au Na" d’entrer dans les
racines : (i) les canaux/transporteurs d’ions qui permettent un transport sélectif des ions Na™ a
travers la membrane plasmique des cellules corticales, (i1) les canaux/transporteurs permettant
un transport non sélectif des ions a travers la membrane des cellules corticales racinaires, (iii)

I’entrée des ions Na" par la voie symplastique racinaire due a une fuite a travers la bicouche
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de la membrane ou bien une rupture au niveau de la bicouche membranaire, et (iv) I’entrée

apoplastique direct dans le xyléme de I’environnement extérieur sans sélectivité biologique.

Au cours de I’entrée intrusive du Na" dans les racines, les plantes peuvent exercer une
sélectivité au niveau de trois membranes indépendantes : la membrane plasmique des cellules
corticales, le tonoplaste des cellules racinaires et de la partie aérienne et la membrane

plasmique des cellules parenchymateuses.

L’espace apoplastique a un réle important dans la nutrition des plantes supérieures et
au cours du transport des solutés par les voies symplastique et trans-cellulaire et ce grace aux
canaux transporteurs localisés au niveau de la membrane plasmique et aux plasmodesmes
(Sattelmacher et al., 1998). En présence de 100mM de NaCl, le taux de Na" transporté vers la
partie aérienne chez des plantes d’orge, considérée comme étant une des céréales les plus
tolérantes au sel, est plus bas (20%) comparativement a celui des plantes de riz (Munns,

1985).

Au niveau de la racine, ce sont les composants morphologiques qui empéchent le
transport apoplastique non sélectif de I’eau et des ions vers la stele. Ces composants
morphologiques sont la bande de Caspary et les lamelles de subérine au niveau de I’exo et

endoderme (Enstone et al., 2003).

L’espace apoplastique au niveau des feuilles est relativement petit ce qui induit une
augmentation significative de la quantité de Na" en condition de salinité. En d’autres termes,
I’accumulation d’une petite portion de Na* au niveau de I’espace apoplastique des feuilles

peut causer beaucoup de changement dans les concentrations ioniques.

D’aprés les estimations de Yeo et Flowers (1986), méme si 99% des ions Na™ sont
séquestrés dans les feuilles pendant le stress salin, la concentration en Na* pourrait atteindre
500 mM en 7 jours, ce qui entrainerait une déshydratation sévere des cellules et la fermeture

des stomates.

L’accumulation apoplastique du Na' au niveau de la partie aérienne serait corrélée

négativement avec la survie des variétés de riz (Krishnamurthy et al., 2009).
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1.5.1. Les voies de signalisation du stress salin

Le maintien de I’homéostasie ionique par 1’absorption et la compartimentation des
ions est non seulement crucial pour une croissance normale des plantes mais constitue
¢galement un processus essentiel pour la croissance pendant un stress salin. Par conséquent,
I’exces de sel est soit transporté vers la vacuole ou bien séquestré dans les vacuoles des tissus

agés qui sont sacrifiés, protégeant ainsi la plante de la salinité (Hasegawa, 2013).

Les ions Na" présents dans le cytoplasme sont transportés vers la vacuole via I’antiport
Na'/H". 1l existe deux types de pompes H" au niveau de la membrane vacuolaire : la H'-
ATPase de type vacuolaire (V-ATPase) et la pyrophosphatase vacuolaire (V-PPase) (Dietz et
al., 2001 ; Wang et al., 2001). La V-ATPase est la plus dominante dans la cellule végétale. En
condition de stress, la capacité de survie de la plante dépend de I’activité de la V-ATPase

(Dietz et al., 2001).

De plus en plus d’études démontrent le réle de la voie de signalisation du stress (Salt
Overly Sensitive SOS) dans I’homéostasie ionique et la tolérance a la salinit¢ (Hasegawa et
al., 2000). La voie de signalisation SOS implique trois principales protéines, SOS1, SOS2 et
SOS3 (Fig.11). La SOS1, qui correspond a I’antiport Na”/H" de la membrane plasmique, est
essentielle a la régulation de I’efflux du Na" au niveau cellulaire. La surexpression de cette
protéine confére une tolérance au sel chez les plantes (Shi et al., 2002). Le géne SOS2, qui
code la sérine/thréonine kinase, est activé par des signaux Ca’ induits par le stress salin (Liu

et al., 2000).

Le troisiéme type de protéine impliquée dans la voie de signalisation du stress SOS est
la protéine SOS3 qui est une protéine de liaison du Ca** (Ishitani et al., 2000). La SOS2 a
deux sites catalytiques kinases au niveau de N terminal et un site régulateur au niveau C
terminal. En temps normal, le site kinase est bloqué, 1’interaction entre les protéines SOS2 et
SOS3 induit une activation des sites kinases (Guo et al., 2004). Cette activation permet la
phosphorylation de la SOS1 qui augmente son activité dans le transport ionique (Quintero et
al., 2002). Le complexe SOS3-SOS2 active également le transporteur de Na“ au niveau
vacuolaire appelé NHX (Apse et al., 1999). La SOS phosphorylée entraine une augmentation

de I’efflux du Na“, réduisant ainsi sa toxicité (Martinez-Atienza et al., 2007).
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Figure 11 : Modele des voies SOS de la réponse des plantes a la salinité (Gupta et Huang,
2014)

1.6. Réponses physiologiques des plantes au stress salin

Les plantes utilisent plusieurs stratégies pour répondre aux stress abiotiques afin
d’améliorer leur croissance et leur productivité, et ce grace a des changements de
morphologie et de développement (plasticité de la croissance) ainsi qu’a des changements

biochimiques et physiologiques.

L’adaptation a tous ces stress s’accompagne d’ajustements métaboliques conduisant a
I’accumulation de plusieurs solutés organiques tels que les sucres, les polyols, la glycine-
bétaine ou la proline, la protection de la machinerie cellulaire, le maintien de 1’homéostasie
ionique, 1’¢élimination des radicaux libres, I’expression de certaines protéines et la régulation
de leur génes et I’induction des phytohormones (Parida et Das, 2005 ; Tuteja, 2007 ; Munns et
Tester, 2008).

1.6.1. Régulation ionique

La plante atteint I’homéostasie ionique en limitant 1’absorption des ions toxiques ou en
assurant la compartimentation dans la vacuole et en maintenant [’absorption des ions

essentiels (Tester et Davenport, 2003).

Des stratégies efficaces pour les glycophytes sont nécessaires pour faire face au stress salin
. . N . . . . . N
pour maintenir un taux en Na" bas au niveau cellulaire et maintenir une concentration de Na

basse au niveau de la partie aérienne.
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Dans la stratégie de la régulation, les ions de Na* peuvent étre maintenus en dessous

de leur taux toxiques dans le cytosol par :

- Larestriction de ’entrée du Na" dans les cellules corticales de la racine (Exclusion).

- L’excrétion du Na" des cellules racinaires vers le sol (Exclusion).

- La récupération du Na* a partir du flux de transpiration du xyléme pour le réorienter
vers les racines (Redistribution).

- Le stockage du Na" dans les vacuoles des cellules matures (Compartimentation).

- L’excrétion du Na® a travers les glandes de sel (chez les plantes halophytes)

(Elimination) (Zhu, 2002).

Sous I’effet de la toxicité par le Na*, le K diminue. Au niveau de la cellule végétale,
le maintien de la teneur en K cytosolique en condition de forte concentration en Na* est un
facteur clé dans la détermination de la capacité a la tolérance a la salinité. La capacité d’une
plante & maintenir un rapport cytosolique K/Na" élevé est probablement I’un des principaux

déterminants de la tolérance des plantes au sel (Maathuis et Amtmann, 1999).

Lorsque le Na" est absorbé par la plante, celui-ci peut étre rejeté a ’extérieur de la
cellule ou bien relocalisé dans des régions métaboliques non actives (Gaxiola et al., 1999). La
restriction du flux de transpiration et donc I’entrée du Na" dans les cellules de la racine est
essentiel pour éviter I’accumulation de concentrations toxiques de sel dans la partie aérienne

(Munns et al., 1999).

L’entrée du sodium dans le flux de transpiration dépend de la quantit¢ de sodium
absorbée par les transporteurs de Na* et les transporteurs de cations non spécifiques et de la
quantité d’eau qui entre a travers la voie apoplastique vers le xyléme. Le Na" du sol pénétre

en premier au niveau des cellules du rhizoderme puis des cellules corticales de la racine.

La séquestration du sodium dans la vacuole (compartimentation) est un mécanisme
efficace pour réduire la concentration du Na' cytosolique (Yamaguchi et Blumwald, 2005).
En outre, la séquestration du sodium dans la vacuole peut a son tour se comporter comme un
osmoticum, qui participe au maintien de la force osmotique et I’absorption de 1’eau en
condition de salinité. L’amélioration de la force de conductivité¢ pour 1’activité d’échange

vacuolaire Na'/H" est une stratégie efficace pour augmenter la tolérance des plantes a la

34



CHAPITRE I - SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

salinité. Cette séquestration vacuolaire du Na* est cruciale pour les plantes tolérantes au sel

(Horie et al., 2012).

Les travaux de Staal et al. (1991), ont montré que des plantes de Plantago maritima
tolérantes au sel maintiennent une plus grande activité antiport Na'/H" sous ’effet du stress
au niveau du tonoplaste que chez les plantes Plantago media sensibles au sel, suggérant que la
différence dans la capacité de la séquestration du Na" dans les vacuoles pourrait étre la cause

de la sensibilité au sel.

La réabsorption du sodium au niveau du xyléme se produit par échange d’ions K*
(Lauchli, 1984). Ce mécanisme est idéal car les plantes peuvent ainsi prévenir la
suraccumulation du Na' et accumuler des ions K™ au niveau de la partie aérienne, ce qui
augmente le rapport K’/Na" au niveau de partie aérienne surtout au niveau des feuilles sous

I’effet de la salinité (Hauser et Horie, 2010).

Jeschke (1984), a suggéré que la tolérance au sel est fortement associ¢e avec la
capacité a restreindre I’accumulation du Na® au niveau de la partie aérienne des plantes
d’orge. Cependant, d’aprés Shabala et al. (2010), la capacité de tolérance au sel de cultivars
tolérants n’est pas nécessairement associée avec une accumulation de Na® au niveau de la
séve de xyleme, mais plutét a une propriété de chargement plus ¢élevé de la teneur en
potassium au niveau du flux de xyléme, ce qui maintient un rapport K'/Na* élevé au niveau

de la séve du xyléme et donc au niveau de la partie aérienne.

En outre, des cultivars tolérant au sel ont montré une séquestration plus efficace du
Na® au niveau des feuilles que chez les plantes sensibles (Shabala et al., 2010), suggérant
qu’une quantité élevée en K présente au niveau du xyléme et une activité antiport Na™/H"
importante au niveau des feuilles pourraient étre des mécanismes plus prédominants pour les

plantes d’orge afin de résister au stress salin.

La gestion de la compartimentation du Na" dans la plante entiére est régie par deux
types de stratégies appelées "includer" et excluder" (Fig. 12). Les plantes qui utilisent la
stratégie "includer" transportent les ions sodium via le xyléme grace au flux de transpiration,
vers les feuilles pour y étre stockés en préservant le méristeme apical ; c'est le cas des plantes

résistantes a la salinité. Par contre, les plantes sensibles au sel, utilisent la stratégie "excluder"
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qui permet de re-circuler une partie des ions sodium présents dans les feuilles, via le phloéme

pour étre stockés au niveau des racines (Levigneron et al., 1995).

Inclusion o Exclusion

a

%

Figure 12 : Illustration des stratégies "inclusion et exclusion" (Levigneron et al.,

1995)

1.6.2. Ajustement osmotique

La salinité diminue le potentiel hydrique du sol, ce qui méne a un stress osmotique.
Afin de maintenir I’absorption de I’eau suite au stress osmotique, les plantes ont développé un
mécanisme appelé ajustement osmotique par I'accumulation active de solutés comme les ions
inorganiques (K") et des solutés organiques comme la proline, la bétaine, les polyols et les
sucres solubles. L'ajustement osmotique doit étre adapté afin que le potentiel hydrique
cellulaire demeure constant a celui du milieu extracellulaire et a celui du sol. La séquestration
vacuolaire du Na" est une stratégie importante et économique pour 1’ajustement osmotique et
en méme temps réduit la concentration cytosolique en Na" pendant la salinité (Igbal et al.,

2014).

Les solutés compatibles sont définis comme non toxiques méme lorsqu’ils sont
fortement accumulés dans le cytosol et contribuent a diminuer le potentiel hydrique du
cytoplasme. En plus du réle de 1’ajustement osmotique, les solutés compatibles fonctionnent
comme des chaperonnes protégeant les enzymes et les structures membranaires, et comme
antioxydants en conditions de stress salin (Bohnert et Shen, 1999) tels les polyols et la proline

(Smirnoff et Cumbes, 1989).

36



CHAPITRE I - SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

La proline stabilise aussi la structure subcellulaire (membranes et protéines) et le
potentiel redox cellulaire sous 1’effet du stress. La glycine bétaine et le tréhalose stabilisent la
structure quaternaire des protéines et 1’état ordonné des membranes. La glycine bétaine réduit

aussi la peroxydation des lipides pendant le stress salin.

La proline est une substance importante de I’ajustement osmotique. Elle existe aussi
sous forme libre et posséde un faible poids moléculaire, une forte solubilité dans 1’eau et
aucune charge nette dans un intervalle de pH physiologique. La teneur en proline peut étre
utilisée comme un indicateur physiologique de la résistance/sensibilité des plantes a la salinité

(Cha-Um et Kirdmanee, 2009).

Les sucres solubles comprennent principalement le glucose, le saccharose. Ils peuvent
stabiliser les membranes cellulaires (Mundree et al., 2002). De plus, ils protégent les enzymes

solubles des concentrations intracellulaires élevées d’ions inorganiques tels que les ions Na*

(Blackman et al., 1992).

Des études ont montré que la glycine-bétaine peut bloquer le transport rapide et
quantitatif du Na* et du CI" de la racine vers la partie aérienne et améliore le transport du K*
pour augmenter la tolérance des plantes de blé a la salinité (Chen et al., 2007). La vaporisation
des feuilles de mais avec de la glycine-bétaine augmente la teneur relative en eau et réduit le

potentiel osmotique sous I’effet de la salinité (Nawaz et Ashraf, 2007).

Une application externe de glycine-bétaine peut aussi augmenter la teneur en protéines
solubles et en sucres solubles des feuilles de mais sous 1’effet d’un stress par de faibles

températures (Farooq et al., 2008).
1.6.3. Implication du modeéle biphasique de Munns

La salinité peut engendrer chez les plantes un stress osmotique, un stress ionique et/ou

des désordres nutritionnels (Latichli et Epstein, 1990).

L'impact du stress salin sur les plantes dépend de I’espece végétale, du génotype, du
stade de développement, de I'état physiologique de la plante, de I’organe en question, de la

durée et de I’intensité du stress (Munns, 2002).
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L’¢longation cellulaire et la division cellulaire diminuent ce qui meéne a une réduction
de la croissance des feuilles et des racines. Les plantes sévérement stressées par le sel
développent souvent des Iésions visibles dues a I’absorption excessive de sel. Aprés quelques

semaines, le développement des plantes est altéré.

Apres des mois d'exposition au sel, une nette différence de la croissance globale est
observée entre les plantes stressées et les plantes témoins; Ainsi Munns (2005) a développé le

concept de « two-phase growth response to salinity » (Fig. 13).

Addition de sel

Glycophyte tolérante

Taux de croissance de la
partie aérienne

r [ ] ]
H —
o
~ Glycophyte sensible
< r— .lTemps (de jours a semaines)
Phase 1 Phase 2
(Stress osmotique) (Stress ionique)

Figure 13 : Schéma représentant la croissance bi-phasique de différents génotypes en réponse

a la salinité, modifié¢ (Munns, 2005)

La premicre phase de réduction de la croissance se produit rapidement apres
I’exposition au stress salin. Cette réponse est due a des changements osmotiques a 1’extérieur
des racines qui causent un changement de la relation cellule/eau (effet osmotique). L’effet

osmotique initial réduit I’aptitude de la plante a absorber de 1’eau.

Plusieurs minutes aprés la diminution initiale de la croissance foliaire, une réponse
progressive de la vitesse de croissance jusqu’a I’état d’équilibre est observée ; cela est

fonction de la concentration en sel a I’extérieur de la racine (Munns, 2002).

La deuxiéme phase a un effet plus lent qui peut prendre plusieurs jours, semaines ou
des mois. C’est le résultat de 1’accumulation de sel dans les feuilles menant a la toxicité saline

de la plante, en premier au niveau des feuilles agées (effet spécifique du sel). Cette toxicité
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par le sel peut conduire a la réduction de la photosynthése totale de la surface foliaire et a la
mort des feuilles. La toxicité primaire par le sel apparait au niveau des feuilles agées ou le

Na* et le Cl s’accumulent.

Les valeurs auxquelles les feuilles meurent déterminent la survie de la plante. Si les
nouvelles feuilles sont produites plus rapidement que les feuilles agées meurent, il y a donc
assez de feuilles photosynthétiques pour la floraison et la production de graines méme si le

nombre est plus réduit.

Si par contre, les feuilles dgées meurent plus rapidement que le développement de
nouvelles feuilles, la plante peut ne pas survivre longtemps et les photosynthétats ne suffisent

pas pour produire les organes reproducteurs et des graines viables.

En se basant sur le concept biphasique, la réduction initiale de la croissance chez les
plantes sensibles et tolérantes est causée par un effet osmotique du sel dans le milieu extérieur
des racines. Dans la deuxiéme phase, les especes sensibles au stress salin sont plus fragiles par
leur incapacité a tolérer le sel en accumulant des taux toxiques de sel dans les feuilles

transpirantes (Munns et al., 2006).

La salinité réduit souvent la croissance de la partie aérienne plus que la croissance des
racines (Laiichi et Epstein, 1990) et peut réduire le nombre de fleurs, augmenter la stérilité et
affecter la période de floraison et de maturation chez le blé (Maas et Poss, 1989) et le riz

(Khatun et al., 1995).
1.7. Le Stress oxydatif

Le stress salin est complexe, il induit un stress osmotique et un stress ionique qui
causent a leur tour un déséquilibre métabolique (Munns et Gilliham, 2015) qui peut mener a

un stress oxydatif par accumulation d’espéces réactives d’oxygene (ERO) comme le

superoxide (O2), le peroxide d’hydrogéne (H20:2), le radical hydroxyl (OH) (Halliwel et
Gutteridge, 1985), et ’oxygéne singulet ('02) (Elstner, 1987).

1.7.1. Les marqueurs d’un stress oxydatif

Dans les circonstances normales, les radicaux libres sont produits en permanence en

faibles quantités, cette production est parfaitement controlée par des systémes de défense.
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Dans ces circonstances la balance entre les antioxydants et les pro-oxydants est en équilibre.

Dans le cas contraire, un stress oxydant apparait (Favier, 2003).

Le stress oxydant a été défini par Sies (1985) comme étant le résultat d’un déséquilibre
entre la balance des pro-oxydants et les systemes de défense (antioxydants), en faveur des

premiers, conduisant potentiellement a des dommages oxydatifs des biomolécules.
1.7.2. Especes réactives d’oxygene et leurs sites de production

Les radicaux qui endommagent les systémes biologiques sont, en particulier, des
radicaux libres d’oxygene, plus connus sous le nom de « Espéces Réactives de 1’Oxygene »
ERO ou (Reactive Oxygen Spacies, ROS) (Favier, 2003). Les especes réactives d’oxygene
peuvent engendrer des dommages importants dans la structure et le métabolisme cellulaire en

dégradant les protéines, les lipides et les acides nucléiques (Foyer, 2005).

- Formation d’especes réactives de I’oxygene dans le chloroplaste

Le chloroplaste est le site majeur de production des ROS (02, '02, H202) (Fig. 14). Le
photosystéme II est la premiére source de ROS. La chlorophylle a absorb¢ un photon ce qui
permet la libération d’un électron qui entre dans la chaine de transport des électrons. La
chlorophylle passe a son état triplet excité (Chl*) qui réagit avec I’oxygeéne moléculaire et

forme de I’oxygéne singulet ('O2) (Macpherson et al., 1993; Telfer et al., 1994). L’anion

superoxyde (O2) se forme au niveau du photosystéme I (Asada, 2006) et du photosystéme II
(Zhang et al., 2003).

Dans les conditions normales, les électrons se déplacent des photosystemes vers le
NADP" qui est réduit en NADPH. Ce dernier entre dans le cycle de Calvin. En cas de stress,
la chaine de transport des ¢lectrons (ECT) est surchargée et une partie des €lectrons est déviée
vers la ferrédoxine qui utilise 1’O2 comme accepteur d’électrons, ce qui permet la formation

del’Ozvia la réaction de Mehler (Wise et Naylor, 1987 ; Elstner, 1991).
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Le Oz est dismuté spontanément en H202 par I’action de la superoxyde-dismutase Cu

Zn-SOD dans le stroma. Le H202 peut interagir avec le Fe?" et le Cu*" (réaction de Fenton)

pour former le OH Fortement toxique (Sweetlove et Foyer, 2004) ou bien entrer dans le cycle

de I’ascorbate-glutathion pour se transformer en H20 et en Oz (Asada, 1999).
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Figure 14 : Les sites de production des ROS et leur élimination dans la cellule

(Jajic et al., 2015).

- Formation d’espéces réactives de I’oxygene dans la mitochondrie

La production de ROS au niveau de la mitochondrie se fait naturellement au cours de
la respiration mais augmente en réponse a un stress biotique ou abiotique. Les complexe I et
III de ’ETC mitochondriale sont les sites de production du Oz". Ce dernier peut €tre réduit par

la SOD dismutase en H20x.
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- Formation d’especes réactives de I’oxygene dans le peroxysome

Le métabolisme du peroxysome est une source de formation des ROS. L'ion
superoxyde est produit au cours de 1’oxydation de la xanthine et de I’hypoxanthine en acide
urique par la xanthine oxydase (Fridovich, 1986) au cours de la chaine de transport
d’¢électrons située au niveau des membranes peroxysomales (Fang et al., 1987). Le
peroxysome peut étre la source de formation de H202, essentiellement au cours de la

photorespiration (Foyer, 1996).
1.7.3. Toxicité des especes réactives d'oxygene
- Oxydation des acides nucléiques

Les especes réactives de 1’oxygene peuvent induire des lésions sur les molécules
d’ADN telles que des mutations et des modifications génétiques létales (Roldan-Arjona et
Ariza, 2008). L’oxydation de I’ADN peut avoir des conséquences sur la régulation de

I’expression des génes (Halliwell, 2006). L’oxygéne singulet attaque en priorité la guanine

pour la convertir en thymine (Ribeiro et al., 1994), alors que le radical hydroxyle (OH)
présente la plus importante réactivité avec les bases et les sucres constituant la molécule
d’ADN (Evans et al., 2004). Au contraire, le peroxyde d’hydrogéne et le superoxyde ne
semblent pas avoir d’effet (Moller et al., 2007).

- Oxydation des lipides

Les lipides (principalement leurs acides gras polyinsaturés) sont la cible privilégi¢e de
I’attaque par le radical hydroxyle capable d’arracher un hydrogéne sur les carbones situés
entre deux doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical
peroxyde. Cette réaction appelée peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car le
radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d’un autre acide gras qui forme
un nouveau radical diéne conjugué. Le radical peroxyde, aprés évolution en un peroxyde
cyclique et coupure de la molécule, peut libérer différents aldéhydes toxiques dont le

malondialdéhyde (MDA) (Favier, 2003).
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- Oxydation des protéines

Cette oxydation peut mener a I’oxydation d’un acide aminé ou a la rupture d’une
chaine peptidique (Moller et al., 2007). Les acides aminés soufrés et aromatiques sont les plus
sensibles a I’oxydation (Davies, 2004) L’oxygeéne actif peut attaquer les résidus d’acides
aminés des protéines (en particulier la Tyr, Phe, Trp, Met et Cys) pour former des dérivés
carbonyls (Stadtman, 1992). Les ROS peuvent aussi induire une altération de la charge

¢lectrique des protéines ce qui affecte leur fonction.

1.7.4. Les mécanismes de régulation et de detoxification des ROS

La plante réagit au stress en mettant en ceuvre diverses stratégies de défense grace a
des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Yadav et al., 2010). Ces antioxydants
sont présents dans le cytosol, mais également dans les différents organites tels que le
chloroplaste (Asada, 2006), les mitochondries (Moller et al., 2007) et les peroxysomes (Del
Rio et al., 2006).

La capacité¢ de la plante a faire face aux stress est déterminée par son efficacité¢ a

détecter le stress et activer son mécanisme de défense.

Les antioxydants non enzymatiques

L’acide L-ascorbique ou vitamine C est un antioxydant synthétis¢é dans Ia
mitochondrie puis acheminé vers les autres compartiments cellulaires (2 a 25 mM) (Blokhina
et al., 2003). Le précurseur de I’ascorbate est le D-glucose ; il agit comme un réducteur dans
le cytosol et le chloroplaste (Foyer et Noctor, 2005). L’ascorbate intervient dans le cycle
ascorbate-glutathion, les réactions de détoxification des ions superoxydes, le radical hydroxyl
et ’oxygene singulet ainsi que la réduction du H202 en eau via I’intervention de I’ascorbate

peroxydase (Noctor et Foyer, 1998).

Au niveau du chloroplaste, il intervient comme cofacteur de la violaxantine de-
epoxidase et donc est impliqué dans le mécanisme de dissipation de I’excés d’énergie
d’excitation (Smirnoff, 2000). Il est capable de régénérer d’autres antioxydants tel que le

tocophérol (Thomas et al., 1992)
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L’a-tocophérol, ou vitamine E, est synthétisée exclusivement par les plantes et les
cyanobactéries au niveau des membranes plastidiales. Il protége spécifiquement le
photosystéme II contre la photoinhibition et a une action de protection membranaire limitant

la peroxydation des lipides (Ivanov et Khorobrykh, 2003)

Le glutathion (y-glutamyl-cystéinyl-glycine ou GSH) est un tripeptide a cystéine. Il
permet la détoxification des ROS via des réactions de conjugaison catalysées par la glutathion
peroxydase. Le glutathion intervient dans la stabilisation des structures membranaires en

¢liminant les peroxydes formés au cours de la peroxydation des lipides (Price et al., 1990).

Les caroténoides sont des antioxydants qui ont de multiples fonctions y compris la
tolérance au stress oxydatif. Ils assurent aussi un rdle de protection de 1’appareil
photosynthétique contre les radicaux libres formés au cours de la photosynthése. L'effet
antioxydant des caroténoides repose sur leur capacit¢ a piéger l'oxygene singulet et a
neutraliser les radicaux peroxyls. Ils agissent également en désactivant les chlorophylles
triplets, ou en dissipant 1'exceés d'énergie a travers le cycle des xanthophylles. Ces dernicres

sont associées a I'antenne du PSII (Demmig et al., 1987).

La proline est un osmoprotecteur et un antioxydant. Il permet la stabilisation des
membranes et des protéines (Ashraf et Foulad, 2007). La proline s’accumule en condition de
stress salin (Banu et al., 2009) et permet de diminuer le taux de radicaux libres (Alia et

Saradhi, 1991).

Antioxydants enzymatiques

- La superoxide dismutase (SOD)

La superoxide dismutase (SOD), est la premicre ligne de défense de la plante parmi les
enzymes du systeme antioxydant, qui peut éliminer 1’excés d’anions superoxides dans les
cellules. Chez les plantes supérieures, la SOD est une métalloprotéine subdivisée en trois
groupes : la manganese SOD (Mn-SOD) majoritairement présente dans les mitochondrie et
les peroxysomes, mais ¢galement présente dans le cytosol (Bowler et al., 1989., Hernandez et

al., 2000).

La Fer SOD (Fe-SOD) localisée dans le cytosol mais également dans les chloroplastes,

mitochondries et peroxysomes (Droillard et Paulin, 1990; Gomez et al., 1999) et la
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cuivre/zinc SOD (Cu/Zn SOD) présente dans le cytosol, dans les mitochondries et les

chloroplastes (Hernandez et al., 1994).

La SOD catalyse la dismutation de deux ions superoxydes en peroxyde d'’hydrogene.
Le H20: formé et ses dérivés sont rapidement éliminés ou réduits par I’APX ou la GPX ou par

le cycle ascorbate/glutathion (Wang et al., 2016).

- Ascorbate peroxydase : (APX ; EC 1.11.1.11)

L’APX fait partie de la classe I héme peroxydases, elle se trouve chez la majorité des
eucaryotes. L’ascorbate peroxydase a ét¢ mise en évidence dans les feuilles de pois (Kelly et
Latzko 1979) puis isolée a partir de chloroplastes d’épinards (Groden et Beck 1979). Les
peroxydases sont localisées dans différents compartiments cellulaires tels que le chloroplaste,
le cytoplasme, la mitochondrie et les peroxysomes (Potters et al., 2002; Nakano et Asada,
1981). L’APX présente une plus forte affinité vis-a-vis du H202 (de I’ordre du uM)
comparativement a la CAT et la POD (de I’ordre du mM) (Gill et Tuteja, 2010).

- Catalase : (H202/H202 oxidoreductase, EC 1.11.1.6 ; CAT)

La catalase est un héme tétramérique qui catalyse la dismutation du H20O2 en H20 et O2
et joue un role important non seulement dans les mécanismes de défense mais aussi dans la
perception du signal (Loew 1901 ; Liu et al., 2015). La dégradation du H202 dans les tissus
vivants a été observée pour la premiere fois par Thenard en 1881 ; cependant, c’est Loew
1901 qui a prouvé la présence de cette enzyme, qu’il a nommé « catalase », responsable de la
dégradation du H2O:2 dans les tissus (Aebi et Sutter, 1971). La catalase est localisée

principalement dans le peroxysome (Scandalios, 1990).

La catalase élimine principalement le H2O2 formé au cours de la photorespiration.
Certaines ¢tudes ont montré que la catalase est une enzyme clé de 1’élimination de H202 chez
les plantes Cs et est nécessaire pour la tolérance des plantes C3 au stress (Willekens et al.,
1994). La catalase est différente de I’APX, elle nécessite un réducteur et a une forte affinité

pour le H20z.
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I1.1. Choix de I’espéce végétale

Le fenugrec (Trigonella foenum graecum L.) est considérée comme une plante a

tolérance modérée vis-a-vis du stress salin (Kumawat et al., 2017).

Les graines de Trigonella foenum graecum ont été fournies par des agriculteurs de la

wilaya de Adrar au sud ouest de I’ Algérie récoltées au cours de 1’année 2011.
11.2. Méthodes d’étude
11.2.1. Mise en germination des graines

Les graines de fenugrec (Trigonella foenum graecum. L) sont désinfectées avec
I’hypochlorite de sodium a 12° pendant 1-2 mn, puis rincées plusieurs fois a I’eau courante et
enfin a I’eau distillée. Les graines sont ensuite mises a imbiber pendant 4 heures dans de I’eau
distillée puis mises a germer dans des boites de Pétri tapissées de papier absorbant humidifi¢
avec de I’eau distillée et placées pendant trois jours dans une étuve a une température de

25°C.
11.2.2. Mise en culture

Les graines germées sont transférées dans des pots remplis de vermiculite (trois
germinations par pot). La croissance se déroule dans une chambre de croissance dans des
conditions contrdlées : 16h de lumicre, température de I’air variant entre 25°C et 28°C le jour
et de 17°C a 18°C durant la nuit. L’humidité relative est maintenue a 70 + 5% pendant la nuit
et a 50 £ 5% pendant le jour. L’intensité lumineuse est autour de 245 umoles m™s™!. L’étude
des parametres de croissance, de la photosynthése, du statut hydrique ainsi que I’analyse de la
teneur en sucre, en proline, en ions et en phytohormones ont été réalisées au laboratoire de

nutrition des plantes au niveau du centre de recherche CEBAS-CSIC en Espagne.

La mesure des activités des enzymes antioxydantes et 1’évaluation de la peroxydation
des lipides a été réalisée a Alger sur des plantes ayant poussé au niveau de la chambre de
culture du laboratoire de physiologie végétale avec une photopériode de 16h/8h jour/nuit et

une température de I’air variant entre 25°C et 28°C le jour et de 17°C a 18°C durant la nuit.
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11.2.3. Application du stress

Aprés 12 jours d’acclimatation dans les conditions non stressantes, les plantes sont
traitées avec 100 mM (5.8 g.L!) de NaCl et 200 mM (11.6 g.L") de NaCl rajoutées a la
solution nutritive modifiée de Hoagland (voir annexe). Les concentrations de sel ont été
retenues aprés des essais préliminaires. Le lot de plantes témoins est arrosé avec la solution
nutritive. Les plantules ont été traitées une seule fois avec le sel. La solution nutritive est

ajustée chaque deux jours et renouvelée chaque semaine.

Application dutraitement
100mM et 200mM Nacl

12 jours | Croissance des plantes pendant 35 jours
>

|
|
Y ——

= Mesures bioméiriques

= Mesures pondérales

» Mesure des paramétres photosynthétiques
sDosage des pigments photosynthétiques
*Daosage des sucres solubles

» Dosage de la proline

*Mesures de la peroxydation des lipides

» Mesure de I'activité des enzymes antioxydantes
*» Dosage des ions

* Dosage des phytohormones

Plantules de
3 jours

Figure 15 : Schéma montrant le protocole expérimental suivi

Apres 35 jours de I’application du traitement les mesures biométriques et pondérales
ont été réalisées. Parallelement a cela 1’étude de différents parametres de la photosynthese
(taux de transpiration, conductance stomatique, taux photosynthétique, le rendement
quantique maximal du photosystéme II) ainsi qu’une étude biochimique ont été effectuées
(intégrit¢ membranaire, teneur en sucres solubles, en proline, en substances réactives a 1’acide
thiobarbiturique dont le malondialdéhyde, ainsi qu'une analyse et une quantification des
macro et micronutriments et des hormones endogénes). Ces mesures et observations sont

comparées a celles réalisées sur des plantes témoins non traitées.
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Témoin

Figure 16 : Plantes de fenugrec aprés 35 jours de traitement salin (plantes agées de 50 jours)

11.2.4. Récolte des plantes et mesure de la croissance

Apres 35 jours de traitement, la mesure de la longueur de la partie aérienne est réalisée
du collet jusqu’au bourgeon terminal a l'aide d’une régle graduée et le nombre de feuilles a été
déterminé. Apres la récolte des plantes des lots témoins et des lots traités, la mesure de la
maticre fraiche, de la surface foliaire et de la matiére séche est réalisée. La surface foliaire a
¢été mesurée a l'aide d'un planimétre LI-3100C (Li-Cor, Lincoln, NB, Etats-Unis). Pour chaque

traitement, une moyenne de (10) individus est établie.

11.2.5. Mesure de la masse de la matiere fraiche et seche des plantes

Aprés avoir déterré les plantes, le systéme racinaire est rincé d’abord a 1’eau de robinet
puis a I’eau distillée puis séché avec du papier absorbant. La partie aérienne et la partie
racinaire sont pesées séparément, le poids obtenu correspond a la masse de la matiére fraiche.
Elles sont ensuite mises a sécher a 1’étuve a 70°C pendant 72 heures pour la mesure de la

matiére seche.

11.2.6. Mesure de la teneur relative en eau (TRE)

10 disques foliaires de 0,8 cm de diametre sont prélevés puis pesés, le poids obtenu
correspond au poids de la masse végétale fraiche (PF). Les disques sont ensuite mis a flotter

dans un eppendorf contenant 1,5 mL d’eau distillée puis placés au froid (4°C) et a I’obscurité
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pendant 24 heures. Par la suite, les disques sont séchés a I’aide de papier absorbant puis pesés
pour obtenir le poids a la turgescence (PT). Ils sont enfin placés a I’étuve réglée a 70°C

pendant 48 heures pour mesurer la masse végétale seche (PS).
La teneur relative en eau est mesurée selon la formule suivante (Clarke et Mac-Caig, 1982) :

TRE = [(PF-PS) / (PT-PS)]*100

11.2.7. Mesure des parameétres des échanges gazeux

Les paramétres des échanges gazeux tels que la photosynthése nette (A) ou la
correspondant a la balance entre la consommation de CO: par le processus de la
photosynthése et la production de CO:2 par les processus de la respiration et de Ia
photorespiration, la conductance stomatique a la vapeur d’eau (gs) et le taux de transpiration
(E) sont déterminés au niveau des feuilles matures entre 09 :00 et 12 :00 h en utilisant un
appareil portatif permettant d’analyser les échanges gazeux (ADC, Analytical Development

Company, LCA4 Model).

Les feuilles sont d’abord équilibrées a un flux de densit¢ de photons de
500 umol m2.s! pendant au moins 2 min. La photosynthése est induite avec un flux de
densité de photons de 1000 pmol m2.s! et 400 pmol mol! de CO: autour de la feuille. La
température de la feuille est maintenue a 25°C. L’analyse a été réalisée sur 10 feuilles pour

chaque lot de plantes (Témoins, traitées avec 100 mM et 200 mM de sel).

Le LCA-4 est un analyseur double qui permet de mesurer la concentration de CO: et
de H20. Cet appareil est désigné pour la réalisation de mesures précises de [’activité
photosynthétique quand il est utilisé en conjonction avec la chambre foliaire. Pour cela, il est
muni d’une pince comportant un micro capteur d’humidité. Le principe de la mesure est basé
sur la sensibilité du micro capteur a la vapeur d’eau. Le haut de LCA-4 contient les clés de

contrdle et un afficheur.

Cet appareil est constitué¢ d'une chambre de mesure dont la composition en gaz et en
vapeur d'eau est controlée et mesurée avec précision grace a un systeme infrarouge (IRGA).
Ce systéme est composé d'une source infra-rouge (une photodiode), d'une cellule gazeuse (un
tube de métal dont les extrémités sont faites d'un matériel transmettant l'infra-rouge), d'un

filtre optique et d'un détecteur.
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Le principe de la méthode repose sur I'analyse du spectre d'absorption attribuable a un
gaz donné. En effet, les molécules gazeuses hétéro-atomiques, tel le CO2 et I'H20, absorbent
les radiations a des longueurs d'onde spécifiques dans l'infra-rouge. Ainsi, la présence de CO2
et d'H20 dans la cellule gazeuse causera une diminution de la quantité de radiations atteignant
le détecteur, un signal qui sera converti en unités de concentration par le logiciel présent dans
l'appareil. Connaissant le flux continu de gaz qui traverse la cellule, il devient ainsi possible
de déterminer avec précision les changements dans la concentration gazeuse se développant
dans le temps (Long et al., 1996). Cette technique de mesures présente l'avantage d'acquérir

des données en temps réel et de manicre non destructive.
11.2.8. Mesure de la fluorescence chlorophyllienne

La mesure de la fluorescence chlorophyllienne (fluorimétrie) est une technique qui
permet de révéler la présence d’un stress pouvant perturber 1’activité photosynthétique des

plantes.

L'intensité de la fluorescence a été mesurée sur des feuilles pré-adaptées a 'obscurité
pendant 30 min, a I'aide d'un fluorimétre de type OS-30 (OptiSciences-Herts, UK) et avec une
source d'excitation d'intensité 3000 umole. m*.s™!. Cette opération permet de supprimer le
moteur énergétique de la photosyntheése (les photons) et vide ainsi la chaine de transfert des
¢lectrons. Les centres réactionnels sont alors disponibles. L'intensit¢ de la fluorescence
minimale (FO) dans un état pré-adapté a l'obscurité a ¢été mesurée en présence d'un
backgrownd-far-red pour favoriser l'oxydation rapide des transporteurs d'électrons inter-
systemes. L'intensité de la fluorescence maximale (Fm) dans un état pré-adapté et apres
adaptation a la lumiére actinique blanche (Fm') a été mesurée avec des impulsions saturantes
0.8 s (3000 pmole.m*.s™"). Quand les accepteurs d'électrons du PSII sont saturés, 1'énergie
lumineuse excédant les possibilités de collecte du PSII est réémise sous forme de

fluorescence.

Apreés la mesure de Fm), la lumiére blanche actinique (400 pmole.m*.s™') a été éteinte,
et la lumiére far-red a été appliquée pendant 3s, dans le but de mesurer l'intensité de la
fluorescence minimale dans un état adapté a la lumicre (F0'). Le rendement quantique
maximal du photosysteme ouvert II (PSII) (Fv/Fm) a été¢ calculé comme (Fm-FO)/Fm
(Maxwell and Johnson, 2000). Il traduit I'efficacit¢ du PSII a utiliser la lumiére pour la

conversion photochimique.
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11.2.9. Estimation de I’intégrité membranaire
- Mesure de la fuite relative d’ions

La fuite des ¢électrolytes est un indicateur de la stabilité de la membrane cellulaire. Elle
est estimée par la mesure de la conductivité sur des disques foliaires de 0,8 cm de diamétre.
Ces disques sont prélevés sur dix feuilles prises au hasard puis mises a flotter dans 20mL
d’eau distillée. La conductivité électrique (E) est lue a I’aide d’un conductimetre apres 24
heures d'incubation a une température de 4C°. Les disques sont ensuite placés dans un bain
Marie pendant 1 heure (jusqu'a destruction totale des membranes), aprés refroidissement, la

conductivité correspondante (ET) est lue (Dionisio-Sese et Tobita, 1998) .

L’intégrité membranaire est déterminée par le rapport entre la conductivité des disques
foliaires mis dans ’eau non bouillie (E) et celle des disques mis a bouillir (ET) selon

I’équation :

Fuite relative d’ions (%) = (E / ET)*100 |

- Estimation de la peroxydation des lipides

Le malondialdehyde (MDA), produit final de [’oxydation des acides gras
polyinsaturés, est utilis¢é comme indicateur de la peroxydation des lipides. La teneur en MDA
est déterminée par la réaction a I’acide thiobarbiturique (TBA) selon la méthode de Health et

Packer (1968).

En milieu acide et & chaud (pH=2 a 3, 100 °C) une molécule de MDA est condensée
avec deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un complexe de couleur

rose mesurable a 532 nm (Buege et Aust, 1978 ; Propham et Novacky, 1991).

Néanmoins, ce dosage n’est pas spécifique au MDA car d’autres aldéhydes peuvent
réagir avec le TBA d’ou le terme anglo-saxon «thiobarbituric acid reactive species»

(TBARS). Le principe de cette méthode est résumé ainsi (Fig. 17).

51



CHAPITRE I - MATERIEL ET METHODES

S
N. OH HO. N
0 o HS.  N.  _OH AN SN
I — 2W\ . Naw o N
N » N -
OH
i HO

Malondialdéhyde (MDA)  Acide Thiobarbiturique (TBA) Dérivé MDA-(TBA),

Figure 17 : Principe de dosage du malondialdéhyde (Réaction de condensation du MDA avec
’acide thiobarbiturique formant le dérivé coloré : MDA (TBA)2).

100 mg de feuilles fraiches sont broyés a froid puis homogénéisés dans 2 mL d’acide
trichloroacétique (TCA) a 0.1 %. Une centrifugation de 13000 tr.mn™' pendant 15 mn a 4°C
est réalisée. Au surnageant (0.5 mL) est ajouté un volume de 0.5 mL d’acide thiobarbiturique
(TBA) a 0,5 % (préparé dans le TCA 20 %). Le mélange est chauffé dans un bain-Marie a
100°C durant 25 mn. Pendant cette incubation, un complexe se forme entre le TBA et les

composés aldéhydiques, essentiellement le malondialdéhyde : TBA-MDA.

La réaction est arrétée par un refroidissement immédiat dans un bain de glace. Aprés
centrifugation de 5 mn a 10000 tr.mn et a 4°C, I’absorbance du surnageant contenant le
complexe TBA-MDA (ou du surnageant) est mesuré a 532 nm contre un blanc constitué¢ de
tampon d’extraction. La densité optique est corrigée par une lecture a 600 nm. La
concentration en MDA est calculée en utilisant le coefficient d’extinction molaire

(e=155mMecm™).

MDA (pumoles/g MVF) = [(DO 532 - DO 600) x V (extraction en mL) x 1000]/ 155x MVF 1

11.2.10. Dosage des pigments photosynthétiques

100 mg de matiere végétale fraiche sont broyés a sec puis dans 8 mL d’acétone a 80%.
Le broyat est centrifugé a 4500 g pendant 10 minutes. Le surnageant contenant les pigments
est récupéré. Les densités optiques (DO) sont lues aux longueurs d’onde de 470 nm, 663 nm
et 647 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Les teneurs en pigments sont exprimées en mg. g’!

de maticre végétale seche.
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La teneur en chlorophylles et en caroténoides est déterminée selon les équations de

Lichtenthaler (1987) :

Chl a=12.25 DO (663) — 2.79 DO (647) pg.mL"!
Chlb =21.5 DO (647) — 5.10 DO (663) pg.mL"!
Chl (a+b) = 7.15 DO (663) + 18.71 DO (647) pg.mL"!
Caroténoides = [1000 DO (470) — 1.82 Chl a 85.02 Chl b] / 198 ng.mL!

11.2.11. Dosage de la proline

La technique utilisée est celle de Bates et al (1973) modifiée. Le principe de la
technique est basé sur la faculté de la proline a réagir en milieu acide et a chaud avec la

ninhydrine pour former un complexe de couleur rose soluble dans le toluene.

200 mg de matiere végétale fraiche sont broyés dans I’azote liquide puis homogénéisés
dans 10 mL d’acide sulfosalicylique a 3%. L’ensemble est placé au bain-Marie a 70°C
pendant 30 minutes puis refroidi et filtré. 2 mL d’acide ninhydrique et 2 mL d’acide acétique
glacial sont ajoutés a 2 mL de filtrat, I’ensemble est placé au bain-Marie a 90°C pendant
1 heure. Apres refroidissement, 2 mL de toluéne sont rajoutés, le mélange est agité au vortex
pendant 15 a 20 secondes. Deux phases se séparent (une phase supérieure organique de
couleur rose qui contient la proline et une phase inférieure aqueuse transparente sans proline).
La phase supérieure est récupérée a 1’aide d’une pipette Pasteur. Les densités optiques des
¢chantillons sont lues au spectrophotometre a une longueur d’onde de 520 nm. Une courbe
¢étalon est réalisée a 1’aide d’une concentration mere de proline a 1 mM. Les teneurs en proline

sont exprimées en pmol.g™! de matiére végétale séche.
11.2.12. Détermination de la teneur en sucres éthanolosolubles

Les sucres solubles sont dosés selon la méthode de Mc Cready et al. (1950). 0,25g de
matiere végétale fraiche sont broyées dans de 1’azote liquide en fine poudre. L’ extraction est
réalisée dans 7 mL d’éthanol a 70%. Le broyat est centrifugé a 8000 g pendant 10 minutes a

4°C.
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A 200 pL de surnageant sont ajoutés 1 mL de solution d’anthrone (0,5 g D-anthrone +
250 mL H2S04a 95% + 12,5 mL d’eau distillée). L’ensemble est agité au vortex puis placé au
bain Marie a 100°C pendant 10 minutes. Aprés refroidissement, les densités optiques sont

lues au spectrophotométre a une longueur d’onde de 625nm.
Une gamme étalon est réalisée a partir d’une solution mére de glucose a 100pg.mL".
11.2.13. Mesure des activités enzymatiques du systéme antioxydant

- Préparation de I’extrait enzymatique

Les racines ou les feuilles fraiches (150 mg) sont broyées séparément en présence de
glace dans 1,5 mL de tampon Tris-HCL 0.1 M (pH 8.1) contenant 10 % de saccharose et 0.05
% de B-mercaptoéthanol (réduit les ponts disulfures), ce qui permet de préserver I’activité
enzymatique. Le broyat est ensuite centrifugé a 15000 tr.mn' a 4°C pendant 10 min. Le
surnageant récupéré représente la fraction des protéines ou extrait brut ; il sera utilis€ comme

extrait pour la mesure des activités enzymatiques du systéme antioxydant.

Les protéines sont quantifiées selon la méthode de Bradford (1976) en utilisant le
réactif de Bradford (bleu de Coomassie + éthanol + acide ortho-phosphorique). Cette méthode
basée sur une réaction colorimétrique entre les protéines et le colorant bleu de Coomassie

G250 permet de mesurer la quantité en protéiques.

Une aliquote de I’extrait (50 uL) est additionnée a 2 mL de réactif. La coloration se
développe dans un temps minimum de 5 min. L’absorbance est lue & 595 nm. Les teneurs en
protéines (mg.g' de MVF) sont déterminées par référence a une gamme étalon, préparée a

partir d’une solution mére de BSA (Bovin Serum Albumin) a 1 mg.mL"™".
- Mesure des activités enzymatiques

Les activités enzymatiques sont mesurées par spectrophotométrie. Pour éviter la
dégradation des enzymes, toutes les opérations sont réalisées a 4°C. Les activités ascorbate
peroxydase et catalase sont mesurées sur des extraits de protéines totales extraites et dosées

selon la technique décrite ci-dessous.
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Activité ascorbate peroxydase (APX) cytosolique
L’ascorbate peroxydase (APX, EC 1.11.1.11) catalyse la réaction suivante :

APX .
Ascorbate + H20. —— déhydroascorbate + 2H20

L’activité APX cytosolique, est mesurée selon la méthode de Nakano et Asada (1981)
en suivant 1’oxydation de 1’ascorbate par le peroxyde d’hydrogéne a la longueur d’onde de

290 nm (g = 2.88 mMlem™).

Pour un volume final de 1 mL, le mélange réactionnel est constitué de 50 mM de
tampon K-phosphate K2HPO4/ KH2PO4 pH 7.5, 0.1 mM EDTA et extrait protéique (volume
correspondant a 30 pug de protéines). Le zéro est réalisé a 290 nm contre une cuve en quartz
contenant le tampon et 1’extrait enzymatique. Par la suite, sont ajoutés successivement 10 puL
d’ascorbate 2 0.5 mM et 5 pL de H202 a 0.06 % (correspondant a 0.1 mM) qui initie la
réaction. Le déclin de 1’absorbance est mesuré a 30 secondes et 1 minute a 25°C. Vu que le
tampon d’extraction ne contient pas d’acide ascorbique, il s’agit ici du dosage de ’APX
cytosolique. En effet, ’APX chloroplastique se détériore rapidement en absence d’acide
ascorbique (Djebbar, 2012). L’activité enzymatique est exprimée en nmoles d’ascorbate
oxydées par minute et par mg de protéines. La conversion de la vitesse initiale en activité

spécifique de I’APX est exprimée par la formule ci-dessous :

Activité (nmole d’asc oxyd. min"!.mg! prot)=ADO.min"! x 1000 / (2.88 x mg protéines)

Activité catalase (CAT)

La catalase (CAT, EC 1.11.1.6) est responsable de la dismutation du H20O2 en eau et en
oxygene moléculaire, empéchant donc cette molécule de participer a la réaction de Fenton

(réaction d’oxydoréduction du H202 pour générer le radical hydroxyle HO").

CAT
2H>02 — 2H20 + O2

La disparition du substrat (H202) sous l'effet de la catalase peut étre suivie directement
par la diminution de I’absorbance a 240 nm (coefficient d’extinction molaire € = 36 M'.cm™)
(Dorey et al., 1998). Un volume d'extrait correspondant a 30 pg de protéines est placé dans un

milieu réactionnel (ImL) renfermant 50 mM de tampon phosphate-sodium NazHPO4/
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NaH2PO4pH 7.5. Le zéro est réalisé a 240 nm contre une cuve en quartz contenant le méme
volume de tampon et d’échantillon. La réaction est déclenchée par I’addition de 5 pL de H202
a 6 % (correspondant a 10 mM). La variation de I’absorbance (le déclin de la DO) est suivie
pendant 30 secondes et 1 min a 25°C. L’activit¢ CAT est exprimée en nmoles de H202
dégradées par minute et par mg de protéines. La conversion de la vitesse initiale (changement

de I’absorbance a 240 nm) en activité spécifique de la catalase est exprimée comme suit :

Activité (nmole de H202 min™'.mg! prot) = ADO.min! x 1000 / (36 x mg protéines) |

11.2.14. Dosage des ions

Les ¢léments dosés sont : le calcium, le potassium, le magnésium, le sodium, le soufte,

le phosphore, le manganese, le bore, le fer, le zinc et I’aluminium.

Les racines et les feuilles sont séchées a 1’étuve a 65°C pendant 48 heures puis

réduites en poudre a 1’aide d’un vibro-broyeur.

50 mg de matic¢re végétale seche est digérée a 80°C dans une solution HNO3/HCIO4
(5/3, v/v). Les minéraux sont dissous dans une solution d’HCI a 0.1 M, dilués avec de I’eau
bi-distillée puis filtrés. La concentration en cations est déterminée grace a un spectrometre
d'émission optique par plasma a couplage inductif ICP-AES (inductively coupled plasma
atomic emission spectroscopy) (Iris Intrepid II, Thermo Fisher Scientific) calibré avec des

solutions standards certifiées (Zhao et al., 1994).

Le spectrométre d'émission atomique par plasma a couplage inductif ICP-AES repose sur
l'excitation thermique des ions dans le plasma et 1'analyse de la lumiére émise par ces ions
excités. L’échantillon liquide est introduit dans le nébulisateur afin de former un aérosol avant
d’étre atomisé et ionisé. L’excitation des atomes est effectuée par un plasma (un gaz ionisé)
d’argon maintenu par un champ magnétique inductif a haute fréquence, dont la température
est d’environ 8000 °C. Les atomes ainsi excité émettront un photon a leur retour a leur état
fondamental. L’énergie des photons émis (longueur d’onde) est caractéristique pour chacun
des ¢éléments du tableau périodique. Un détecteur capte I’intensité émise par le retour de

I’atome a I’état fondamental et permet ainsi une quantification (Fig. 18).
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Figure 18 : Principe de fonctionnement du spectrométre ICP-AES

11.2.15. Mesure de la teneur en phytohormones

Les cytokinines (trans-zéatine et isopentenyladenine), I’AIA (acide indolacétique),
I’ACC (acide aminocyclopropane-1-carboxylique), I’ABA (acide abscissique), JA (acide
jasmonique), SA (acide salicylique) et les gibberellines (GA1, GA3 et GA4) sont analysés
selon la méthode décrite par Albacete et al. (2008). 0,25 g de mati¢re végétale fraiche (feuille
ou racine) sont broyés dans de ’azote liquide puis dans 1,25 mL de méthanol : H20 (80:20).
Les extraits sont centrifugés a 13000 rpm pendant 15 mn a 4°C, ’extraction est répétée deux
fois. Les deux surnageants sont mélangés puis filtrés a 1’aide d’une colonne (SepPak Plus,

Waters, Millford, MA, USA).

Les extraits sont placés dans une enceinte sous vide pendant 3 heures. 1 mL de
méthanol : H2O (20:80) est ajouté aux extraits. Les extraits sont ensuite mis dans un bain a
ultrason pendant 10 mn a 25°C. Les extraits sont centrifugés a 13000 rpm pendant 15mn a
4°C, le surnageant est récupéré et centrifugé une deuxiéme fois. 10 pL. de chaque échantillon,
dissous dans une phase A mobile, sont injectés dans une colonne SB-C18 HPLC (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), maintenue a 40°C. La phase mobile A composée
d'eau/Acetonitrile/Acide formique (94.9:5:0.1), et la phase mobile B composée
d'eau/Acetonitrile/Acide formique (10:89.9:0.1) sont utilisées pour la séparation par

chromatographie.
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Le spectre de masse est obtenu en utilisant le Xcalibur software version 2.2 (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA).

Pour la quantification des phytohormones, une courbe étalon est réalisée pour chaque

hormone a partir d’une solution mére a 100 pg.L.
Il. 3. Analyses statistiques

Les analyses sont menées par Analyse de variance (ANOVA) a 1'aide du logiciel SPSS
for Windows (version 20.0, SPSS Inc., Chicago IL, USA) ou le test de Tukey est utilisé au
seuil de significativité de P<0.05.

Afin d'étudier les relations liant certains parameétres, nous avons eu recours aux corrélations

bivariées et a I'analyse en composantes principales (ACP).
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I11. 1. Effets de la salinité sur la croissance et le développement des plantes de fenugrec
I11.1. 1. Effet de la salinité sur la surface foliaire totale

La surface foliaire totale déterminée chez les plantes de fenugrec est représentée par la Figure
19. La surface foliaire totale des plantes stressées avec 100 mM et 200mM de NaCl est
significativement plus faible que celle des plantes témoins ; en effet, la surface foliaire totale
des plantes témoins est de 188,84 + 4,09 cm?. Elle diminue et atteint 169,92 + 7,19 cm? et
161,4 + 9,95 cm? respectivement, chez les plantes traitées avec 100 mM et 200 mM de NaCl

ce qui correspond a un pourcentage de diminution de 10% et 14%.
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Figure 19 : Effet de la salinité sur la surface foliaire totale des plantes de Fenugrec agées de

50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les lettres indiquent les différences significatives entre les

traitements et le témoin : (P < 0.05).
111.1. 2. Effet de la salinité sur le nombre de feuilles

Le nombre de feuilles des plantes témoins est de 12 + 0,38 feuilles. Celui-ci diminue pour
atteindre 11 + 0,38 feuilles et 10 + 0,58 feuilles respectivement, chez les plantes traitées avec
100 mM et 200 mM de NaCl (Fig. 20). Cette réduction du nombre de feuilles (16,5 %) n’est

significative que chez les plantes stressees avec 200 mM de NaCl.
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Figure 20 : Effet de la salinité sur le nombre de feuilles des plantes de Fenugrec agées de 50
jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les lettres indiquent les différences significatives entre les

traitements et le témoin : (P < 0.05).
I11. 1. 3. Effet de la salinité sur la longueur de la partie aérienne

Le NaCl induit une réduction de la longueur de la partie aérienne des plantes de fenugrec
(Fig. 21). La diminution est significative sous I’effet de 100 mM et de 200 mM de NaCl. La
longueur de la partie aérienne chez les plantes témoin est de 14,97 + 0,45 cm. Cette longueur
diminue et atteint 13,27+ 0,71 cm et 11,5 £ 1,37 cm respectivement, chez les plantes stressées

avec 100 mM et 200 mM de NacCl, ce qui correspond a une baisse respective de 11% et 23%.
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Figure 21 : Effet de la salinité sur la longueur de la partie aérienne des plantes de Fenugrec

agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 5). Les lettres indiquent les différences significatives

entre les traitements et le témoin : (P<0.05).
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I11. 1. 4. Effet de la salinité sur la croissance pondérale

— La masse de la matiére fraiche

La masse de la matiere fraiche de la partie aérienne et des racines diminue significativement
sous I’effet de 200 mM de NaCl (Fig. 22).

La masse de la matiére fraiche de la partie aérienne chez les plantes témoins est de
8,5 £ 0,65 g. Cette valeur diminue sous I’effet de 100 mM et 200 mM de NacCl, et atteint
respectivement, 7,5 £ 0,53 g et 7,4 + 0,57 g. Cela correspond a une baisse de 12% et 13%
comparativement aux plantes témoins. La masse de la matiere fraiche des racines chez les
plantes témoins est de 8+ 0,87 g. Elle diminue de moitié chez les plantes traitées avec
200 mM de NaCl pour atteindre 4 + 0,43 g alors que chez les plantes traitées avec 100 mM de

NaCl, aucune variation n’a été observée.
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Figure 22 : Effet de la salinité sur la masse fraiche de la partie aérienne et la partie racinaire

des plantes de fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 5). Les lettres indiquent

les différences significatives entre les traitements et le témoin : (P<0.05).

La masse de la matiere fraiche totale diminue de 35% chez les plantes traitées par les fortes

concentrations en sel comparativement aux plantes témoins.
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- Rapport masse fraiche des racines/ masse fraiche de la partie aérienne

Une diminution significative du rapport masse fraiche racine/masse fraiche partie aérienne est
observée chez les plantes stressées avec 200 mM de NaCl en comparaison aux plantes
témoins, cela serait du a la forte baisse de la matiére fraiche de la partie racinaire. Par contre

chez les plantes stressées avec 100 mM de NaCl aucune variation n’est observee.

Tableau 4 : Rapport masse fraiche racine/ masse fraiche partie aérienne des plantes de

Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 5). Les lettres indiquent les différences

significatives entre les traitements et le témoin : (P<0.05).

Témoin 100 mM 200 mM

Racine/Partie aérienne 1+ 0,13 a 1,1+0,06 a 0,5+0,04b

— Masse de la matiére seche

Sous I’effet de la salinité, la masse de matiére seche de la partie aérienne et des racines des
plantes de fenugrec diminue de maniere significative avec I’augmentation de la concentration
en sel (Fig. 23).

La masse de la matiére seche de la partie aérienne des plantes témoins est de 0,97 + 0,06 g.
Cette masse diminue chez les plantes traitées avec 100 mM et 200 mM de NaCl et atteint
respectivement, 0,69 + 0,045 g et 0,64 + 0,046 g. Les pourcentages de réduction sont

respectivement de 29% et 34%.

Concernant les racines, le sel entraine des réductions respectives de la masse seche de 15% et
45% comparativement aux plantes témoins ; en effet les valeurs de la masse seche des racines
sont respectivement de 0,45 £ 0,03 g et 0,29 + 0,02 g chez les plantes traitées avec 100 mM et
200 mM de NaCl comparativement aux plantes témoins (0,53 + 0,06 g).

62




CHAPITRE III - RESULTATS

= 1.2 1 u Partie aérienne
L a
2 1,0 4 I LIRacine
(8]
@
o 0,8 - b b
@ , I
= a I
© 0,6 -
£ ] b’
8 I
3 04 - ¢
e I
202 -
=
0,0 - T T 1
Témoin 100 200
Concentrations en NaCl (mM)

Figure 23 : Effet de la salinité sur la masse seche de la partie aérienne et la partie racinaire

des plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 5). Les lettres indiquent

les différences significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).
- Rapport masse seche des racines/ masse seche de la partie aérienne

D’apreés le tableau (5), le rapport masse seche racine/masse seche partie aérienne des plantes
de fenugrec témoins est de 0,544 + 0,044. 1l augmente chez les plantes stressées avec 100 mM
de NaCl comparativement aux plantes témoins pour atteindre 0,658 + 0,053 ce qui correspond
a un pourcentage d’augmentation de 21%. Sous I’effet de la forte concentration de sel
(200 mM), ce rapport diminue et atteint 0,446 + 0,048. Le pourcentage de diminution est de
18%. Cette diminution est due a une réduction plus prononcée de la masse séche de la partie
racinaire en comparaison avec la matiére seche de la partie aérienne des plantes sous I’effet

du stress salin.

Tableau 5 : Rapport masse séche racine/ masse fraiche partie aérienne des plantes de

Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 5). Les lettres indiquent les différences

significatives entre les traitements et le témoin : (P<0.05).

Témoin 100 mM 200 mM

Racine/Partie aérienne 0,544 +0,044b 0,658+0,053a 0,446+ 0,048 c
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La biomasse seche totale accumulée en fin de I’expérience chez les plantes de fenugrec agees

de 50 jours est de 1,50 £ 0,12 g de matiére séche.

La moyenne de la biomasse seche totale accumulée par niveau de stress est de 1,15 + 0.06 g
pour la concentration de 100mM de sel et de 0.93 £ 0.04 g stress salin sévere (200 mM) ce qui

correspond a pourcentage de diminution de 23% et 38%.
I11. 2. Effets de la salinité sur la physiologie des plantes de fenugrec
I11. 2. 1. Effet de la salinité sur la teneur relative en eau (TRE)

La mesure de la teneur relative en eau ou TRE qui refléte le statut hydrique de la plante est

généralement considérée comme un bon indicateur de I’état hydrique du végétal.

Les résultats obtenus (Fig. 24) montrent que la TRE chez les plantes témoins est de 89,36 %.
Celle ci diminue a 73,32 % sous I’effet de 100 mM de NaCl et a 72,13 % sous I’effet 200 mM
de NaCl. Les pourcentages de réduction sont respectivement de 18% et 19% comparativement

aux plantes de fenugrec témoins.
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Figure 24 : Effet de la salinité sur la teneur relative en eau des plantes de Fenugrec agées de

50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 10). Les lettres indiquent les différences significatives entre les

traitements et le témoin : (P < 0.05).
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I11. 2. 2. Effet de la salinité sur la conductance stomatique (gs)

Les stomates sont le lieu des principaux échanges gazeux entre la plante et son
environnement. Leur degré d'ouverture détermine les quantités de CO: et d'H20 pouvant étre

échangées. Il est décrit par la conductance stomatique (gs).

La conductance stomatique chez les plantes témoins est de 0,96 + 0,26 mol H20 .m2.s2. Le
stress salin réduit de maniére significative la conductance stomatique (gs) chez les plantes de
fenugrec soumises a 100 mM et 200 mM de NaCl (Fig. 25). En effet, la conductance
stomatique chute & 0,36 + 0,04 mol H20 .m?2.s™ et 0,46 + 0,07 mol H20 .m?2.s. Cette baisse

est respectivement de 62% et 52% comparativement aux plantes témoins.
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Figure 25 : Effet de la salinité sur la conductance stomatique des plantes de Fenugrec agées

de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 4). Les lettres indiquent les différences significatives entre les

traitements et le témoin : (P < 0.05).
I11. 2. 3. Effet de la salinité sur la photosynthese nette

La photosynthése nette chez les plantes témoins est de 17,69 + 1,62 pmol CO2. m2s?
(Fig. 26). De maniere inattendue, La photosynthese nette est significativement plus élevée
chez les plantes stressées avec 100 mM et 200 mM de NaCl comparativement aux plantes
témoins. La photosynthése nette atteint respectivement, 25,98 + 3,85 umol CO2 .m?2.s? et
32,69 + 1,70 pmol CO2.m2.s%. Soient 47% et 85% d’augmentation respectivement.
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Figure 26 : Effet de la salinité sur la photosynthése nette des plantes de Fenugrec agées de 50

jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 4). Les lettres indiquent les différences significatives entre les

traitements et le témoin : (P < 0.05).

I11. 2. 4. Effet de la salinité sur le taux de transpiration

Le taux de transpiration (E) chez les plantes témoins est de 6,27 + 0,54 mmol.m?2.s? (Fig.
27). Ce taux diminue de maniére significative pour atteindre 4,52 + 0,28 mmol.m?2.set 5,12
+ 0,31 mmol.m?2.s, respectivement chez les plantes stressées avec 100 mM et 200 mM de

NaCl. Le pourcentage de diminution est respectivement de 28% et 18%.

Taux de transpiration

Témoin 100 200
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Figure 27 : Effet de la salinité sur le taux de transpiration des plantes de Fenugrec agées de
50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 4). Les lettres indiquent les différences significatives entre les

traitements et le témoin : (P < 0.05).
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111.2.5. Effet de la salinité sur la fluorescence chlorophyllienne

La fluorescence chlorophyllienne est considérée comme un parametre efficace de détection
de la réaction des plantes aux stress, elle contribue a dissiper I’énergie lumineuse absorbée par
les chlorophylles, ce qui réduit I’efficacité du rendement quantique. En effet lorsque la
photosynthése fonctionne avec un rendement maximum, les photons absorbés sont piégés
rapidement par les centres de conversion photochimique, ce qui limite leur dissipation par

fluorescence.

En absence de sel, le rendement quantique maximal (Fv/Fm) des plantes de fenugrec témoins
est de 0,85 + 0,006. Cette valeur ne varie pas de maniere significative chez les plantes traitées
avec 100 mM (0,84 £ 0,006) et 200 mM de NaCl (0,83 + 0,006).

Tableau 6 : Effet de la salinité sur le rendement quantiqgue maximal du PSII (Fv/Fm) des

plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3).

Témoin 100 mM 200 mM

Fv/Fm 0,85 + 0,006 0,84 + 0,006 0,83 + 0,006

I11. 2. 6. Effet de la salinité sur les pigments photosynthétiques

La teneur en chlorophylle totales (Fig. 28) chez les plantes de fenugrec témoins est de
0,176 + 0,006 mg.g* MVS. Nos résultats montrent une corrélation négative entre la
concentration en sel et la teneur en chlorophylles totales. En effet la quantité de chlorophylles
totales diminue respectivement a 0,161 + 0,007 mg.g* MVS et 0,157 + 0,003 mg.g* MVS
chez les plantes traitées avec 100mM et 200 mM de NaCl, soient 8,5% de réduction en
présence de 100mM de NaCl et 10,8% sous I’effet de 200 mM de NaCl comparativement aux

plantules témoins.
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Figure 28 : Effet de la salinité sur la teneur en chlorophylles totales des plantes de Fenugrec

agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les lettres indiquent les différences significatives

entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).

Le rapport chla/Chlb (Tab. 7) chez les plantes témoins est de 2,77 + 0,25. Ce rapport ne varie
pas de maniere significative chez les plantes traitées avec 100 mM (3.07 £ 0.21) et 200 mM
(2.61 = 0.05) de NaCl.

Tableau 7 : Effet de la salinité sur le rapport chlorophylle a / chlorophylle b des plantes de

Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3).

Chla/Chlb
Témoin 2,77+ 0,25
100 mM 3,07+0,21
200 mM 2,61+0,05

I111. 2. 7. Effet de la salinité sur la teneur en caroténoides

Les caroténoides sont des pigments accessoires des photosystemes | et 1l impliqués dans la
collecte de I’énergie lumineuse. lls font également partie des antioxydants non enzymatiques
intervenant dans la photoprotection des chlorophylles mais aussi dans la stabilisation des
systemes membranaires. La teneur en caroténoides (Fig. 29) chez les plantes de fenugrec
témoins est de 0,029 + 0,001 mg.g™* MVS. Cette teneur diminue de maniére significative chez

les plantes soumises a 100 mM et 200 mM de NaCl pour atteindre respectivement
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0,028 + 0,001mg.g? MVS et 0,025 + 0,001mg.g* MVS respectivement. Cette baisse
correspond a un pourcentage de réduction de 3% et 14 % respectivement.
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Figure 29 : Effet de la salinité sur la teneur en caroténoides des plantes de Fenugrec agées de

50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les lettres indiquent les différences significatives entre les

traitements et le témoin : (P < 0.05).

I11. 2. 8. Effet de la salinité sur la teneur en sucres solubles

Au niveau des feuilles des plantes de fenugrec stressées (Fig. 30), le sel induit une diminution
de la quantité de sucres solubles. En effet, la teneur est de 0.43 + 0.01 pg.g* MVS et
0.40 = 0.01 pg.g* MVS, respectivement sous I’effet de 100 mM et 200 mM de NaCl,
comparativement aux plantes témoins (0,55 pg.g* MVS).

Au niveau des racines, le stress salin induit une augmentation significative de la teneur en
sucres solubles sous I’effet de 200 mM de NaCl. En effet, la quantité de sucres solubles qui
est de 0.098 * 0.002 pg.gl MVS chez les plantes témoins, s'éléve a
0.125 + 0.004 pg.gt MVS soit 27% d’augmentation comparativement aux plantes de

fenugrec témoins.
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Figure 30 : Effet de la salinité sur la teneur en sucres solubles des feuilles et des racines des

plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les lettres indiquent les

différences significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).
111.2.9. Effet de la salinité sur la teneur en proline

Au niveau des feuilles de plantes de fenugrec, la salinité n’induit aucune variation

significative de la proline libre (Fig. 31).

A I’inverse, au niveau des racines, sous I’effet de la forte concentration en sel (200 mM), la
teneur en proline au niveau racinaire augmente de maniere significative. En effet, la teneur en
proline racinaire chez les plantes témoins est de 0,7 + 0,01 umol.g™* MVS. Celle-ci augmente
chez les plantes traitées avec 200 mM de NaCl pour atteindre 1,2 + 0,22 umol.g* MVS, ce
qui correspond a un pourcentage d’augmentation de 71%, comparativement aux plantes

témoins.
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Figure 31 : Effet de la salinité sur la teneur en proline au niveau des feuilles et des racines des

plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les lettres indiquent les

différences significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).

I11. 3. Effet de la salinité sur I’intégrité membranaire
111.3.1. Teneur en malondialdéhyde (MDA)

Le MDA, produit de la peroxydation des lipides membranaires est utilisé comme biomarqueur

du niveau de dégradation des membranes cellulaires et de I’état de stress.

Au niveau des feuilles des plantes de fenugrec soumises a la contrainte saline, la teneur en

MDA augmente de maniere significative comparativement aux plantes témoins (Fig. 32).

Cette teneur s'‘éléve significativement pour atteindre 1.9 + 0.46 nmol.g? MVS et
2.3 £ 0.22 nmol.g* MVS respectivement sous I’effet de 100 mM et 200 mM de NacCl, soient
72 % et 109 % d’augmentation par rapport au témoin (1.1 + 0.32 nmol.g™* MVS).
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Figure 32 : Effet de la salinité sur la teneur en MDA des feuilles des plantes de Fenugrec

agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 4). Les lettres indiquent les différences significatives

entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).
111.3.2. Efflux d’électrolytes

La fuite des électrolytes représente également un critere d’estimation de I’intégrité
membranaire. La figure 33, illustre les variations de la fuite des électrolytes observées chez
les plantes de fenugrec soumises a la contrainte saline. Dans nos conditions

d'expérimentation, la fuite relative d’électrolytes présente le méme profil que celui du MDA.

En effet, chez les plantes témoins, la fuite des électrolytes est de 51% ; une augmentation
significative de la fuite d’électrolytes est observée chez les plantes traitées respectivement
avec 100 mM et 200 mM de NaCl. Les pourcentages d’augmentation sont respectivement de
55% et 82%.
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Figure 33 : Effet de la salinité sur la fuite relative d’électrolytes des feuilles des plantes de

Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 5). Les lettres indiquent les différences

significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).

I11. 4. Effet de la salinité sur les activités enzymatiques du systéme antioxydant
I11. 4. 1. Activité de la catalase

Chez les plantes témoins, I’activité catalase est de 0,016 + 0,004 nmole.mint.mg? de
protéines (Fig. 34). Chez les plantes soumises a 100 mM et 200 mM de NaCl, I’activité de la
catalase augmente respectivement a 0,041 + 0,003 nmole.mint.mg? de protéines et
0,032 + 0,003 nmole.mintmg? de protéines. L’étude statistique révéle que cette

augmentation de l'activité catalase est significative.
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Figure 34 : Effet de la salinité sur I’activité de la catalase des feuilles des plantes de Fenugrec

ageées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les lettres indiquent les différences significatives

entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).

I11. 4. 2. Activité de I'ascorbate peroxydase cytosolique

An niveau des feuilles des plantes témoins, I’activité ascorbate peroxydase cytosolique (APX)
est de 34,03 + 3,38 nmole.minlmg? de protéines (Fig. 35), celle-ci passe a
39,62 + 11,38 nmole.min.mg de protéines et 89,81 + 23,85 nmole.min"t.mg? de protéines
chez les plantes stressees avec les concentrations respectives 100 mM et 200 mM de NaCl, ce

qui correspond aux pourcentages d’augmentation de 16 % et 164 %.
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Figure 35 : Effet de la salinité sur I’activité de l'ascorbate peroxydase cytosolique au niveau

des feuilles des plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les

lettres indiquent les différences significatives entre les traitements et le témoin : P < 0.05).
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I11. 5. Effet de la salinité sur la composition en macro et micronutriments des plantes de

fenugrec
Les plantes peuvent manifester un désequilibre ionique sous I’effet d’une contrainte saline.

Nos résultats montrent que la salinité provoque une diminution des teneurs en macro et

micronutriments au niveau des feuilles et des racines des plantes de fenugrec (Tab. 8).

Au niveau des feuilles, la teneur en Ca?* foliaire diminue de maniére significative de 30% et
55%, respectivement chez les plantes traitées avec 100 mM et 200 mM de NaCl. Une

diminution similaire est observée au niveau des racines.

Les deux concentrations salines diminuent la teneur en K*, Mg?* et Fe?* au niveau des feuilles
et des racines des plantes de fenugrec, alors que la teneur en P augmente chez les plantes
traitées avec 200 mM de NaCl. La teneur en S diminue avec I’augmentation des
concentrations salines au niveau des feuilles des plantes de fenugrec alors qu’elle augmente
au niveau des racines des plantes traitées avec 200 mM de NaCl. La teneur en Mn?* diminue
au niveau des feuilles des plantes stressées mais augmente au niveau des racines des plantes
stressées avec 200 mM de NaCl. La teneur en B diminue au niveau des feuilles sous I’effet
des conditions salines, alors qu’elle augmente significativement au niveau des racines des

plantes stressees.

La salinité n’a aucun effet sur la teneur foliaire en Zn?* par contre la teneur en Zn?* racinaire

diminue significativement avec I’augmentation de la salinité.

La teneur en Na* augmente de maniére significative au niveau des plantes stressées avec
I’augmentation des concentrations en NaCl ; la teneur en Na* foliaire des plantes de fenugrec
témoins est de 4,03 + 0,21 mg-g* MVS. Cette teneur augmente chez les plantes traitées avec
100 mM et 200 mM de NaCl pour atteindre respectivement, 22,87 + 0,67 mg-g* MVS et
23,53 + 1,42 mg-g* MVS; Soit une teneur 5 fois plus élevée que chez les plantes de fenugrec

témoins.
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Au niveau racinaire, la teneur en Na* chez les plantes témoins est de 6,83 + 0,35 mg-g* MVS.
Cette teneur augmente pour atteindre 23,47 + 0,67 mg-g* MVS et 30,90 + 1,61 mg-g* MVS
respectivement sous I’effet de 100 mM et 200 mM de NaCl. Cela correspond a une

augmentation 4-5 fois plus élevée que chez les plantes témoins.

Tableau 8 : Effet de la salinité sur la teneur en micro et macronutriments au niveau des

feuilles et des racines des plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes

(n = 3). Les lettres indiquent les différences significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).

Témoin 100mM 200mM
Feuille Racine Feuille Racine Feuille Racine
Ca?* 1443+02la 6.10+1.3la  10.13+0.29p 4.03+0.12b' 6.53+021c  3.07 +0.250'
. K* 4997+0.15a 6390+2.75a 31.77+122b 59.33+1.16a° 28.33+1.14c 47.67+1.37b'
Macronutriments
Mg?* 1527+0.12a 29.63+1.33a 1237+059 16.10+0.95b' 9.90+046c  7.33 % 0.40C'
Na* 4.03+02l1b  6.83+0.35¢c  22.87+0.67a 23.47+0.67b 2353+1.42a 30.90 + 1.61a
(mg.g* MVS)
S 467+021a  7.93+040b° 290+0.20b 7.90+0.36b" 3.27+0.06b  9.63 + 0.46a'
P 580+1.06b  3.13+0.23b°  413+0.15b 3.47+021b' 883+1.36a 3.73+0.06a
Mn?  0.22+0.00a  045+0.02b° 0.20+0.00b 0.32+0.04c 0.21+0.00ab  0.69 +0.02a'
Micronutriments B 0.06 £0.00a 0.005+0.000b 0.05+0.00c 0.01+0.00a 0.06+0.00b 0.01:+0.00a
Fe?* 019+00la 16.60+128a 0.13+0.00b 4.72+0.40b' 0.11+00lc  1.68+0.15¢
(mg.g™* MVS) Zn?*  0.01+0.00a  0.03+0.00a  001+0.00a 0.01+000b' 0.01+0.00a 0.01+0.00b'
Al 0.05+0.0l1b 11.95+0.63a° 0.05+0.00b 4.17+051b" 0.11+0.03a  1.37 +0.06¢

- Effet de la salinité sur le rapport K*/Na* et Ca**/Na*:

Le rapport K*/Na*" foliaire chez les plantes de fenugrec témoins est de 12,41 + 0,66. Ce
rapport diminue de 88% et 90%, respectivement chez les plantes traitées avec 100 mM et
200 mM de NaCl. Cette diminution est due a une baisse de la teneur en K* sous I'effet de
100 mM (31.77 + 1.22 mg.g™t MVS) et 200 mM (28.33 + 1.14 mg.g™ MVS) de NaCl. Alors
que, la teneur en Na* augmente sous I'effet de ces deux concentrations de NaCl. Le rapport
Ca*?/Na* foliaire diminue également sous I’effet de la salinité chez les plantes de fenugrec
soumises a la salinité comparativement aux plantes témoins. Le pourcentage de réduction est

de 87% et 92% respectivement chez les plantes traitées avec 100 mM et 200 mM de NaCl.
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Cette diminution est due a une baisse de la teneur en Ca*? sous l'effet de 100 mM
(10.13 + 0.29 mg.g* MVS) et 200 mM (6.53 + 0.21 mg.g* MVS) de NaCl, cependant la
teneur en Na* foliaire augmente sous l'effet de la salinité. Chez les plantes de fenugrec
témoins, le rapport K*/Ca?* foliaire est de 3,46 + 0,04. Ce rapport augmente de maniére
significative chez les plantes traitées avec 200 mM de NaCl pour atteindre 4,34 + 0,31, ce qui
correspond a un pourcentage d’augmentation de 25%. Cela est du a une diminution plus
importante de la teneur en Ca?* foliaire comparativement a la diminution de la teneur en K*

foliaire.

Tableau 9 : Rapport K*/Na*,Ca*?/Na‘et K*/Ca?**au niveau des feuilles des plantes de

Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les lettres indiquent les différences

significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).

Témoin 100 mM 200 mM
K*/Na* 12,41 + 0,66a 1,39 + 0,08b 1,21 +0,12b
Ca*?/Na* 03,59 £ 0,22a 0,44 +0,02b 0,28 £ 0,01b
K*/Ca?* 03,46 £0,04 b 3,13+0,08 b 4,34 +0,31a

111.6. Effet de la salinité sur le profil hormonal des plantes de fenugrec
La salinité peut entrainer des modifications dans la balance hormonale des plantes.

La teneur en tZ (trans-zéatine) foliaire des plantes témoins est de 7,53 + 0,47 ng.g’t MVS (Fig.
36). Cette teneur diminue significativement sous I’effet de 100 mM et 200 mM de NaCl et
atteint respectivement, 2,64 + 0,25 ng.gt MVS et 5,03 + 1,32 ng.g* MVS. Cette baisse est

respectivement de 65 % et 33 %.

Au niveau racinaire, aucune variation de la teneur en tZ n’a été observée chez les plantes de

fenugrec traitées avec le NaCl comparativement aux plantes témoins.
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Figure 36 : Effet de la salinité sur la teneur en trans-zéatine au niveau des feuilles et des

racines des plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les lettres

indiquent les différences significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).

La teneur en isopentenyladenine ou iP reste inchangée au niveau des feuilles des plantes de

fenugrec sous I’effet de 100mM et 200 mM de NaCl (Fig. 37). Au niveau des racines, la

teneur en iP est de 0,360 + 0,01 ng.g*MVS. Cette teneur diminue significativement et atteint
0,031+ 0,01 ng.g* MVS et 0,007+ 0,001 ng.g* MVS respectivement chez les plantes traitées

avec 100 mM et 200 mM de NaCl, ce qui correspond a un pourcentage de réduction de 91%

et 98%.
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Figure 37 : Effet de la salinité sur la teneur en isopentényladenine au niveau des feuilles et

des racines des plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les

lettres indiquent les différences significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).
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La teneur en cytokinines actives (tZ+iP) foliaires chez les plantes témoins est de
7,5 + 0,47 ng.g* MVS (Fig. 38). Cette teneur diminue chez les plantes traitées avec 100 mM
et 200 mM de NaCl et atteint respectivement, 2,6 + 0,25 ng.g* MVS et 5 + 1,23 ng.gt MVS.

Les pourcentages de réduction sont respectivement de 65% et 33,5%.

La teneur en cytokinines (tZ+iP) racinaires des plantes traitées par le sel aux deux

concentrations utilisées n’est pas affectée comparativement aux plantes témoins.
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Figure 38 : Effet de la salinité sur la teneur en cytokinines au niveau des feuilles et des

racines des plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les lettres

indiquent les différences significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).

La teneur en acide aminocyclopropane-1-carboxylique ou ACC, précurseur de I’éthyléne, ne
varie pas chez les plantes de fenugrec soumises a la salinité comparativement aux plantes
témoins (Fig. 39). Par contre, au niveau des racines, la teneur en ACC chez les plantes traitées
avec 200 mM de NaCl augmente de maniere significative ; elle est 4 fois plus élevée que celle
des plantes témoins. En effet la quantité de cette hormone passe de 0,77 + 0,16 ng.g*MVS
chez les plantes témoins a 3,23 + 0,82 ng.g* MVS chez les plantes soumises a 200 mM de
NaCl.
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Figure 39 : Effet de la salinité sur la teneur en ACC (précurseur de I’éthyléne) au niveau des

feuilles et des racines des plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n =

3). Les lettres indiquent les différences significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).

La teneur en acide indolacétique ou AIA est plus élevée au niveau des racines qu’au niveau
des feuilles, mais aucune variation n’est observée chez les plantes traitées avec la salinité

comparativement aux plantes témoins (Fig. 40).

o 0204 M Feuille
o ' .
= a
3 0,16 - IRacine
[} 1
i 2
T3> 012 -
= S .
- a
S 2 0,08 - I
© o
g —
ot 0,04 - ' ‘
@ i |
g et ——
& 0,00 | | |
Témoin 100 200
Concentrations en NaCl (mM)

Figure 40 : Effet de la salinité sur la teneur en acide indole acétique au niveau des feuilles et

des racines des plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les

lettres indiquent les différences significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).
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La teneur en acide abscissique ou ABA foliaire augmente chez les plantes soumises a la
contrainte saline (Fig. 41). Cette teneur est 3 fois plus élevée sous I’effet de 100 mM de NaCl
et 5 fois plus élevée sous I’effet de 200 mM de NaCl. En effet, la teneur en ABA foliaire chez
les plantes témoin est de 0,33 + 0,11 ng.g*MVS alors que chez les plantes traitées avec 100
mM et 200 mM de NaCl elle atteint respectivement, 1,10 = 0,22 ng.gMVS et
1,64 + 0,11 ng.gMVS.

La teneur en acide abscissique racinaire ne varie pas chez les plantes de fenugrec traitées avec

le sel comparativement aux plantes témoins.
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Figure 41 : Effet de la salinité sur la teneur en acide abscissique au niveau des feuilles et des

racines des plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les lettres

indiquent les différences significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).

La teneur en Acide gibbérelligue ou AG diminue de maniére significative au niveau des

feuilles et des racines chez les plantes de Fenugrec soumises a la salinite (Fig. 42).

La teneur en AGs foliaire des plantes témoins est de 0,0034 + 0,0006 ng.g*MVS. Cette teneur
diminue de 23,5% chez les plantes traitées avec 100 mM de NaCl et cette hormone n’est plus

détectée chez les plantes traitées avec 200 mM de NaCl.

Au niveau racinaire, la teneur en AGs chez les plantes témoins est de 1,05 + 0,34 ng.g* MVS.
Cette teneur diminue pour atteindre 0,21 + 0,09 ng.g* MVS et 0,01 + 0,002 ng.g* MVS,
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respectivement chez les plantes soumises a 100 mM et 200 mM de NaCl. Cela correspond a

des pourcentages de réduction respectifs de 80% et 99%.
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Figure 42 : Effet de la salinité sur la teneur en acide gibbeérellique au niveau des feuilles et

des racines des plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les

lettres indiquent les différences significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).

La salinité induit une augmentation de la teneur en acide jasmonique foliaire seulement chez
les plantes soumises a une concentration de 200 mM de NaCl (Fig. 43). Chez les plantes
témoins la teneur en AJ est de 12 + 0,86 ng.gt MVS, elle atteint 17 + 1,41 ng.g™* MVS sous

I'effet du sel ce qui correspond a un pourcentage d’augmentation de 29%.

La teneur en acide jasmonique racinaire des plantules témoins est de 13 + 2,95 ng.g* MVS.
Cette teneur augmente sous I’effet de 100 mM de NaCl et atteint 24 + 3,97 ng.g* MVS
correspondant a un pourcentage d’augmentation de 84% mais ne varie pas chez les plantes de

fenugrec traitées avec 200 mM de NacCl.
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Figure 43 : Effet de la salinité sur la teneur en acide jasmonique au niveau des feuilles et des

racines des plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les lettres

indiquent les différences significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).

La teneur en acide salicylique foliaire chez les plantes de fenugrec témoins est de
0,21 + 0,02 ng.g* MVS (Fig. 44). Cette teneur augmente de maniére significative chez les
plantes traitées avec 100 mM de NaCl et atteint 0,53 + 0,15 ng.g”t MVS. Cependant, aucun
changement n’a été observé chez les plantes soumises a 200 mM de NaCl comparativement

aux plantes témoins.

La teneur en acide salicylique racinaire est de 0,43 + 0,02 ng.g™t MVS. Cette teneur augmente
3 fois plus au niveau des racines des plantes traitées avec 100 mM de NaCl comparativement
aux plantes témoins, elle atteint 1,26 + 0,17 ng.g™ MVS. Par contre cette teneur ne semble pas

étre affectée chez les plantes traitées avec 200 mM de NaCl.
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Figure 44 : Effet de la salinité sur la teneur en acide salicylique au niveau des feuilles et des

racines des plantes de Fenugrec agées de 50 jours. Les valeurs sont les moyennes (n = 3). Les lettres

indiquent les différences significatives entre les traitements et le témoin : (P < 0.05).
I11.7. Analyse en composantes principales (ACP)

Afin d’évaluer le degré de divergence entre les paramétres étudiés chez les plantes de
fenugrec sous I’effet de la contrainte saline, une analyse en composantes principales (ACP) a

été realisée (Fig. 45).

Seuls les deux premiers axes de I’ACP expriment 80,6 % de la variabilité. L’axe 1
(Composante 1) représente 57,1 % de la variation, cet axe associe les parametres suivants :
APX (Ascorbate peroxydase), MDA (Manolyldialdehyde), catalase, Na_F (Na* foliaire),
Na_R (Na" racinaire), ABA _F (Acide abscissique foliaire), Prol_R (Proline racinaire),

Sucre_R (sucre racinaire) et AJ_F (Acide jasmonique foliaire) du cété négatif de I’axe 1.

Du coté positif de I’axe 1 sont associés les paramétres suivants : Sucre_F (sucre foliaire), K_F
(K* foliaire), K_R (K* racinaire), AGs_R (Acide gibbérellique racinaire), AGs_F (Acide
gibbérellique foliaire), CT (Chlorophylle totale), TRE (teneur relative en eau), CS
(conductance stomatique), LPA (Longueur de la partie aérienne), NF (Nombre de feuilles), SF
(Surface foliaire), ACC_F (acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique foliaire), MST (masse
séche totale), MSPA (masse séche de la partie aérienne), Ca_F (Ca?* foliaire) et Ca_R (Ca®**

racinaire).
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L’axe 2 a expliqué 23,5% de la variation, et definit les variables suivantes : AS_R (Acide
salicylique racinaire), AS_F (Acide salicylique foliaire), JA_R (Acide jasmonique racinaire)
du c6té positif de I’axe 2. Du cOté négatif de I’axe 2 sont représentés les variables CKs_R

(Cytokinines racinaires) et CKs_F (Cytokinines foliaires).
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Figure 45 : Analyse en composantes principales (ACP) représentant les corrélations entre les

différents parametres étudiés chez les plantes de fenugrec soumises a la contrainte saline.
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Le fenugrec est une espece de 1égumineuse annuelle cultivée dans plusieurs régions du
monde en raison de son intérét commercial comme source d’une diversité de substances
phytochimiques (Petropoulos, 2002). Afin de satisfaire les besoins croissants de 1’industrie
pharmaceutique, beaucoup de plantes médicinales comme le fenugrec ont besoin d’étre
cultivées a [I’échelle commerciale, mais la salinit¢é des sols et les autres facteurs
environnementaux peuvent représenter un sérieux probléme pour la production de ces plantes
(Qureshi et al., 2005). Le stress salin est un probléme environnemental d’actualité et un
facteur important pouvant limiter la production agricole. Les plantes répondent a ce stress
abiotique par des interactions complexes mettant en jeu des modifications morphologiques et

physiologiques (le statut hydrique, la photosynthése et 1’équilibre nutritionnel et hormonal).

Il est admis que a quantité¢ de sel dans le sol que les plantes peuvent supporter sans
grands dommages pour leur culture varie avec les familles, les genres, les espéces mais aussi

les variétés.

Le stress salin engendre un effet dépressif sur la croissance et le développement chez

la majorité des plantes cultivées (Munns et al., 1995).

Nos résultats montrent que le stress salin entraine une diminution de la surface foliaire
totale, du nombre de feuilles et de 1'élongation de la partie aérienne des plantes de fenugrec
(Fig. 46). Nos résultats sont en accord avec ceux de Assadi (2009) qui a observé une
réduction de la croissance de la partie aérienne des plantes de fenugrec sous l'effet d'une

concentration en sel de 200 mM.

La réduction de la croissance est l'une des premicres manifestations des plantes face
aux stress (Boyer, 1970; Saab et al., 1989). La diminution de la surface foliaire
(ralentissement de la croissance des feuilles ou la diminution de leur nombre et/ou leur
sénescence) est un mécanisme adaptatif qui permet de réduire la surface de transpiration

(Granier et al., 2000).
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Figure 46 : Schéma général récapitulatif de l'effet du stress salin sur les feuilles des plantes

de fenugrec Trigonella foenum graecum L.

D’aprés Hu et Schmidhalter (2004), la réduction de 1’élongation des feuilles sous
I’effet de la salinité peut étre associée a une diminution de 1’extensibilité de la paroi cellulaire.
En effet, une accumulation excessive en Na' au niveau de la paroi cellulaire végétale
provoque une modification des propriétés de celle-ci en réduisant la cohésion des composants

pariétaux, ce qui meéne a un ralentissement de I'¢longation cellulaire (Byrt et al. 2018).

La diminution du nombre de feuilles et de la surface foliaire pourrait étre due a une
accumulation du Na™ au niveau de la paroi cellulaire ou au niveau du cytoplasme des feuilles
quand la vacuole n’arrive plus a séquestrer le sel, en particulier aux fortes concentrations (200
mM de NaCl) (Munns, 2002). En effet, une corrélation significative et négative a été observée
entre la surface foliaire (r = -0.879""), I'élongation de la partie aérienne (r = -0.794") et la
teneur en Na' foliaire. La diminution du nombre de feuilles et de la surface foliaire pourrait

s'expliquer également par une inhibition du prélévement a partir du sol des éléments minéraux
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et de leur assimilation a I'augmentation de la pression osmotique du milieu engendrée par le

sel (Munns et al., 1995).

La réduction de la surface foliaire peut étre considérée comme un mécanisme
d'évitement par la plante stressée, qui minimise la perte d'eau par transpiration, et limite

l'accumulation des ions Na" au niveau des feuilles (Munns et Tester, 2008).

La masse séche et la masse fraiche des plantes sont considérées parmi les critéres les
plus déterminants dans la réponse des plantes aux stress salin (Munns, 2005). Nos résultats
montrent une légére diminution de la masse séche et fraiche des plantes de fenugrec sous
l'effet du stress salin. Ces résultats sont en accord avec ceux de Babar et al. (2014) qui ont
montré une diminution significative de la biomasse de plantes de fenugrec sous l'effet de

100 mM de NaCl.

Le rapport de la masse séche de la racine / la masse seche de la partie aérienne
augmente chez les plantes soumises a 100 mM de NaCl. Cela est du a une diminution plus
importante de la masse séche de la partie aérienne par rapport a celle de la partie racinaire
sous l'effet de la concentration modérée de sel (100 mM). D'apres Zhu (2001), la réduction de
la partie aérienne est une stratégie adaptative nécessaire a la survie des plantes soumises au
stress abiotique. Par contre ce rapport diminue de maniere significative chez les plantes

soumises a 200 mM de NaCl suite a une forte diminution de la partie racinaire.

La teneur relative en eau (TRE) est un paramétre largement utilisé pour évaluer le
statut hydrique de la plante face a un stress abiotique (Munns et al., 2006). D'aprés nos
résultats, la TRE diminue sous I'effet de la salinité chez les plantes de fenugrec. En condition
de salinité, I’accumulation des ions au niveau de la zone racinaire inhibe 1’absorption de 1’eau

menant ainsi a une sécheresse physiologique et donc a la diminution de la TRE.

Le déficit hydrique engendré par le stress salin induit une diminution du potentiel de
turgescence qui affecte a son tour I’expansion des feuilles (Nayidu et al., 2013) et la division
cellulaire (Munns et Tester, 2008) ce qui se traduit par une diminution de la surface foliaire
totale et du nombre de feuilles des plantes. En effet, une corrélation positive est observée
entre la surface foliaire totale (r = 0.8817"), le nombre de feuilles (r = 0.822™") et la TRE. La

diminution de ces parameétres favorise la rétention des ions toxiques au niveau des racines,
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limitant ainsi I’accumulation de ces ions au niveau de la partie aérienne de la plante (Munns et

Tester, 2008).

La photosynthése est considérée comme l'un des facteurs physiologiques les plus
importants reflétant la sensibilité d'une plante a la contrainte environnementale (Chaves et al.,
2009). Dans cette étude, nous avons constaté que le stress salin fait diminuer tous les
parametres liés a la photosynthése chez les plantes de fenugrec (teneur en pigments
photosynthétiques, la conductance stomatique et le taux de transpiration) excepté le taux

photosynthétique.

D'aprés nos résultats, les teneurs en chlorophylles totales et en caroténoides sont
corrélées négativement avec les teneurs en Na' foliaire. Nos résultats sont en accord avec
ceux trouvés par Al-Saady et al. (2012) et Hafsi et al. (2017) respectivement chez le
Trigonella foenum graecum et Sulla carnosa sous l'effet de la salinité. La diminution de la
teneur en chlorophylles peut étre due a une inhibition de leur synthése et/ou a une activation
de leur dégradation par les chlorophyllases (Santos, 2004). Elle peut étre due a une réduction
de I'absorption de minéraux tels que le Mg?", principal constituant des chlorophylles, suite a
un effet antagoniste du Na* sur l'absorption de Mg?* (Wu et al., 2010) ou a une diminution en

Fer, catalyseur des enzymes intervenant dans la biosynthése des chlorophylles.

En effet, une diminution de la teneur en ions Mg?" foliaire et racinaire a été observée

chez les plantes de fenugrec en fonction de I'augmentation des concentrations de sel.

Le rapport Chla/Chlb ne varie pas sous l'effet de la salinité¢ chez les plantes de
fenugrec, ce qui peut s'expliquer par le fait que les chlorophylles a et b diminuent de maniére

similaire.

La teneur en caroténoides des plantes de fenugrec diminue sous l'effet de la salinité.
Cette baisse peut €tre due a une réorientation du métabolisme vers une synthése d'ABA au
niveau des feuilles. En effet, une corrélation négative est observée entre la teneur en ABA
foliaire et la teneur en caroténoides. L’acide abscissique est un produit issu des caroténoides.
Le B-carotene est synthétisé dans le chloroplaste a partir de deux molécules de GGPP (géranyl
géranyl pyrophosphate), formant un intermédiaire, le phytoéne, qui aprés désaturation, donne

la molécule de P-Caroténe. Sous l'action de la B-caroténe hydroxylase, ce composé est
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transformé en zéaxanthine, premiere xanthophylle spécifique de la voie de biosynthése de

I’ABA (Nisar et al., 2015).

En outre, cette baisse peut étre due a la dégradation des caroténoides suite au stress
oxydatif induit par la salinit¢ qui peut étre considéré comme un agent potentiellement
endommageant puisque les chloroplastes sont les principaux sites de formation des ROS (en

particulier Oz et '02) (Yamane et al., 2012).

D'aprés nos résultats, une augmentation de la photosynthese nette sous les conditions
salines est observée chez les plantes de fenugrec stressées malgré une réduction de la
conductance stomatique et du taux de transpiration. D’aprés certaines études réalisées sur des
plantes soumises a un stress hydrique, il existerait des mécanismes de régulation permettant
de maintenir la photosynthése sous 1’effet du stress, telles que, la régulation ionique et la

balance hormonale (Lawlor et Cornic, 2002 ; Albacete et al., 2015).

Nos résultats montrent une corrélation négative entre la concentration en pigments
photosynthétiques et le taux photosynthétique chez les plantes de fenugrec exposées a la
salinité¢. Selon Liinchli et Grattan, (2012), la photosynthése ne semble pas étre le seul
paramétre déterminant de la croissance des plantes sous 1’effet d’un stress salin chez plusieurs
plantes agronomiques. D'aprés Medrano et al. (2002), la conductance stomatique, le taux de
transpiration et la disponibilit¢ du CO2 sont également impliqués dans la réponse des plantes

face a un stress.

La diminution de la conductance stomatique représente un mécanisme d'adaptation ou
de résistance (en fonction de sévérité et/ou de la durée du stress) pour faire face a la salinité,
en réduisant le transport du sel vers les feuilles augmentant ainsi leur longévité (Koyro, 2006

et Alvarez et Sanchez-Blanco, 2015).

Nos résultats montrent une diminution de la conductance stomatique et du taux de
transpiration qui est en contradiction avec la diminution de la TRE. Cette contradiction a été
observée par Lassouane et al. (2016) chez Parkinsonia aculeata sous ’effet d’un stress
hydrique. D’aprés Medrano et al. (2002), cela serait probablement di a I’influence du stress

osmotique sur la régulation stomatique.
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La diminution de la conductance stomate et de la transpiration affecte la diffusion du
CO2 dans les feuilles ce qui a comme conséquence une diminution de la disponibilité de la
teneur en CO2 pour la RubisCo. Cela peut engendrer une augmentation de la photorespiration
et une augmentation de production d'H202 au niveau du peroxysome ce qui expliquerait
I'augmentation de l'activité catalase. En effet, nous avons observé une corrélation négative
entre la conductance stomatique et l'activité catalase (r = - 0.493) des plantes de fenugrec
stressées a été obtenue, ce qui suggérerait l'existence d'une relation entre l'activité catalase et

la conductance stomatique.

La relation entre la salinité et la nutrition minérale est trés complexe, ce qui peut
modifier et altérer la disponibilité et la compétition/transport des macro/micro nutriments au
sein de la plante. Nos résultats ont montré une accumulation excessive des ions Na" au niveau
de la partie aérienne et de la partie racinaire des plantes de fenugrec sous l'effet de la salinité

atteignant des concentrations 5 fois plus élevées que chez les plantes de fenugrec témoins.

Les résultats obtenus montrent que 1'accumulation de Na* est équivalente au niveau
des feuilles et des racines sous l'effet de 100 mM de NaCl, alors que sous l'effet de 200 mM
de NaCl, l'accumulation de Na® est plus importante dans les racines comparativement aux
feuilles. Cette distribution du Na" au niveau des différents organes de la plante laisse indiquer
que le fenugrec est une plante qui utilise la stratégie des plantes de type includer et des plantes
de type excluder. En effet, chez les plantes includers les flux de sodium sont essentiellement
ascendants, et le sel est accumulé dans les parties aériennes au niveau des vacuoles par contre
chez les plantes excluders, le sodium présents dans les feuilles est re-circulé vers les racines

pour y étre stocké ou rejeté (Levigneron et al., 1995).

Une accumulation excessive du Na” et du CI™ a I’intérieur et a I’extérieur de la plante
peut affecter I’homéostasie ionique des éléments essentiels, ce qui cause une déficience ou un
déséquilibre nutritionnel dus a une compétition du Na" avec des ions nutritionnels tels que,
les ions K, Ca?", P, Fe*" et le Mg?" (Naeem et al., 2010). Une corrélation négative est
observée entre la teneur en Na* foliaire et la majorité des macro et micronutriments analysés.
Les résultats obtenus indiquent que le stress salin affecte la nutrition minérale chez les plantes

de fenugrec suite a une perturbation de 1'absorption racinaire dans le sol.

D'aprés nos résultats, le rapport K'/Na*, Ca?**/Na* diminuent chez les plantes de

fenugrec sous l'effet du stress salin suite a l'accumulation des ions Na' mais aussi la
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diminution des ions K et Ca*'. Nos résultats sont en accord avec ceux retrouvés chez la
tomate (Ghanem et al., 2008) et chez Cordyline fructicosa (Lao et Plaza, 2013). La
diminution des ions K' et Ca®>" en présence de NaCl, pourrait étre expliquée par une
compétition entre ces ions et les ions Na* pour les mémes sites de fixation apoplastiques

(Haoula et al., 2006).

La diminution de la teneur en Ca®" et en K' est associée a une réduction de la
croissance des plantes (Vadez-Aguilar et al., 2009). Nos résultats montrent une corrélation
positive entre la teneur en K foliaire et la surface foliaire (r = 0.890"). De méme, une
corrélation positive est obtenue entre la teneur en Ca®" foliaire et la surface foliaire

(r=0.856").

Le phosphore est un macroélément essentiel pour les plantes, il intervient dans
plusieurs processus métaboliques tels que le transfert d'énergie, la transduction du signal, la
biosynthése des macromolécules, la photosynthése et la respiration (Raghothama et
Karthikeyan, 2005). D'aprés nos résultats, I'augmentation des teneurs en phosphore sous
l'effet de la forte concentration de sel (200 mM) est associée a une diminution de la croissance
chez les plantes de fenugrec. D'aprés des travaux antérieurs une déficience en P réduit la

conductance hydrique des racines et le potentiel hydrique de la plante enticre (Li et al., 2009).

L’accumulation significative du Na" au niveau de la partie aérienne des plantes de
fenugrec confrontées au sel, est due a une augmentation du transport de cet ion des racines
vers la partie aérienne, provoquant ainsi une baisse du taux des pigments photosynthétiques
des plantes de fenugrec. Nos résultats montrent une corrélation négative entre la teneur en Na*

foliaire et les chlorophylles totales (r= -0.867"").

L'accumulation des sucres chez les plantes a été largement rapportée comme une
réponse a la salinité (Ashraf et Harris, 2004). Les sucres jouent un rdéle important dans la
régulation de I’expression des génes impliqués dans certains processus métaboliques tels que,

la photosynthése, la respiration et le métabolisme des carbohydrates (Hare et al., 1998).

D'aprés nos résultats, une augmentation des sucres solubles est observée au niveau de
la partie racinaire des plantes stressées. La teneur élevée en sucres solubles au niveau des

racines pourrait étre due a une limitation de leur utilisation suite & un ralentissement de la
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croissance (Lawlor, 2002). Ces sucres pourraient provenir d’une modification d'activités

enzymatiques liées au métabolisme glucidique (Dubey Singh, 1999).

Cependant, une diminution des sucres solubles est observée au niveau des feuilles
malgré une augmentation du taux photosynthétique. L’accumulation des sucres notée au
niveau des racines chez les plantes soumises a la contrainte saline pourrait étre liée a un
transfert plus important de ces derniers de 1’organe source (feuille) vers 1’organe puits
(racine). Ces sucres serviraient a la fourniture d’énergie nécessaire a la croissance racinaire et

a la fourniture d’énergie nécessaire au processus d’absorption/exclusion des ions sodium.

Sous l'effet d'une contrainte saline, les plantes synthétisent des acides aminés tels que
la proline afin d'effectuer un ajustement osmotique de leur contenu cellulaire (Ashraf et

McNeilly, 2004).

Nos résultats ont montré une augmentation de la teneur en proline au niveau des
racines des plantes traitées avec la concentration en sel de 200 mM. Cette augmentation
pourrait étre due a une accumulation de cet acide aminé suite a une activation de sa
biosynthése et de la répression de son catabolisme dans la mitochondrie. En conditions de
stress, I’accumulation de la proline est corrélée a 1’activation des enzymes impliquées dans sa
biosynthese, la delta 1-pyrroline-5-carboxylate synthétase (PSCS: gamma-glutamyl kinase)
ainsi qu’a I’inhibition de la proline déshydrogénase (ProDH) qui est par contre impliquée dans

le catabolisme de cet acide aminé (Ben Rejeb et al., 2014).

Au niveau des feuilles des plantes de fenugrec confrontées au sel, aucune variation de
la teneur en proline n’est observée. Ce résultat est en désaccords avec les nombreux travaux
qui rapportent une augmentation de la teneur en proline en condition de stress (Misra et
Gupta, 2005; Wang et al., 2015). Cependant, Al-Saady et al. (2012), ont montré que sous
l'effet 10 dS.m™! (80 mM) de NaCl la teneur en proline diminue au niveau des feuilles. Il se
pourrait que les plantes de fenugrec stressées accumulent au niveau des feuilles un autre type

d’osmolyte telle que la glycine bétaine.

Afin d'évaluer I'état du stress salin chez les plantes de fenugrec, nous avons dosé le
MDA considéré comme le produit final de la peroxydation des lipides (Meller et al., 2007).
Une peroxydation lipidique sévére mene a des dommages membranaires, avec une perte de

leur fonction de barriére, suivis par la désintégration des organites, 1’oxydation et le
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disfonctionnement des protéines et des acides nucléiques (Halliwell et Gutteridge, 1999;

Farmer et Mueller, 2013).

Nos résultats montrent une augmentation de la concentration de MDA et de la fuite
d'¢lectrolytes chez les plantes de fenugrec stressées. Ces résultats sont en accord avec ceux de
Pour et al. (2014), qui ont observé que sous l'effet de la salinité, le taux de peroxydation les
lipides membranaires chez les plantes de fenugrec augmente significativement de 113% et
373%, comparativement aux plantes témoins, respectivement sous l'effet de 100 mM et

200 mM de NaCl.

L'augmentation de la teneur en MDA signifie que le stress oxydatif est installé ce qui
expliquerait la diminution des teneurs en chlorophylles totales chez les plantes de fenugrec.
En effet, la teneur en MDA est corrélée négativement et de manicre significative avec la

teneur en chlorophylles totales (r = - 0.672%).

Afin de se protéger des ROS du stress oxydatif induit par le sel, les plantes mettent en
place un systéme antioxydant enzymatique et non enzymatique (Xu et al., 2017 ; Farooq et al.,
2018). La détoxification des ROS par le systeme de défense antioxydatif est potentiellement

un critére de tolérance vis-a-vis du stress salin (Wang et al., 2016)

D’apres nos résultats, 1’activité des enzymes antioxydantes telles que la catalase et
l'ascorbate peroxydase cytosolique augmente de maniére significative sous 1’effet des deux
concentrations de sel appliquées, bien que la teneur en MDA foliaire chez les plantes de
fenugrec stressées augmente avec l’intensité du stress. Des résultats similaires ont été
observés chez Cassia angustifolia (Agarwal et Pandey, 2004) et Oryza sativa (Lee et al.,
2013). L’augmentation de I’activité de la catalase et de I’APX serait probablement un
caractére permettant de tolérer les dommages causés par la salinit¢ en réduisant la teneur
toxique en H202 formé au cours du métabolisme cellulaire assurant ainsi une protection contre
le stress oxydatif (Bor et al., 2003). La catalase présente une faible affinité (mM) pour le
H202, mais son activité est indispensable en condition de forte production des ROS (Abdallah

etal., 2016).

L’APX présente quant a elle une forte affinité (uM) pour le H202, elle permet de
réduire une accumulation excessive des ROS induite par le stress salin (Lu et al., 2007 ;

Bonifacio et al., 2016).
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Bien que les réponses des plantes aux stress abiotiques dépendent de divers facteurs,
les phytohormones sont considérées comme les substances endogeénes les plus importantes
pour moduler les réponses physiologiques et moléculaires pour la survie des plantes (Fahad et

al., 2015).

Selon Velitcukova et Fedina. (1998), les phytohormones sont considérées comme des
substances endogenes importantes et souvent impliquées dans les mécanismes de tolérance ou
de sensibilité des plantes. De ce fait, une des stratégies de défense des plantes face a une
contrainte environnementale, telle que la salinité, est le changement des teneurs et des ratios

des phytohormones endogenes.

Les CKs se présentent généralement a de fortes concentrations au niveau des régions
méristématiques et des tissus en croissance. Elles sont synthétisées principalement au niveau
des racines puis transportées vers la partie aérienne par le xyléme, elles jouent un role clé dans

la communication entre la racine et la partie aérienne (Dodd et al., 2004 ; Ko et al., 2014).

Dans notre étude, la salinité affecte les CKs actives en particulier la tZ, qui diminue au
niveau des feuilles, comme déja observé chez les plantes de tomates sous 1’effet de la salinité
(Albacete et al., 2008); cependant, aucun changement significatif n’a été observé au niveau

des racines.

Les CKs favorisent la croissance de la partie aérienne mais inhibent la croissance
racinaire (Thomas et al., 1995). Par contre, de faibles teneurs en CKs foliaires sous des
conditions salines peuvent étre a I’origine d’un ralentissement de la division cellulaire au
niveau des feuilles (Werner et al., 2001). En effet, la concentration en CKs actives foliaires est
positivement corrélée (r = 0.078) avec la masse séche de la partie aérienne par contre elle est
négativement corrélée (r = -0.337) avec la masse seéche racinaire, indiquant une fonction
inverse au niveau des deux parties aérienne et souterraine sous l’effet de la salinité.
L'inhibition de la croissance foliaire et la sénescence prématurée chez les plantes de tomate
cultivées en présence de sel ont été déja associées a une diminution des teneurs en CKs

actives dans la racine et a I'augmentation des taux d'ABA et d'ACC au niveau des feuilles et

des racines (Albacete et al., 2009).

Il est possible que les CKs soient impliquées dans la diminution de la tolérance a la

salinit¢ chez les plantes par une interaction antagoniste avec 1’hormone de stress, 1’acide
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abscissique (Javid et al., 2011). En effet, nos résultats montrent ne corrélation négative entre

la teneur en CKs foliaires et la teneur en acide abscissique foliaire (r = -0.540).

L'AIA joue un role clé dans la régulation des processus de croissance chez les plantes,
tels que 1'¢longation cellulaire et la dominance apicale (Wang et al., 2001). La salinité peut
influencer la teneur en AIA par l'altération de son métabolisme et de sa distribution au sein de

la plante (Shopfer et al., 2002).

Nos résultats montrent que la salinité ne provoque aucune modification significative
de la teneur en AIA au niveau de la plante entiére. D'aprés Ribaut et Pilet, (1994), une
augmentation en AIA est corrélée avec une diminution de la croissance en condition de stress.
Cependant, Sakhabutdinova et al. (2003) ont signalé¢ un déclin progressif des niveaux d'AIA

dans le systéme racinaire sous l'effet de la salinité.

D'apres Du et al. (2013) la variation des niveaux d’auxine peut affecter la synthése de

I'"ABA et le rapport auxine/ABA joue un rdle crucial dans les réponses aux divers stress.

L’éthyléne est une phytohormone gazeuse qui intervient dans plusieurs phases de
croissance et de développement des plantes, notamment la maturation des fruits, la sénescence
des fleurs et l'abscission des feuilles et des pétales (Upreti et Sharma, 2016). C'est une
substance trés importante impliquée dans la signalisation lors de stress abiotiques (Wi et al.,
2010). L’éthyléne diminue la teneur en chlorophylles, la teneur en réserve d’amidon et de
protéines et stimule un certain nombre d’enzymes hydrolytiques telles que les
chlorophyllases, les pectinases et les cellulases (Ferrante et Francini, 2006). Son role dans la
tolérance a la salinité a ét¢ déja étudié par Khan et al. (2012) et Igbal et al. (2013). Sous I’effet

d’un stress salin, la production d’éthyléne augmente chez les plantes (Morgan et Drew, 1997).

Nous avons observé une élévation de la teneur en ACC précurseur de 1’éthyléne au
niveau des racines des plantes de fenugrec concomitante & une réduction de la croissance de
ces derniéres (racines). Nos résultats sont en accord avec ceux de Albacete et al. (2008) qui
ont montré une augmentation de la concentration de I’ACC racinaire ayant comme
conséquence 1’inhibition de la croissance des racines des plantes de tomate sous ’effet d’une

salinité¢ modérée (100 mM).
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D'apreés nos résultats, la teneur en ACC racinaire est corrélée négativement et de
maniére significative avec la surface foliaire (r = -0.880""), le nombre de feuilles (r = -0.848™)

et I'élongation de la partie aérienne (r = -0.805™).

Sous D’effet du stress salin, le role de I’éthyléne est équivoque. Selon Pierik et al.
(2006), I'éthylene est connu depuis longtemps comme un inhibiteur de croissance, mais il peut
¢galement la favoriser. Une faible teneur en éthyléne peut étre corrélée positivement a une
tolérance au stress salin (El-Iklil et al., 2000); a I’opposé, une teneur élevée d’éthyléne chez le

riz est per¢ue comme un indicateur de tolérance au stress (Khan et al., 1987).

Des études antérieures ont suggéré que 1'éthyléne et I'ABA peuvent inhiber la
croissance des racines (Vandenbussche et Van Der Straeten, 2007). Ainsi, I’éthyléne et ’ABA
semblent agir de maniére synergique pour contrdler la croissance et le développement des

plantes (Yin et al., 2015).

L’augmentation de la teneur en éthyléne serait en corrélation avec ’accumulation des
formes réactives d’oxygeéne (ROS) (Li et al.,, 2014). D'aprés Ghanem et al. (2008)
I’augmentation des teneurs en ACC coincident avec l'accumulation de Na® foliaire. Ces
chercheurs ont suggéré que ces changements ont été corrélés avec l'apparition du stress

oxydatif (accumulation de malondialdéhyde).

L’acide abscissique (ABA) est omniprésent chez les plantes inférieures et supérieures
et participe aux processus de développement tout au long du cycle de vie des plantes (Javid et
al., 2011). Cette hormone est considérée comme 1’un des plus importants facteurs hormonaux
permettant aux plantes de survivre aux conditions environnementales défavorables comme le
stress salin (Keskin et al., 2010). L'accumulation d'acide abscissique sous stress salin est un
processus de signalisation cellulaire, y compris la perception du signal initial du stress, la
transduction du signal cellulaire et la régulation de l'expression des geénes codant pour les
enzymes clés dans la biosynthése et le catabolisme d’ABA (Zhang et al., 2006). Cette
phytohormone inhibe certains processus tels que I'ouverture stomatique et l'expansion
cellulaire afin d'assurer le développement de la plante en condition de stress (Waskiewicz et

al., 2016).

D'aprés nos résultats, la concentration en ABA foliaire augmente chez les plantes de

fenugrec stressées avec le NaCl. Cette augmentation de 'ABA foliaire est négativement
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corrélée avec la masse séche de la partie aérienne (r= - 0,756°) et la masse séche totale
(= - 0,626) des plantes de fenugrec stressées. D’autres études antérieures ont aussi montré
qu’une augmentation de la concentration endogéne en ABA au niveau des feuilles de plantes
stressées avec le sel telles Brassica carinata et Brassica napus (He et Cramer, 1996),
Phaseolus vulgaris (Cabot et al., 2009) et Zea mays (Cramer et Quarrie, 2002) est fortement

corrélée avec 1’inhibition de la croissance.

Il est admis que I’ABA agit comme signal dans la fermeture des stomates (Jae-Ung et
Youngsook, 2001). En condition de stress hydrique, 'ABA induit une augmentation des ions
calcium du cytosol des cellules de garde provoquant ainsi la fermeture des canaux (K';) du

tonoplaste (Schroeder et al., 2001; Heller et al., 2004).

En effet, nos résultats montrent une corrélation négative entre la teneur en ABA
foliaire et la conductance stomatique (r = - 558) des plantes de fenugrec confrontées au stress
salin. Nos résultats sont en accord avec ceux de Jeschke et al. (1997), qui ont observé une
augmentation de la concentration en ABA au niveau des feuilles des plantes de ricin qui est
corrélée avec la réduction de la conductance stomatique et en général avec I’inhibition de la

croissance foliaire.

Outre la turgescence, la diminution de la croissance des plantes de fenugrec peut étre
la conséquence et d'une augmentation de la concentration en acide abscissique au niveau de la
partie aérienne ou d'une réduction des cytokinines (Itai, 1999). Nos résultats montrent une
corré¢lation négative entre la teneur en acide abscissique foliaire et les paramétres de
croissance tels que la surface foliaire (r = -0.806""), le nombre de feuilles (r = -0.840™") et
I'élongation de la partie aérienne (r = -0.812""). Une diminution significative de la teneur en

cytokinines foliaires est observée chez les plantes de fenugrec soumises au stress salin.

La réduction de la croissance des plantes sous I’effet de la sécheresse ou de la salinité
peut étre due, au moins en partie, a la baisse de la production des gibbérellines (Llanes et al.,
2016). Ainsi, ces auteurs ont montré que les niveaux endogénes des AGs ont nettement
diminué sous I’effet de la sécheresse, soit par inhibition de leur biosynthése et/ou

augmentation de leur dégradation.

En effet, nos résultats montrent une diminution de la teneur en AGs des plantes de

fenugrec au niveau des feuilles et des racines, en particulier sous l’effet de la forte
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concentration de sel (200 mM). La teneur en AGs foliaire est corrélée positivement avec les
paramétres de croissance et de développement tels que la surface foliaire (1= 0.777%), le
nombre de feuilles (r= 0.857"") et la longueur de la partie aérienne (r= 0.808™"). Cette
diminution serait due a une accumulation des protéines DELLA, protéines impliquées dans le
contrdle des voies de signalisation gibbérellines, qui réduisent la croissance des plantes pour

permettre d’améliorer la tolérance au stress salin (Achard et al., 2008).

D'aprés nos résultats, une corrélation négative entre l'acide abscissique foliaire et
l'acide gibbérellique foliaire (r = -0.871"") est observée, ceci s'explique par la relation

antagoniste qui existe entre les deux phytohormones.

Les jasmonates sont des molécules de signalisation jouant un réle de transduction du

signal sous 1'effet d'un stress salin (Wasternack et al., 2014).

Nos résultats montrent qu'un traitement avec une concentration en sel de 200 mM
induit une augmentation de la concentration en AJ au niveau des feuilles des plantes de
fenugrec. Il a ét¢ démontré qu’une accumulation de 1’acide jasmonique chez des cultivars de
riz tolérants a la salinité peut étre une protection efficace vis-a-vis d’une forte salinité (Kang

et al., 2005).

D'aprés nos résultats la teneur en AJ foliaire est corrélée négativement avec les
paramétres de croissance tels que la surface foliaire, le nombre de feuilles et la longueur de la
partie aérienne. Cela est en contradiction avec les travaux de Tsonev et al. (1998), qui ont
montré qu'un pré-traitement avec de I’AJ réduit 1’effet inhibiteur des fortes concentrations de

sel sur la croissance et la photosynthése des plantes d’orge.

L’AS est une phytohormone de nature phénolique associée au stress biotique mais ces
derniéres années il y a eu de plus en plus de rapports sur la participation de I’AS dans les

réponses des plantes aux stress abiotiques, dont la salinité (Hayat et al., 2010).

L’AS stimule une multitude de processus chez les plantes, comme 1’assimilation et le
transport des cations (Harper et Balke, 1981), I’activité photosynthétique et le taux de
croissance (Khan et al., 2003). En outre, récemment, il a ét¢ montré qu’un traitement avec de

I’AS exogene augmenterait la biomasse des plantes et du rendement en graines des plantes de
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soja en atténuant les effets négatifs de la salinité (Farhangi-Abriz et Ghassemi-Golezani,
2018).

D'aprés nos résultats, un traitement avec une concentration de 100 mM de NaCl
augmente la concentration en AS au niveau des feuilles des plantes de fenugrec alors qu’une
concentration en sel de 200 mM ne I’affecte pas. Nos résultats montrent aussi que la teneur en

AS foliaire n'est pas associée avec les paramétres de croissance de la partie aérienne.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

En condition de salinité, les plantes mettent en place des mécanismes physiologiques
et biochimiques afin de survivre aux dommages causés par le stress. Ces mécanismes
concernent des modifications morphologiques et anatomique, le statut hydrique, la
photosynthése, le profil hormonal, la nutrition minérale, la distribution des ions toxiques et

I’ajustement biochimique (telles que les réponses antioxydatives).

Le stress salin provoque une diminution de la croissance des plantes de fenugrec en
particulier a 200 mM de NaCl. Cette diminution se manifeste par une réduction de la surface

foliaire, du nombre de feuilles, de la biomasse et de I’élongation de la partie aérienne.

La salinité induit un stress physiologique chez les plantes de fenugrec qui provoque
une diminution de la TRE. Face a I’effet osmotique provoqué par le sel, la conductance

stomatique et le taux de transpiration diminuent aussi.

Les dommages causés par le stress ménent a une diminution du taux de chlorophylles

totales et des caroténoides, cependant, le rapport Chla/Chlb reste inchangé.

La diminution de la conductance stomatique engendre une diminution de la teneur en
sucres au niveau des feuilles traitées avec le sel, par contre, cette teneur augmente au niveau

des racines sous I’effet d’une forte concentration en sel (200 mM NacCl).

L’effet négatif de la salinité sur les plantes de fenugrec se traduit par la peroxydation
des lipides qui méne a la formation de MDA au niveau des feuilles ainsi qu'une fuite des
électrolytes qui est le résultat d’une détérioration des membranes cellulaires ce qui confirme
la formation de ROS (H20:2) au niveau des feuilles des plantes de fenugrec. Les plantes de
fenugrec font face au stress oxydatif induit par le sel en augmentant les activités de la catalase

et de l'ascorbate peroxydase.

La teneur en proline et en sucres solubles augmentent de maniere significative au
niveau des racines des plantes de fenugrec traitées. Cependant, cette teneur ne varie pas au
niveau des feuilles. Cela laisse supposer que les plantes de fenugrec utiliseraient au niveau
foliaire un autre type d'osmolyte tel que la glycine bétaine pour faire face au stress osmotique

engendré par le stress salin.
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Sous l'effet d la contrainte saline, les plantes de fenugrec utilisent simultanément la
stratégie des plantes excluders et includers en accumulant le sel de maniere équivalente entre

les racines et les feuilles.

La salinité diminue globalement tous les macro et micronutriments des plantes de
fenugrec. Cette déficience nutritionnelle serait a I’origine d'une compétition qui s’exerce entre
les nutriments et le Na™ et le CI". En effet, le sodium s’accumule fortement au niveau des

feuilles et des racines des plantes traitées avec le sel.

L’analyse des teneurs en phytohormones de la partie aérienne et de la partie
souterraine des plantes de fenugrec traitées avec le sel, a révélé une modification du profil

hormonal en relation avec les parameétres de croissance.

Le déclin des teneurs en CKs actives et des gibbérellines chez les plantes traitées est
associe a une réduction de la croissance de la partie aérienne, alors qu’une accumulation de tZ
et de I’ACC au niveau racinaire induit une inhibition de la croissance des racines sous I’effet

de la forte concentration en sel.

L’ABA foliaire augmente sous I’effet de la salinité limitant ainsi la transpiration par la
fermeture des stomates pour permettre aux plantes stressées de préserver une turgescence

cellulaire adéquate.

La diminution de la croissance des plantes de fenugrec confrontées au stress salin est
due a une augmentation de la teneur en ABA foliaire et a une diminution de la teneur en

gibberellines. Ces deux phytohormones présentent une relation antagoniste.

Les modifications des teneurs en acide jasmonique et acide salicylique ne montrent
pas de corrélation importante avec les parametres de croissance suggérant un réle mineur de

ces hormones dans la réponse des plantes de fenugrec a la salinité.

Le seuil de tolérance d'une plante a la salinité est principalement déterminé par sa
capacité a maintenir sa croissance et son développement sous I'effet des conditions salines
(Al-Saady et al., 2012). Dans nos conditions expérimentales, la salinité induit de légeres
modifications morphologiques et physiologiques chez les plantes de fenugrec. Ces
modifications n'ont pas une grande incidence sur le métabolisme du fenugrec. Les plantes de

fenugrec arrivent & maintenir une stabilité grace a un remaniement de leur profil hormonal.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Dans le but de mieux comprendre les mécanismes mis en place par les plantes de

fenugrec en conditions de stress salin, il est souhaitable :

- Dr’étudier le comportement des plantes de fenugrec sous I’effet de plus fortes
concentrations en sel.

- De procéder a une étude histologique et anatomique.

- Drétudier l'incidence du stress salin sur le métabolisme secondaire des plantes de
fenugrec.

- De mesurer d’autres osmoprotecteurs tels que la glycine bétaine et les polyols.

- Drétudier les transporteurs impliqués dans le transport/exclusion du sodium.

- Etudier I'aspect moléculaire des transporteurs membranaires.
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Tableau. Composition en macro-éléments et en oligoéléments de la solution nutritive de

Hoagland et Arnon. (1950) modifiée.

Macro-éléments

Concentration

Oligo-éléments

Concentration

(mM) (M)

NH4H2PO4 1 MnSO4 5H20 1

Ca (NOs)24H20 55 H3BOs3 10

KNOs S) CuSO4 5H20 0.25

MgSOa4 7H20 0.5 NazMoOs 2H20 10
ZnSO47H20 1
KCI 25

Fe-EDDHA 50 mg. L?




Planimétre ou Appareil de mesure de la surface foliaire LI-3100C (Li-Cor, Lincoln, NB)

Appareil du type LCA-Analytical Development Company-Hoddesdon, Royaume-Uni)



Fluorimeétre de type OS-30 (OptiSciences-Herts, UK)

Conductimétre AD3000 EC/TDS



Tableau. Coefficients de corrélation linéaire entre la teneur en Malondialdéhyde (MDA), la teneur relative en eau (TRE), la teneur en Na*
foliaire (Na_F), la teneur en Ca*" foliaire (Ca_F), l'activité catalase (Catalase), la surface foliaire (SF), le nombre de feuille (NF), la longueur de
la partic aérienne (LPA), la teneur en gibbérellines (AGs), la teneur en acide abscissique foliaire (ABA F), la teneur en K" foliaire, la
conductance stomatique (CS), l'activité de I'ascorbate peroxydase cytosolique (APX) et la teneur en chlorophylles totales (Chl T) des plantes de

fenugrec sous l'effet du stress salin.

MDA TRE Na F Ca F Catalase SF NF LPA AGs F ABA F K F cs APX Chl T
MDA 1 -850 745" 715" ,620 -,609 772 -439 -,595 7617 728" -,629" ,300 -672"
TRE -850" 1 -940" 950 -745" 881" 822" 763" 829 -941" 951" 769" -616 854
Na_F 745" -,940" 1 -897" 897" - 879" -,629 -,794" -,691" 886" -991" -,656 519 - 867"
Ca F 715" 950" -897" 1 -,655 856™ 858" 875" 910" -975" 944" 667" -798" 826"
Catalase ,620 -,745 ,897" -,655 1 -,703" -,344 -,530 -,328 6747 -,852" -493 ,183 -,641
SF -,609 881" -879" 856" -703" 1 667" 810" 77" -,806" 890 658 -,500 778"
NF 772" 822" -,629 858" -344 667" 1 664 857" -,840" 692" 650 -701 598
LPA -439 763" -794° 875" -,530 810" 664 1 ,808™ - 812" 843" ,528 -754 752"
AGs F -,595 829" -,691" 910" -328 777" 857" 808" 1 -871" 763" 555 -858" 764"
ABA_F 761" -941" 886" -975" 674" -,806™ -840 - 812" - 871" 1 -929™ -558 726" -750°
K_F -728" 951" -991" 944" -,852" 890 692" 843" 763" -929" 1 647 -613 866"
cs -,629° 769" -,656 667" -493 658 650 528 555 -,558 647 1 -474 695"
APX 300 -,616 519 -798" 183 -,500 -701 -754° -,858" 726" -,613 -474 1 -,636
Chi T -672" 854" -867" 826" -641 778" ,598 752" 764" -750" 866" 695" -,636 1

Corrélations significatives (‘P < 0.05, P < 0.01, n = 9-15).



Tableau. Coefficients de corrélation linéaire entre la teneur en cytokinines foliaires (CKs), la teneur en acide abscissique foliaire (ABA F), la

surface foliaire (SF), le nombre de feuille (NF), la longueur de la partie aérienne (LPA), la matiére végétale séche racinaire (MVS_R), la matiere

végétale seche de la partie aérienne (MVS_PA), la matiére végétale seche totale (MVST), la teneur en acide aminocyclopropane-1-carboxylique

racinaire (ACC_R) des plantes de fenugrec sous I'effet du stress salin.

CKs F ABA F SF NF LPA MVS R MVS PA MVST ACC R
CKs F 1 -,540 463 ,225 ,344 -,337 ,078 -,051 -,261
ABA F -,540 1 -,806™ -,840™ -812"7 -,243 -, 756" -,626 ,862"°
SF 463 -,806"" 1 ,667" ,810™ -,054 460 ,316 -,880"
NF ,225 -,840™ ,667" 1 ,664 ,375 8117 ,708" -,848"
LPA ,344 -812™ 8107 ,664 1 ,079 ,548 423 -,805"
MVS R -,337 -,243 -,054 ,375 ,079 1 ,548 ,926" -,047
MVS F ,078 756 ,460 8117 ,548 ,548 1 ,9627 -,579
MVST -,051 -,626 316 ,708" 423 ,926" ,962™ 1 -,435
ACC R -261 ,862" -,880™ -,848™ -,805™ -,047 -,579 -,435 1

Corrélations significatives (‘P < 0.05, P < 0.01, n = 9-15).




Abstract

Fenugreek is a legume cultivated in most regions of the world for its important uses : food, chemical
industry, livestock feed and soil fertility. It is usually grown in arid and semi-arid regions in soils with
high salt concentrations, which negatively affect plant growth. To gain insights about the effect of
salinity on fenugreek plants (Trigonella foenum graecum L.), an experiment was carried out by
subjecting the latter to the effect of moderate (100 mM NaCl) and high (200 mM NacCl) salt stress.

The results showed that salt stress affects the growth of fenugreek plants by decreasing the length of
their aerial and underground parts, their dry mass, the leaf area and the number of leaves. It also
affects physiology by decreasing the relative water content and the amount of photosynthetic pigments
and soluble sugars.

At the cellular level, salt stress caused an increase in lipid peroxidation marker MDA as well as
leakage of electrolytes, which indicates the installation of oxidative stress. In response, the plant
increased the activity of some of its antioxidant enzymes namely, catalase and ascorbate peroxidase.
Salinity causes a nutritional deficiency and an increase of the Na content in leaves and roots. In
addition, significant changes in the classes of major growth hormones have been observed, associated
with reduced growth under salt stress. Thus, phytohormones such as trans-zeatin and gibberellins
decrease with salinity in the leaves of fenugreek plants, while the precursor of ethylene, 1-
aminocyclopropane-1-carboxylic acid accumulates in the roots of fenugreek especially under the effect
of high levels of salinity. The amount of leaf abscisic acid increases under salinity, which limits leaf
transpiration and allows plants to adapt to stressful conditions. Plant hormones appear to play a key
role in fenugreek plants responses to salt stress and may be of potential interest in salt tolerance
programs for this species.

Keywords: Salt stress, Fenugreek (Trigonella foenum graecum L.), Growth, oxidative stress, mineral
nutrients, Plant hormones.
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