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Résumé

La fixation symbiotique de l'azote et la productivité du pois chiche (Cicer arietinum
L.) sont considérablement affectés par le stress salin qui constitue un factor limitant
de la productivité agricole. Dans ce contexte, nous avons comparé le comportement
de deux varietés de pois chiche Flip 74-92C et Flip 84-79C vis-a-vis des
concentrations croissantes de NaCl. Le retard de germination des graines, la
réduction du rendement et la sensibilité de I'efficacité symbiotique des plantes de la
variété Flip 74-92C a forte concentration de sel (150mM) nous a permis de retenir
la variété Flip 84-79C afin d’appréhender sa tolérance a la salinité en présence de
deux doses de fertilisants phosphatés. Les plantules ont été irriguées avec des
solutions de composition chimiques différentes: un témoin sans sel et sans phosphate
(T); un traitement salé S (150mM de NaCl), un traitement SP1 (90kg ha™ de P x
150mM NacCl); et un traitement SP2 (200kg ha™ de P x NaCl 150mM de NaCl). La
réponse des plantes a la salinité est déterminée par les parametres morphologiques,
physiologiques, symbiotiques et les composantes du rendement. Le stress salin
affecte la croissance des plantes et réduit significativement I’efficacité symbiotique
par la réduction du pouvoir de nodulation et la teneur en léghémoglobine pour variété
Flip 84-79C. Cependant, le mélange NaCl x phosphore et en particulier la faible dose
(90 kg ha' de phosphore) semble améliorer le rendement en grains, la biomasse
végétale et lefficience des nodules. Les plantes SP1 ont montré une réponse similaire
et/ou supérieure a celle du témoin, résultat qui laisse indiquer que cette combinaison
aurait un effet positif pour atténuer les effets drastiques du stress salin et pour
I"amélioration de la productivité.

MOTS CLES: Pois chiche, fertilisant phosphate, biomasse, rendement, caracteres
nodulaires, stress salin, rapport K/Na



Abstract

Chickpea is considered among the most sensitive grain legumes to salinity. The
improvement of tolerance of lines in combination with tolerant rhizobial strains
depends on various environmental and cultural conditions such as soil properties.
This investigation was undertaken to evaluate the effect of phosphorus fertilization
(0, 90 and 200 kg ha™* of P,0s) on biomass, nodular traits and grain yield (GY) of
chickpea (cv. Flip 84-79C) growing under salinity (0 and 150 mM NaCl). The trial
was laid out following a randomized block design with three replicates during 2010-
2012, at the experimental farm of Oued Smar (Algiers). Salinity did not significantly
decrease the dry biomass of the plants but the relative shoot growth was more
affected than control, P and SP1 treatments. Besides, salinity significantly reduced
GY (-20%) and nodulation traits compared to the control plants while an inversely
proportional relationship was found between protein, leghemoglobin and MDA
content, K/Na ratio and the increase in salt concentration. Application of two P levels
to saline soil enhanced growing conditions of plants. Particularly, the (90 kg ha™ of
P x 150 mM NaCl) combination significantly increased leghemoglobin (92%),
reduced proline content (- 69%) and protected membranes against peroxydation
compared to saline conditions. A significant increase was observed in the GY (about
30%) of plants at both P doses combined with salt stress compared to other cases.
Statistically, the low P level combined with salinity induced similar responses of
plants and sometimes better responses to control plants. Finally, our results support
the roles of phosphorus fertilizer in the alleviation of salt stress and enhancing the
soil quality for better symbiosis efficiency and yield of chickpea.

KEYWORDS: P fertilizer, biomass, grain yield, nodule traits, salt stress, K/Na ratio.
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Introduction

Introduction

Dans le monde, des millions d'hectares de terres cultivées sont affectées par le sel, ce qui
rend la salinité une contrainte majeure pour la production végétale. En effet, 10 a 15% des
surfaces irriguées dans le monde souffrent, a des degrés divers, de problemes de
salinisation ; 0,5 a 1% sont perdues chaque année et prés de la moitié des surfaces irriguées

sont menacées a long terme (Lepri, 2006).

En réponse a la demande alimentaire croissante, les pays du Maghreb dont I’Algérie ont
consenti d'importants investissements pour la construction de grands ouvrages
hydrauliques afin d’irriguer davantage les cultures (Ben Mechlia et Oussar, 2002).
Cependant, I’irrigation avec des eaux souvent riches en sels contribue énorméement a la

salinisation des terres agricoles productives.

En Algérie, les dépressions salées désignees sous le nom de sebkha et chott s’étalent sur
24% de la surface des terres cultivables (Halitim, 1973). Ce phénomene de salinisation est
plus marqué sous les climats aride et semi-aride du fait des températures élevées durant
pratiquement toute I’année, de la faible pluviométrie, du manque d’exutoire et de I’absence
de drainage efficient (Szablocs, 1989). Ce probleme est observé dans plusieurs régions du
pays notamment a Relizane, Chélif, Ain Témouchent, les Hautes plaines de Sétif et de
Constantine. La situation grave dans laquelle se trouvent certains périmetres irrigués de
I’Oranie, illustre parfaitement les dimensions de ce phénomene (Kessiran, 2003) qui
provoque la dégradation des terres qui sont soustraites chagque année du systéme agricole
(Halitim, 1985).

La salinité, qu’elle soit du sol ou de I’eau, est I’une des contraintes majeures pouvant
limiter significativement la productivité des terres agricoles (Munns et Tester, 2008). Elle
diminue non seulement la production de la plupart des cultures, mais également elle influe
énormément sur les propriétés physico-chimigques du sol. Face a ce probleme, les plantes
montrent une variabilité de réponses résultant de [linteraction complexe entre les
parametres morphologiques, physiologiques et biochimiques (Singh et Chatrath, 2001). En
effet, le stress salin induit chez les plantes une réduction de la croissance et de la
photosynthese, un rabougrissement des tiges et une réduction de la taille des feuilles
provoquant une réduction du rendement des cultures notamment les espéces légumineuses

classées comme sensibles a la contrainte saline (Singh et Chatrath, 2001).



Introduction

Cicer arietinum L. ou pois chiche est une légumineuse cultivee dans le monde entier. Elle
présente un grand intérét tant sur le plan nutritionnel, par son apport en protéines, que sur
le plan agronomique par sa contribution & I’enrichissement du sol en azote grace a la

fixation symbiotique de I’azote (Duc et al., 2010).

Le pois chiche présente une source trés importante de protéines (25,3 a 28,9 %) pour
lalimentation humaine (Hulse et al., 1991). Cette teneur élevée en protéines est di au
pouvoir de réduire l'azote atmosphérique en symbiose en interaction avec les bactéries
Mesorhizobium cicer. Cette interaction permet d’alimenter directement la plante hote en
azote grace a leur capacité a réduire I'azote atmosphérique. En effet, I’activité fixatrice
d’azote N, chez les bactéries permet de satisfaire environ 90% des besoins de la plante
hote en azote (Berrada et Fkiri-Benbrahim, 2014). De méme grace a la symbiose, le couple
symbiotique permet d’enrichir le sol en azote et de maintenir et/ou de restaurer la fertilité
des sols réduisant ainsi I’utilisation des fertilisants azotés chimiques économiquement

couteux et écologiquement nuisibles (Berrada et Fkiri- Benbrahim, 2014).

L'interaction entre les deux symbiotes se traduit par la formation de nodules racinaires qui
permettent la fixation et la reduction de l'azote en ammoniac. Cependant, I'efficacité de la
fixation symbiotique de lazote dépend du génotype de la plante héte, de la souche de
Rhizobium, des facteurs pédoclimatiques et de l'environnement. La symbiose chez le pois
chiche, comme pour toutes les lEgumineuses, montre une sensibilité élevée vis-a-vis de la
salinité. Une sensibilité qui s’exprime par une réduction de la survie des Rhizobia dans le
sol, du nombre et du poids des nodules, de I’activité de la nitrogenase ; enzyme de la
réduction de I’azote moléculaire et par conséquent la réduction de I’azote total dans la
plante (Rai, 1992). Selon Elsheikh et Wood (1995), I'interaction symbiotique serait plus

sensible au stress salin que la croissance végétale de la plante hote.

Des méthodes efficaces sont requises pour améliorer le rendement de nombreuses variétés
de plantes cultivées en présence de sel. Parmi ces méthodes, la sélection de variétés
pouvant se développer et fournir de bons rendements en condition de stress salin.
Toutefois, le choix des variétés tolérantes aux sels est tributaire d’une connaissance
approfondie des mécanismes physiologiques et biochimiques mis en jeu par les plantes

pour s’adapter a cette contrainte (Trinchant et al., 2004).
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Généralement, I’amélioration de la réponse des especes végétales a la salinité du sol peut
étre appréhendée par deux approches, soit a partir de la sélection des génotypes résistants

au stress salin, soit par 'amélioration du milieu de culture des plantes et ceci par la
modification de la composition physico-chimique du sol (Flowers et al., 2010). Souvent,
une approche combinée est plus efficace (Rao et Vadez, 2016). En effet, les travaux de
Lopez-Hernandez et al., (2004), ont montré que laddition de fumier d'animaux et du
phosphore organique et inorganique dans le sol augmente la biomasse microbienne et

améliore la qualité des sols salins .

Le phosphore est un constituant fondamental pour la vie des plantes. Il rentre dans la
composition des macromolécules comme les acides nucléiques, il joue un réle dans le
transfert d’énergie des réactions métaboliques et renforce également la résistance des
plantes et contribue a la croissance des racines et au controle de la répartition des
photosynthétats entre les feuilles et les graines en formation (Marschner, 1993). Dans ce
contexte, nous proposons une alternative visant a modifier et/ou corriger I’environnement
salin du sol par I’apport du phosphate comme engrais utilisé pour I'amélioration du

développement de la plante et le rendement de la culture.

Dans ce travail, nous proposons dans une premiere partie, d’évaluer le comportement de
deux variétes de pois chiche soumises & un stress salin afin de sélectionner une variété qui

servira de matériel pour la deuxiéme partie.

La deuxieme partie du travail consiste a appréhender I’effet de la fertilisation phosphatée
combinée a la salinité sur le couple symbiotique C. arietinum L - M. ciceri, afin d’évaluer
la réponse de la variété sélectionnée de pois chiche dans différentes conditions de culture,
en présence et en absence de sel et de phosphate. La réponse est estimée par la mesure de
parametres liés a la croissance des plantes, a la nodulation, ainsi qu’au rendement en

grains.

L’hypothese de départ est qu’il existerait un lien entre la nutrition phosphatée et la
tolérance au stress salin dans le métabolisme cellulaire des plantes de pois chiche. Du fait
de I’apport du fertilisant phosphaté dans le sol salinisé, contribue t’il a amélioration de
I’environnement rhizosphérique des plantes ? Existerait-il une influence de cet apport sur

I’efficience symbiotique des nodules et le rendement de la culture du pois chiche ?
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1. Lestresssalin

1. 1 Notion du stress

Claude Bernard fut le premier a dégager une notion physiologique du stress en 1868. Selon
lui, les réactions déclenchées par le stress visent a maintenir I’équilibre de notre organisme.
Levitt (1980) décrit le stress en I'abordant dans son aspect physique, comme étant une
force exercée par unité de surface d’un objet. En réponse au stress, I'objet oppose une

déformation, ou un changement de dimensions.

Pour Grime (1979), toute contrainte externe au niveau d’un écosysttme qui limite la
productivité en deca de la potentialité genétique d’une plante peut étre considérée comme
stress. L’ensemble des réactions internes déclenchées par le stress a été nommé
homeostasie par le physiologiste américain Bradford (1915). L’association des trois
notions stress-homéostasie-adaptation constitue I'approche biologique du stress et permet
notamment d’expliquer I’influence du stress qui est de permettre, lorsqu’il est appliqué

dans certaines limites, I’adaptation a I’environnement, et donc au maintien de la vie.

Au niveau cellulaire, un stress est causé par la variation d’un paramétre environnemental
qui entraine la mise en place de mécanismes de régulation de I’homéostasie. Les
organismes sont généralement soumis a deux types de stress: les stress biotiques (dus a une
agression par un autre organisme) et les stress abiotiques (dus principalement aux facteurs
de I'environnement dont le stress salin ou la salinisation des sols) (Zhu, 2002; Vincent,
2006).

1. 2. Salinité et sodicité

Un sol est dit salin lorsqu’il y’a une accumulation de sels dans les horizons de surface. 1l

est dit sodique, lorsqu’il y’a accumulation des ions sodium dans le sol.

La salinisation du sol dépend essentiellement du régime hydrique et des sources de sel. En
effet, lorsque le climat est chaud et sec, les sels entrainés, par les eaux, par capillarité
suivant le flux d’évaporation; s’accumulent en surface et causent ainsi le dépdt des sels
dans les couches superficielles du sol. Les sels, les plus communs présents dans la solution

du sol, sont les sels de calcium et les sels de sodium qui libérent des cations Ca?*, Na* et
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des anions : SO4% COs>", NO4?.” En effet, un sol devient sodique lorsque la proportion d’ion
Na* dépasse celle des autres ions de plusieurs ordres de grandeur (Essington, 2004).

Les principales sources de s sont la roche mére et les précipitations. Ces dernieres
contiennent de faibles quantités de sel, mais avec le temps, le sel déposé peut s'accumuler
en quantités considérables dans le sol (Manchanda et Garg, 2008). L’irrigation des cultures
avec une eau de mauvaise qualité contribue également a I'accumulation de sel dans sols
irrigués. L’intrusion d'eau salée (eau de mer, le tsunami) sur la terre, peuvent déposer des

quantités énormes de sels dans les sols des terres cotieres (Manchanda et Garg, 2008).

De I’ensemble des sols cultives du monde, 23% sont affectés par des problemes de salinité
(Keren, 2000). Les sols salins couvrent 397 millions d’hectares et les sols sodiques 434
millions d”hectares soit environ 800 millions dans le monde (FAO, 2008). Les données
actuelles se résument dans le bassin méditerranéen a 16 millions d’hectares de sols salins
dont 3,2 millions, soit 20 % des sols irrigués sont localisés aussi bien au Nord qu’au Sud
de I’Algérie (Szablocs, 1989, Rouabhia et Djabri, 2010).

Actuellement, sur 1,5 milliard d’hectares de terre cultivée dans le monde, environ 20% des
sols, sont atteint par ce probléme et sont devenus salins, sodiques ou sujet a une teneur
excessive en sel (Sheng et al., 2008). Ce chiffre ne cesse d’augmenter d”une année a I’autre
en raison de la mauvaise qualité de I’eau d’irrigation, de I’intensification des cultures, des

systemes de drainage non adéquat (Hamdy, 1999) (Fig. 1).
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Figure 1: Répartition des sols salins du nord de I’Algérie (Insid, 2008).
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La salinisation d’un sol impliquant la présence d’une source de sel qui peut étre soit
naturelle soit provenant de I’altération de roches contenant des minéraux sodiques,
potassiques et magnésiques, soit de [laltération de roches wvolcaniques, est appelé

salinisation primaire (Cherbuy, 1991).

La salinisation secondaire est anthropique généralement liée a I’irrigation. Le recours a
l'irrigation complémentaire est limité par la qualité de l'eau d'irrigation qui est de plus en
plus chargée en sels. En effet, I’irrigation avec une eau de forte concentration en minéraux
avec les mauvais systemes de drainage des sols, pour permettre le lessivage de ces
minéraux, provoquent une salinisation secondaire suite a I’accumulation des sels dans le
sol. L’eau stagnante s’évapore, et les minéraux s’accumulent a des concentrations qui
augmentent progressivement dans le sol par la montée des sels, sous I’effet de capillarité
(Rouabhia et Djabri, 2010).

L’accumulation des sels dans les couches superficielles du sol affecte, d’une part, la
capacité des plantes a absorber I’eau et, d’autre part augmente I’imperméabilité du sol
réduisant ainsi I’infiltration naturelle de I’'eau. A trés long terme, ce processus rend le sol
trés salin; c’est le cas des sols des Chotts et Sebkhas qui présentent une crodte de sels a la

saison seche.

La salinisation du sol constitue une contrainte majeure a la productivité et au
développement agricole (Abdel Latef, 2010). En effet, elle est I'un des facteurs abiotiques

majeurs qui réduit le rendement des espéces cultivées (Chamekh, 2010).

1. 3. Effets de lasalinité sur les plantes

La réponse des plantes au stress est variable selon leur adaptation. Les plantes dites
halophytes sont adaptées aux fortes concentrations en sel. Cependant, les glycophytes, dont

les espéces cultivées, ne supportent que de tres faibles teneurs en sel dans le sol.

La présence de quantités excessives de sels solubles dans le sola des effets négatifs sur les
plantes. En effet, la salinité provoque, un déséquilibre ionique et/ou une toxicité ionique,

un stress osmotique et une déficience nutritionnelle.

Le potentiel hydrique et le potentiel osmotique des plantes deviennent de plus en plus
négatifs avec I’'augmentation de la salinité (Romeroaranda et al., 2001 in Parida et Das,
2005). Durant les premieres phases du stress, la capacité d’absorption de I’eau a partir des

racines diminue en raison de I’accumulation des sels dans le sol; d’ou le stress salin
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engendre un stress osmotique qui induit une diminution du potentiel hydrique provoquant
dans un premier temps I’arrét de la croissance cellulaire, puis de la division cellulaire
(Shannon et Grieve, 1999). Dans un deuxieme temps, il provoque la fermeture des

stomates réduisant ainsi I’efficacité photosynthétique des plantes.

Par ailleurs, le stress entraine une diminution de la biomasse fraiche et séche des feuilles,
tiges et racines (Chartzoulakis et Klapaki, 2000). L’effet du sel se voit aussi dans la
réduction significative de la hauteur de la plante, du nombre de feuilles, de la chute des
feuilles, de la longueur des racines et de la surface racinaire chez la tomate (Mohammad et
al., 1998). Toutefois, chez le coton le taux élevé de NaCl se manifeste par une croissance
en longueur des racines et une augmentation du ratio partie racinaire/partie aérienne
(Meloni et al., 2001). Channon et Grieve (1999) ont constaté que les racines peuvent

également devenir minces ou épaisses selon la sensibilité des especes et des variétés.

1.3.1. Stressionique et stress osmotique

Les effets néfastes de la salinité sur la croissance des plantes sont généralement associés au
niveau élevé de toxicité des ions sodium et chlore et a la diminution de Pabsorption de
I’eau du sol du fait de sa pression osmotique élevée. Ces contraintes provoquent des
perturbations multiples au niveau métabolique, moléculaire, biochimique et physiologique
(Munns 2002, Yamaguchi et Blumwald 2006).

La contrainte hyperionique due a la concentration élevée en NaCl induit une augmentation
du taux des ions Na* et CI accompagnée d’une diminution des taux des ions Ca®*, K* et
Mg?* chez de nombreuses plantes (Khan, 2001; Munns, 2005). De méme, la salinité
diminue le rapport Na*/K* chez Vicia faba (Gadallah, 1999). Une diminution due aux
fortes concentrations de Na* qui inhibent I'absorption des ions K*, un ion essentiel pour la
croissance et le développement de la plante. La réduction de cet ion potassium se traduit

par une faible productivité et peut méme conduire a la mort du végétal (Yokoiet al., 2002).

Sur le plan métabolique, le taux de protéines solubles diminue en conditions de hautes
concentrations de salinité suite a leur dégradations permettant une accumulation des acides
aminés dans le cytoplasme des cellules stressées (Agastian et al., 2000). Plusieurs études
physiologiques ont démontré que I’accumulation des sucres (tels que le saccharose) et leurs
dérivés polyols principalement suite a I'hydrolyse de 'amidon est stimulée par un stress
salin (Phillips et al., 2002, Majumder et al., 2013).
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Le stress salin induit aussi un stress oxydant favorisant la production de formes actives
d’oxygéne ou ROS, telles que loxygene singulet, I'anion superoxyde, le radical hydroxyle
et le peroxyde d'hydrogene, (Ahmad et Umar, 2011). L’accumulation de ces ROS induit
des dommages oxydatifs au niveau du systeme membranaire ainsi que sur les protéines, les
lipides et I'ADN perturbant ainsi les fonctions cellulaires essentielles des plantes dont la
réduction de lactivité photosynthétique suite & la diminution de la protochlorophylle
(Munns, 2005).

1. 3. 2. Déficience nutritionnelle

La salinité est susceptible de perturber la nutrition minérale des plantes en interférant avec
le prélevement de certains éléments essentiels comme, le phosphate, le potassium et le
calcium par compétition au niveau des sites d’absorption membranaire ce qui affectent les

fonctions physiologiques de la plantes (Zid et Grignon 1991, Zhu 2003).

1. 3. 3. Effets du stress salin sur la symbiose

La symbiose Rhizobium-légumineuse est une relation complexe nécessitant des conditions
optimales pour sa réalisation. En effet, les facteurs environnementaux affectent tous les
aspects de la fixation de I'azote atmosphérique, en particulier I'acidité, la température et la
salinit¢ (Zahran, 2001). Pour le bon fonctionnement de la symbiose Rhizobium-
légumineuse, une bonne synergie entre les deux partenaires symbiotiques et les facteurs

édapho-climatiques du milieu est indispensable.

La salinité affecte l'initiation, le développement et le fonctionnement des nodules. Selon
Reddell (1993), I’interaction symbiotique est plus sensible a la salinité que la plante héte et
la bactérie seules. L'activité nodulaire serait plus sensible a la salinité que la formation des
nodules (Bekki et al., 1987). En effet, le NaCl, inhibe lactivité de la nitrogénase et la
respiration des nodules en affectant la conductance de I'oxygene dans les nodules (Serraj et
Sinclair, 2002).

2. Mécanismes de réponse et de défense de la plante a la salinité

Les événements précoces de ladaptation des plantes aux stress commencent par les
mécanismes de perception puis de signalisation via une transduction de signaux et de
messagers afin d’activer les diverses réponses physiologiques et métaboliques et méme

I’expression des genes de reponse aux stress. Le signal du stress extracellulaire est d’abord
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percu par les récepteurs membranaires qui vont par la suite activer une cascade complexe
de signaux intracellulaires dont les ions Ca®**, la voie de I’acide abscissique, via le
complexe protéiques SOS, activation des protéines kinases (MAPK), la signalisation par

I’éthyléne et finalement par la variation du pH cytoplasmique.

La stratégie adoptée par la plante pour survivre en conditions de stress salin consiste a
préserver les fonctions métaboliques et physiologiques, a rétablir I’homéostasie ionigque et

osmotique et finalement protéger I’intégrité des structures cellulaires. Ceci est assuré par:

v le maintien d’une homéostasie ionique dans les cellules par l'absorption
d'ions et la compartimentation est non seulement crucial pour la croissance
normale de la plante, mais est également un processus essentiel pour la
croissance au cours du stress salin. En effet, pour préserver le
fonctionnement des réactions métaboliques dans le cytosol, le potentiel
ionique doit étre constant. Par conséquent, I'exces de sel est soit transporté
vers la vacuole ou séquestré dans les tissus ageés, protégeant ainsi la plante
(Zhu, 2003).

v' La biosynthese des osmoprotectants et des solutés compatibles. Les
Iégumineuses comme toutes les plantes répondent au stress salin par une
regulation osmotique en accumulant des solutés tels que la proline, les
sucres, les sucres alcools, la glycine bétaine pour protéger la plante,
maintenir I'équilibre de I'eau entre la cellule vegetale et I'environnement et
stabiliser les macromolécules (Chen et Murata 2002; Rontein et al., 2002 ) ;
en effet, un excés d’ions dans le cytosol provoque la dégradation des
protéines et des changement dans la fluidité des membranes.

v' L'activation du systéme antioxydant par [I’activation des enzymes
antioxydantes et la synthese de composés antioxydants. (Gupta and Huang,
2014).

2. 1. Homéostasie ionique

L’augmentation de la concentration en ions sodium dans le milieu extérieur active les
complexes récepteurs — canaux cationiques de la membrane plasmigue des cellules
racinaires. Ces complexes permettent I’augmentation de la concentration cytoplasmique en
ions calcium via son entrée de I’extérieur et/ou sa libération a partir du réticulum
endoplasmique. La concentration élevée en Ca** déclenche au niveau du cytoplasme une
cascade de signalisation par phosphorylation et déphosphorylation des protéines
intermediaires (transduction du signal) qui abouitit a I’activation de I’expression des génes

SOS, activation des transporteurs de la membrane plasmique et du tonoplasme liés au flux
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du sodium (Pardo, 2010). Cette réponse permet de limiter la concentration en Na*

cytoplasmique via :

e La compartimentation vacuolaire du Na* par le transport antiport Na'/H'du
tonoplaste ( NHX1)

e Laréduction I'entrée du Na" via les transporteurs de la membrane plasmique HKT1
et AKT1

e L’activation de la sortie du Na* vers le milieu extracellulaire via le transporteur
SOS1quiason tour est activée par le complexe protéique SOS-SOS2.
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Figure 2: Induction des voies de signalisation et de régulation de 'homéostasie ionique par la voie
SOS (Shi et Zhu 2002, Manchanda et Garg, 2008).

Ainsi, grace a ces réponses, la cellule parvient a maintenir une faible concentration en
sodium dans le cytoplasme, minimisant ainsi son effet toxique; de plus, Faugmentation
concomitante de la concentration en sodium dans la vacuole engendre une forte pression
osmotique favorisant I’absorption d’eau et donc améliorer la turgescence des cellules
(Apse et Blumwald, 2007).

10
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Selon le type de flux du sodium dans la plante lors d’un stress salin, on distingue des
plantes dites «includer», essentiellement des halophytes, caractérisées par un flux
ascendant de sodium qui sera accumulé dans les parties aériennes au niveau des vacuoles et
des plantes de type «excluder» caractérisant les glycophytes, chez lesquelles la plus grande
partie du sodium absorbé et vehiculé vers les feuilles est réexportée vers les racines via le

phloeme ou initialement stockée dans les racines (Berthomieu et al., 2003).
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Figure 3: Les transporteurs ioniques du sodium au niveau cellulaire (Mansour et al.,
2003).

2.2. Ajustement osmotique

Les solutés compatibles ou les osmolytes, proline (Tahir et al., 2012), glycine bétaine
(Hoque et al., 2007), sucres solubles (Kerepesi et Galiba, 2000), et polyols (Saxena et al.,
2013) sont des composés organiques chimiquement diversifiés non chargés, solubles,
n'interférant pas avec le métabolisme cellulaire, méme a haute concentration. Les
osmolytes sont synthétisés et accumulés en quantités variables entre les différentes espéces
de plantes. Le role de ces osmolytes est de protéger les structures cellulaires et de
maintenir I'équilibre osmotique a l'intérieur de la cellule par l'intermédiaire d'influx continu
d’eau (Hasegawa et al., 2000). La proline accumulée au cours du stress ne permet pas
seulement la tolérance envers le stress, mais sert également comme une réserve d'azote

organique. La proline est synthétisé soit a partir du glutamate ou de l'ornithine. Cependant,

11
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lors du stress osmotique le glutamate constitue le précurseur primaire de la proline (Gupta
et Huang, 2014).

2.3. Régulation antioxydante

Les stress abiotiques dont la salinité peuvent provoquer des perturbations des chaines de
transport d'électrons dans les chloroplastes et les mitochondries. Dans ces conditions,
loxygene moléculaire (O2) agit comme un accepteur d'électrons, en donnant lieu a
laccumulation de ROS. L'oxygéne singulet (*0,), le radical hydroxyle (OH), le radical
superoxyde et le peroxyde d'hydrogéne (H,O>) sont tous des composes fortement oxydants
et donc potentiellement dangereux pour lintégrité des cellules (GroB et al., 2013). Le
systeme antioxydant, y compris les enzymes antioxydantes et composés non enzymatiques,
interviennent dans la détoxification des ROS. La tolérance a la salinité est positivement
corrélée avec lactivité des enzymes anti-oxydantes, telles que la superoxyde dismutase
(SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPX), l'ascorbate peroxydase (AP X),
et la glutathion réductase (GR) et a laccumulation de composés antioxydants non
enzymatiques comme les composés phénoliques, les flavonoides et I’acide ascorbique
(Asada, 1999).

2.4. Ro6le des phytohormones dans la tolérance a lasalinité

L’Acide abscissique (ABA) est une phytohormone clé dans la tolérance de la plante au
stress. L’acide abscissique ABA est un signal cellulaire vital qui module I'expression d'un

certain nombre de genes de la réponse au de deficit hydrique et a la salinité.

L’accumulation d’ABA en conditions de stress induit la fermeture des stomates ce qui
réduit la perte en eau. Cette hormone stimule I’expression des génes impliqués dans la
réduction de I’influx d’eau et d’ions dans la plante en activant les protéines aquaporines
(Blumwald et al., 2004). La relation positive entre laccumulation de 'ABA et la tolérance
a la salinité a été au moins partiellement attribuée a I’induction de laccumulation d’ions
(K*, Ca®") et de solutés compatibles, tels que la (proline et de sucres), dans racines,

réduisant ainsi labsorption de Na" et CI' (Gurmani et al., 2011).

12
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3. Le phosphore

Le phosphore (P) rentre dans la composition des macromolécules telles que les acides
nucléiques et a unrole dans les fonctions de transfert d’énergie des réactions métaboliques
de biosyntheses et de dégradation. C’est donc un élément nutritif essentiel pour la
croissance des vegétaux et sa déficience limite séverement les rendements agricoles (Rao
et al., 2002). Le phosphate représente en moyenne 0,05% de la composition du sol dont
0,1% qui est utilisable par les plantes (Xiong et al., 2002). Toutefois, la plus importante
fraction du phosphore dans le sol est sous une forme minerale non soluble dans I'eau et
donc inutilisable par les plantes. A la différence des nitrates et du sulfate, le phosphate n'est

pas réduit dans les plantes mais reste sous sa forme oxydée (Marschner, 1993).

De nos jours, I’agriculture dépend essentiellement de I’apport régulier d’engrais phosphate.
Cet apport indispensable en P fait de cette ressource non renouvelable un produit non
substituable. Le Maroc, la Chine et les Etats-Unis sont les trois principaux producteurs de
phosphate de roche dans le monde. Ils détiennent plus que 80 % des gisements exploitables
constitués de réserves et ressources potentielles mais a durée de vie limitée. Ces gisements
se répartissent en deux groupes suivant leur origine geologique: les gisements
magmatiques (dépdts volcaniques) et ceux sedimentaires qui tiennent leur origine des
innombrables débris d’animaux marins.

Cet élément nutritif est absorbé par les plantes, en tant quanion orthophosphate
monovalent (H,PO4) et/ou divalent (HPO? ), chacun représentant 50% du phosphore total
a un pH proche de la neutralité (pH 6 a 7). A pH 4-6, I'anion orthophosphate monovalent
H,PO, représente environ 100% du phosphore total en solution et a pH 8, I’anion
monovalent H,PO4 ne représente que 20% et I’anion divalent HPO? 4, 80% du phosphore

total.

3. 1. Importance du phosphore et réponse des plantes a la déficience en
phosphore

Le phosphore est absorbé principalement pendant la croissance vegétative; la majeure
partie du phosphore absorbé est transférée dans les fruits et les graines pendant les étapes
de reproduction. Les plantes déficientes en phosphore montrent un retard de croissance,
une réduction de la croissance des cellules et des feuilles, une réduction de la respiration et

de la photosynthése et les feuilles sont souvent de couleur vert foncé (concentration plus
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élevée en chlorophylle et augmentation de la production d'anthocyanes) (Zapata et Roy,
2004).

L’absence de phosphore assimilable par les plantes dans le sol est compensée par un apport
de fertilisants phosphatés sous forme de P,Os (tri-superphosphate). En effet, a partir du
phosphore naturel sont élaborés les fertilisants minéraux aprés un traitement a lacide

produisant une forme dite «assimilable» car soluble dans I’eau (Black, 1986).

L'approvisionnement en phosphore pendant les étapes de la reproduction régle la
répartition des photosynthétats entre les feuilles-sources et les organes reproducteurs, ceci
étant essentiel pour les Iégumineuses fixatrices d'azote (Marschner, 1993). Le phosphore a
pour r6le de renforcer la résistance des plantes, de contribuer a la croissance et au
développement des racines, a la fructification et a la formation de la graine (Marschner,
1993).

La capacité d’utilisation du phosphore du sol est un paramétre important pour le
développement des plantes et le rendement des cultures. En effet, La déficience en
phosphore affecte la multiplication des Rhizobia dans la rhizosphere réduisant ainsi la
probabilit¢ d'infection, inhibe l'activité symbiotique des plantes et la croissance des
nodosités (Ribet et Drevon, 1995). Il importe donc d’améliorer I’efficacité d’utilisation du
phosphore P par les cultures afin de minimiser les pertes en phosphore vers les

écosystemes aquatiques.

La carence en phosphore provoque chez les lEgumineuses une réduction du nombre de
nodules, de la biomasse nodulaire et de P'activité nitrogénasique (Vadez et al., 1996; Qiao
et al., 2007). En réponse a la déficience en phosphore dans les sols, les plantes adoptent
deux stratégies lui permettant d’équilibrer entre la demande interne en phosphore et la

disponibilité de cet ion dans le sol.

Du point de vue agronomique, deux parametres caractérisent I’efficacité avec laquelle le

phosphore P est utilisé par la plante:

v’ I’efficacité d’utilisation du phosphate représente la quantité de matiére séche
totale que peut produire une plante donnée pour chaque unité de phosphore P
prélevée. Elle est exprimée en kg MS (mg P)™. Elle correspond a la stratégie
interne des plantes qui consiste en I’optimisation métabolique du phosphore
par I’amélioration de I’efficacité énergétique de I’utilisation du phosphore P
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en produisant plus de biomasse végétale seche par unité de P consommée
(Alkamaet al., 2012)

v’ I’efficacité d’acquisition du phosphate exprime I’aptitude d’une plante a
prélever son phosphate. Elle est exprimée en unité de phosphore P prélevée
par (unité de surface)” ou en mg P cm™ de racine (Marschner, 1995). Elle
correspond a la stratégie externe qui d’une part consiste a déwelopper le
systeme racinaire, par I’augmentation de la surface, du volume des racines et
I’abondance de la chewelure racinaire et d’autre part, une sécrétion des
protons, d’acides organiques et de phosphatases, dont le réle est de diminuer
le pH des sols d’oul I’activation du transport symport (H*/ H,PO",) (Plassard
et al., 2015) et de dissoudre le phosphore P insoluble du sol (Tang et al.,
2004; Strom et al., 2005)

3.2. Solubilisation du phosphore et bactéries solubilisant le phosphore

Dans les sols agricoles, la dissolution des phosphates inorganiques est assurée par les
microorganismes solubilisant le phosphate (PSB) du sol (bactéries, champignons et algues)
et retour les plantes fournissent de I’énergie sous forme de glucides (Goldstein, 1995).
Bien que ces microorganismes soient généralement liés a la surface des particules de sol,
c’est surtout au niveau de la rhizosphere que leur activité est la plus élevée (Marschner et
al., 1997). En effet, les exudats racinaires, (les acides organiques, acides aminés,
sucres...etc) constituent d’excellentes sources d’éléments nutritifs pouvant supporter la
croissance des microorganismes, expliquant leur densité plus forte au niveau du sol
rhizosphérique (Hinsinger, 2001). Par ailleurs, Les champignons solubilisent plus
efficacement les phosphates que les bactéries. De nombreuses recherches associent la

solubilisation des phosphates a une baisse du pH du milieu.

Villegas et Fortin (2002) ; Alikhani et al., (2006) ont montré que les souches de
Mesorhizobium, Rhizobium, Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter...Etc, présentent
toutes un potentiel de solubilisation du phosphate. De ce fait, ces souches pourraient étre
considérées comme bactéries promotrices de la croissance végeétale PGPR (Khan, 2010).
Ces bactéries augmentent la disponibilité des ions phosphates pour les plantes soit par
minéralisation des phosphates organiques par I’action des phosphatases (Halder et
Chakrabarty, 1993) ou bien par la dissolution des phosphates inorganiques par I’action des
acides organiques (Abd-Allah, 1994). L’action des acides organiques tels que lacide

citrique, succinique et oxalique est attribuée a leur propriété chélatante qui permet la
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formation des complexes stables avec les ions Ca** et Mg?* (Abd-Allah, 1994). En effet,
ces microorganismes produisent des acides organiques et relachent des protons, qui a
travers leurs groupements carboxyliques, integrent les cations fixés aux phosphates
insolubles ce qui permet de les convertir en formes solubles (Mackey et Paytan 2009).
Bien que la plupart des PSB isolés ont été auparavant isolées des sols non salins et qui
s’averent moins approprié pour l'agriculture saline-alcaline basée sur le sol; tout
récemment, de nouvelles bactéries modérément tolérantes a tolérantes au sel et solubilisant
le phosphate ont été isolées a partir de sols salins de Chine Kushneria sp. YCWA18 (Zhu
et al., 2011), et d’autres des sols salins de la Corée du Sud Burkholderia vietnamiensis

(Parck et al., 2010) et du Pakistan Arthrobacter sp. and Bacillus sp (Banerjee et al., 2010).

16



Chapitre I: Revue bibliographique

Les Fabacées

La famille des légumineuses ou Fabaceae est la troisieme grande famille d’ Angiosperme;

elle est composée d’environ 730 genres et 20 000 especes herbacées et arborescentes

réparties dans le monde (Lewis et al., 2005). Les Fabacées sensu lato ou leguminosae est

subdivisée en trois sous familles:

0]
0]
o

sous-famille Caesalpinioideae avec une fleur pseudo-papilionacée ;
sous-famille Mimosoideae avec une fleur réguliere ;

sous-famille Faboideae ou Papilionoideae avec une fleur typique en
papillon.

Actuellement, 15% des especes de cette famille font I'objet d’études sur différents plans,

morphologiques, physiologiques et symbiotiques (Zhu, 2003). L’ensemble des Fabacées

peut étre regroupé en trois groupes essentiels sur la base de leurs intéréts d’ utilisation :

v' Les légumineuses spontanées représentées par des espéces dont

I’exploitation est limitée a la réhabilitation des sols dégradés (Acacia,
Medicago...etc).

Les légumineuses fourragéres qui servent a I’alimentation des ovins et des
bovins; elles sont cultivées essentiellement pour leur production de matiéres
riches en azote. Certaines Iégumineuses fourrageres sont utilisées en culture
mixte avec les céréales, comme engrais vert, en rotation ou en jachére (la
luzerne, le trefle et le pois fourrager) (Fig. 1).

Les légumineuses alimentaires ou légumineuses a graines sont celles qui
produisent des graines pour la consommation humaine; elles sont exploitées
principalement pour la richesse de leurs graines en protéines; c’est le cas des
lentilles, haricot, soja, fewve, féwerole, pois, pois chiche...etc. Elles sont
cultivées sur 12-15% des terres arables disponibles et sont responsables de
25% de I’agriculture primaire du monde avec 247 millions de tonnes
annuelle (Association Européenne pour la Recherche des Légumineuses a
graines, 2007).
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Figure 4: Photographie montrant la diversité des graines des especes cultivées de
légumineuses.

De nombreuses légumineuses a graines et fourrageres des zones tempérées appartiennent a
des genres botaniques assez proches du point de vue évolutif ; ce sont principalement les
especes de la tribu des Vicieae (pois, feves et féveroles, lentilles, vesces, gesses), des
Trifolieae (luzernes, tréfles, mélilots) (Duc et al., 2010) et de la tribu des Cicereae (pois
chiche) (Saxena et al., 1994). Ces espéces se distinguent de celles d’origine tropicale de la
tribu des Phaseoleae (soja originaire de Chine, haricots originaires d’Amérique), des
especes du genre Vigna (originaires d’Afrique et d’Asie) et de celles de la tribu des

Genisteae a laquelle appartiennent les lupins (Young et al., 2003 ; Zhu et al., 2005).

Les Légumineuses a graines contribuent pour 33% aux besoins azotés de I’alimentation
humaine, avec par ordre d’importance, le haricot (Phaseolus vulgaris), le pois (Pisum
sativum), le pois chiche (Cicer arietinum), la feve (Vicia faba), le pois d’Angole (Cajanus
cajan), I'haricot dolique (Vigna unguiculata) et Lens culinaris (la lentille) (Graham et
Vance, 2003). Plus de 35% des huiles végétales proviennent de Iégumineuses avec en téte
le soja et I’arachide (\Vernié 2008).

4. Le pois chiche (Cicer arietinum L.)

4. 1. Origine et position taxonomique du pois chiche

Le pois chiche est rattaché a la famille des Papilionacées. Cicer arietinum L. C’est une
espéce annuelle, a autopollinisation adaptée a différents environnements dont la région
Méditerranéenne, les régions du Sud et de I'Est de I’ Asie, de I’Amérique du Nord ainsi que
celles du Nord et de I’Est de I’Afrique (Singh et Saxena, 1999). La Méditerranée, I’Asie
Centrale, le Proche Orient, I'Inde et I’Ethiopie seraient probablement les centres d’origine
du pois chiche, alors que la Turquie et I'Inde sont les deux centres majeurs de diversité de
cette espece. Le genre Cicer compte neuf especes annuelles et 34 especes vivaces (Van der
Maesen, 1987).
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Selon la classification des végétaux de APG Il (2009) (Bock et al., 2014), le pois chiche

ou encore « homoss » en arabe appartient au:

Regne des Plantae, Embranchement des Spermaphytes, Sous embranchement des
Angiospermes, Classe des Equisetopsida, Ordre des Fabales, Famille des Fabaceae, Tribu

des Cicereae, Genre Cicer et Espece C. arietinum L.

Deux types de pois chiche sont cultivés dans le monde :

Le type desi dont les grains sont petits, ridés de
couleur jaune a noir et recouverts de téguments
épais (le poids de mille grains est inférieur a 300g).
Ce type de pois chiche représente 85% de la
production mondiale (Fabre, 2008); il est
essentiellement cultive en Inde, Iran, Ethiopie,
Canada, Mexique et Australie.

Le type kabuli est essentiellement cultivé et
consommeé dans le bassin Meéditerranéen dont
I’Algérie. La plante donne des grains lisses a
legérement ridés, clairs (blanc a jaune ple) moyen a
assez gros. Il est recouvert d’un tégument mince et
le poids de mille grains est supérieur a 300g (Fabre,
2008).

4. 2. Importance économique du pois chiche

La production mondiale en pois chiche est estimée a 8,8 Millions de tonnes par an (Duc et
al., 2010). L’Inde occupe le premier rang avec 5.748.600 tonnes par an suivie de la
Turquie, Pakistan, I’Australie et du Canada (FAO, 2010). Il est non seulement le plus
important producteur de légumineuses alimentaires au monde, mais également le plus
important consommateur. Bien que la culture des légumineuses a graines soit trés ancienne
en Algérie, la production nationale (45 000 tonnes environ), ne couvre en moyenne que
30% des besoins de la population (Anonyme, 2008 in Djediai, 2011). Cette production
annuelle reste tributaire de différents facteurs liés a la pratique de techniques de cultures
mais également aux facteurs de I’environnement qui influent directement sur le rendement
des récoltes. L’ Algérie a recourt au marché extérieur pour combler le déficit en matiere des

besoins en consommation, avec I'importation de plus de 150 000 tonnes par an. Les trois
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principaux fournisseurs de I’ Algérie sont le Vietnam, I’Espagne et la Thailande, avec des
parts de marché respectives de 49, 27 et 16,4 % (Anonyme, 2011 in Djediai, 2011).

La superficie des terres cultivées en Algérie s’éleve a 8.265.000 ha soit 3,5% de la
superficie totale du pays. La culture du pois chiche occupe en Algerie seulement 0,3% de
la superficie des terres cultivées soit 24.795 ha. Les principales zones de culture de pois
chiche sont a I’Est du pays, Sétif, Constantine et Guelma, et Sidi Bel-Abbes, Ain
Timouchent, Mascara et Tlemcena I’Ouest (Djediai, 2011) (Fig. 2).

Annaba

B 40005000 1
[] 2000ma
[] soom

{;}l 250 km

Figure 5: Carte géographique représentant les zones de culture du pois chiche en Algérie
(Saxena, 1996).

4.3. Valeur nutritive du grain de pois chiche

La valeur economique des cultures de légumineuses alimentaires est liée a la valeur
nutritive de leurs graines qui représentent une réserve importante en protéines, en sucre et a
un degré moindre, en lipides, en composés d’intéréts nutritionnel et industriels. Le pois
chiche renferme 18 a 30 % de son poids en protéines ; il est riche en fibres et en minéraux
en particulier en calcium et en fer. De plus, il offre une quantité importante de vitamines
B1, B2, B9 et de fer (Tab. I).
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Tableau I: Composition chimique des grains de quelques légumineuses et du grain de blé
(Pourl00 gramme de MS) (Aykroyd et Doughty, 1982).

Espece Feve Lentille  Pois chiche Pois Ble
Calories (g) 343 346 358 330 370
Protéines (q) 23.4 24.2 20.1 22,20 13,0
Matiere grasse (9) 2,0 18 4,5 1,5 2,0
Glucides (g) 60,2 60,8 61,5 60,1 68,0
Cellulose (g) 7,8 3,1 2,5 2,7 2,7
Calcium (mg) 90,0 56,0 149,0 70,0 60,0
Fer (mg) 3,6 6,1 7,00 4,3 1,0
Thiamine (mg) 0,54 0,5 0,4 0,72 0,13
Riboflavine (mg) 0,29 0,21 0,18 0,15 0,04
Vit C (mg) 4,0 3,0 5,0 4,0 -

4.4. Caracteéristiques botaniques

Sur le plan botanique, Cicer arietinum L. est une plante diploide & 2 n=16 chromosomes.
C’est une herbacée annuelle, dressée, a I’aspect d’un petit buisson a port érigé, couverte de
poils glanduleux. Sa germination est du type hypogé (les cotylédons restent souterrains).
Les racines sont pivotantes et les ramifications racinaires peuvent atteindre un metre de
profondeur ; mais la plupart des ramifications se trouvent dans les premiers centimetres du
sol (Duke, 1981). Ces racines forment des nodosités grace a la symbiose avec les bactéries

du genre Rhizobium.

Sa tige peut atteindre 1 metre de haut et les
feuilles imparipennées sont composées de 7 a
17 folioles ovales, dentées en scie

Les fleurs pedonculées peuvent étre blanches,
bleues ou violettes
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Les gousses sont renflées terminées en bec,
rousses a la maturité avec 1-2 graines ovoides-
coniques, ridées contenant un embryon qui a la
germination se développe au dépend un tissu de
nourricier dit albumen riche en réserves
amylacées, en gluten et en éléments minéraux

4.5. Exigences culturales du pois chiche

Le pois -chiche est une plante a climat humide. La température optimale exigée varie entre
18°C et 29°C le jour et 20°C la nuit (Verret, 1982 et Girrard, 1985). Sa capacité
d’absorption d’eau dans le sol s'effectue grace a son systeme racinaire trés développé
(Duke, 1981). Cependant, comme la plupart des légumineuses a graines, le pois chiche est
sensible aux facteurs de I'environnement; il ne supporte pas les sols mal drainés qui

favorisent le développement de maladies (Plancquaert et Wery, 1991).

4.6.Maladies du pois chiche

Les maladies du pois chiche, comme pour toute les plantes, constituent un stress qui se
révele par une succession de réponses (morphologique, physiologique et méme
biochimique) a un microorganisme phytopathogene ou a la modification d’un facteur
environnemental (température, pH, humidité et disponibilité en oxygene) (Sarah et al.,
2008). La défense des plants de pois chiche contre ces maladies se fait par la sécrétion
d’acide malique, qui induit, d’une part, une répulsion vis-a-vis des insectes et favorise
d’autre part une «résistance naturelle» de la plante, limitant les applications de produits
phytosanitaires (Fabre, 2008).

Cicer arietinum peut étre affecté par plus de 50 maladies différentes. Les conditions
climatiques Méditerranéennes avec un hiver caractérisé par une hygrométrie élevée et des
températures variant entre 9 a 18°C favorisent le développement des maladies trés

redoutable, parmi elle:

- L’anthracnose due a Ascochyta rabiei est la maladie la plus contraignante a
la production du pois chiche dans le monde (Toker et Cangi, 2003)

- Les pourritures dues au Botritis cinerea, Fusarium solani, Rhizoctonia
bataticola, en particulier pour les variétés sensibles de pois chiche

- Le fletrissement provoqué par Fusarium oxysporum

- Le noircissement des tiges par Phoma medicagenis
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4.7. Importance agronomique du pois chiche et fertilité

L’azote est un élément minéral indispensable au développement des plantes; il entre dans
la composition des acides aminés, des protéines, des acides nucléiques et des autres
molécules azotées. C’est un facteur limitant la productivité agricole. Bien que le globe
terrestre contienne 78,1% d’azote gazeux (N2) (Peter et al., 2010), cette forme est
inutilisable par la plante. L’agriculture moderne a eu recours a I'utilisation d’engrais
chimiques pour compenser les besoins en azote des cultures afin d’augmenter les

rendements agricoles.

Le pois chiche, comme toutes les légumineuses a graines de grande consommation en
Algérie, est riche en protéines. Cette richesse est due a son pouvoir de fixer l'azote
atmosphérique en symbiose avec les bactéries Mesorhizobium ciceri. La culture du pois
chiche pourrait étre une alternative naturelle a I’utilisation d’engrais azotés chimiques

nuisibles a I’environnement.

5. Lasymbiose Rhizobium - légumineuses

Chez les légumineuses, la symbiose est, par définition, une interaction spécifique qui
s’établie avec des bactéries de I’ordre des Rhizobiales comme Rhizobium, Mesorhizobium
ou Bradyrhizobium. Les bactéries dites microsymbiontes vivent libres dans le sol a
proximite des racines (rhizosphere). Elles reconnaissent spécifiquement I’espéce de
légumineuses appelée macrosymbionte avec laquelle elles peuvent établir une symbiose.
Elles pénétrent dans les racines ou elles vont étre stockées dans des nodules. Chaque
espece de Rhizobia a une série d’hotes bien définie. Dans le nodule, les bactéries subissent
une transformation irréversible et deviennent des bactéroides, une forme capable de fixer
I’azote atmosphérique (N,). Cette azote, une fois réduit en ammonium (NH*4) grace a la
nitrogénase, est destiné a la plante hdte qui en retour fournie aux bacteroides I'énergie
nécessaire a leur survie, aux réactions physiologiques et a I’efficacit¢ du couple
symbiotique. La nitrogénase est une enzyme synthétisée par les bacteroides; elle est
caractérisée par une sensibilité élevée a I’'oxygene. Or, les bacteroides ont besoin de ce gaz
pour leur activité respiratoire. Plante et bactéries synthétisent dans le nodule un pigment
appelé leghémoglobine, qui est chargé de transporter I’oxygéne jusqu’aux bacteroides sans
entraver le fonctionnement de la nitrogénase. Selon les situations, 40 a 90% de la ressource
azotée d’une légumineuse sont issus de la fixation symbiotique de I’azote atmosphérique.

Le complément étant apporté par la voie de I'assimilation de I’azote minéral du sol par les
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racines, une voie commune a toutes les autres espéces vegetales. Le taux de fixation
symbiotique peut varier rapidement en cours de culture en fonction des phases de

minéralisation et réorganisation de I’azote du sol (Duc et al.2010).

5. 1. Etablissement de la symbiose

En présence de Rhizobia, la plante répond par une série d’étapes complexes qui résulte
d’un dialogue moléculaire aboutissant & la formation des nodules. Le nodule est un organe
a part entiere ayant des caracteres physiologiques et métaboliques favorables a la réduction

de l'azote atmosphérique. L’établissement de la symbiose nécessite plusieurs étapes:

5.1.1. Etape de reconnaissance et d’attraction

Dans le milieu rhizosphérique, les racines de la plante exsudent des substances organiques,
(sucres, acides aminés, substances du meétabolisme secondaire ...etc) qui jouent le role de
stimuli permettant la prolifération et I’attraction par chimiotactisme des bactéries de la

rhizosphere dont les Rhizoba spécifiques.

Parmi les substances du métabolisme secondaire, les flavonoides induisent chez le
Rhizobium spécifique, I’expression génes nod (Fig. 3). Ces genes nod plasmidiques de la
nodulation sont responsables de la synthése des facteurs Nod qui sont des déterminants
clés de I’échange de signaux entre les deux partenaires plante et Rhizobia (Gobat et al.,
2003).

Légumineuse hite

Facteurs Nod

Figure 6: Schéma montrant le dialogue moléculaire entre le Rhizobium et les racines de la plante
ainsi que I'expression des genes nod de nodulation chez le Rhizobium lors de I’établissement de la
symbiose

Chez les Rhizobia, les génes nod forment un opéron nod qui regroupe trois
catégories de genes (Fischer, 1994):

e Des genes régulateurs (nod D) qui régulent I’expression des genes nod communs
et des genes nod régulateurs

e Des genes communs (nod A, B, C) qui contrélent la synthése du squelette des
facteurs Nod
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e Des genes spécifiques (nod H) qui assurent les substitutions spécifiques au
niveau des facteurs Nod et contrdlent la spécificité de I’infection.

COCH; SOz;H

NodL = | | 4= NodH
2] o]
Vi rs
CH2 CH20H C!'IzOH CHz
o o o] (o]
\ o \ [+] o
oH
"o i W o i v
NodB /r co ¢o Fo
co CH CH CH
NodA ! $ 3 3
4,(211
HC NodC
NodFE = (f"z)s
CH
1}
.
(?“z)s
CH3

Figure 7 : Structure des facteurs Nod majoritaires produits par S. meliloti. (Denarie etal., 1996).

La structure spécifique du facteur Nod provoque de maniere concomitante des
déformations, et I'incurvation de I'extrémité en forme de boucle ou crochet du poil
absorbant (Gobat et al., 2003). Ehrhardt et al., (1996) ont mis en évidence une reprise de la
croissance du poil absorbant en réponse aux facteurs Nod ainsi qu’une augmentation du
gradient de calcium dans le poil di a un influx calcique. Les facteurs Nod jouent aussi le
role de régulateurs de croissance car ils déclenchent la division des cellules corticale de la
racine de la plante héte pour la formation d’un méristeme nodulaire qui sera a I’origine des

différents tissus du nodule.

5.1.2. Etape d’infection

L’infection de la plante hdte commence par I’adsorption des bactéries sur les racines grace
a une «lectine» (glycoprotéine) secrétée par la plante. La lectine permet I’attachement
réversible des Rhizobia a la plante grace aux exopolysaccharides bactériens (Bisseling et
Sprent, 2001). Les poils absorbants préts a étre infectés subissent des modifications
cytologiques dont une organisation particuliere des microtubules qui aura pour réle

d’orienter les bactéries a I’intérieur de la racine (Timmers et al., 1999).

25



Chapitre I: Revue bibliographique

L’adhésion du microsymbionte aux poils o
absorbants se fait par I’intermédiaire d’une | :

protéine d’origine bactérienne, la rhicadhésine, g
qui se lie a un récepteur se trouvant sur le poil
absorbant (Smith et al., 1987).

La deuxiéeme étape consiste en une liaison plus
forte des bactéries aux poils absorbant en
présence de calcium, via une auto-agglutination _ _

des bgctéries de man_iére irréversible en amas sur ;'t?;g:lIi:l;:;';e‘éﬂogofggrf"a??;‘;zz't?gn suite
le poil absorbant qui se courbe genéralement en 3 I’hydrolyse de la paroi du poil absorbant
qui de courbe en cross de berger preparant
I’infection et la pénétration des bactéries a
I’intérieur des racines (Fig. 8).

Un autre mode d’infection par les Rhizobia ;
caractérise les especes tropicales. Les bactéries
pénétrent a travers les espaces intercellulaires
des cellules épidermiques et corticales de la _. _ : :

. . . . Figure 9: Infection par progression
plante sans la formation du filament d’infection. ;.o cellulaire du cordon d infection par
Ce type d’infection est dénommé « Crack crack entry au niveau des cellules
entry » (Fig. 9). épidermiques.

Des changements morphologiques au niveau A :

des poils absorbants sont observés en réponse ol e
aux facteurs Nod qui perturbent I’organisation :
du cytosquelette des cellules (Figure 10) Il
s’agit des phénotypes Had («root hair
deformation» ou déformation des poils), Has
(«root hair swelling» ou gonflement des poils)
et Hab («root hair branching» ou ramification
des poils). Le phénotype classique observé en
réponse aux Rhizobia (courbure du poil en Figure 10 : Infection des poils absorbants
crosse de berger) est dénommé Hac («root parles Rhizobia

hair curling» ou courbement des poils). A tinoculé B :non inoculé
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I A

Figure 11: photographie montrant la
progression des filaments d’infection
(en bleu) dans la racine de la plante héte

Au niveau du site du poil absorbant, la paroi de la
cellule est digérée par des enzymes lytiques
(pectinases, cellulases) secrétees par la plante
hote. Les bactéries pénétrent a travers ce site et
s’organisent, en un filament infectieux (cordon
d’infection) engendré par la plante héte. De fagon
concomitante, les facteurs Nod induisent chez la
plante hote I’expression des génes enod impliqués
dans I’infection et la formation des nodules. Ces
génes codent pour des nodulines précoces comme
ENOD12 et ENODS5 qui interviendraient dans le

(Oldroyd et Downie 2004). processus d’infection (Fig. 11).

5.1.3. Organogénése du nodule

Le cordon d’infection progresse par ramification a I’intérieur des racines grace a la
fragilisation des parois cellulaires sous I’action des polygalacturonases; une agrégation du
cytoplasme des cellules définissent les trajectoires (Parniske, 2000). Simultanément, une
organogenese se déclenche dans le cortex racinaire suite a la dédifférenciation et a
I’activation du cycle cellulaire des cellules du péricycle située prés du protoxyléme et des
cellules corticales, pour la formation d’un méristtme nodulaire. Les cellules du cortex
interne se divisent et produisent une nouvelle série de cellules formant le primordium
nodulaire. Ces cellules sont les premiéres a recevoir les bactéries. Les divisions continuent
vers I'extérieur et les cellules du cortex s’activent et se divisent. Les cellules non infectées

de cette zone constituent le méristeme nodulaire (Gage, 2004).

L’expression des genes enod 40 provoquent un changement dans la balance hormonale
auxine/cytokinine en augmentant la teneur en auxine qui déclenche la division cellulaire

dans le cortex (Geurts et Franssen, 1996).
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A ce stade, les bactéries sont libérées par Matriccducordon @y
endocytose dans les cellules du primordium it (N -

>
nodulaire qui constitue une zone d’infection dans Pénévation par é
endocy tose

le nodule en formation (Morot-Gaudry, 1997).

Les bactéries, en prolifération et différenciation, Cytoplasme hte /\

se retrouvent sequestrées individuellement ou en
groupe dans une membrane dite membrane i ‘
péribactéroide (PBM) formée par I'invagination

de la membrane plasmique. Les bactéries .
Figure 12 : Modéle d’endocytose et de

s’|sole_3nt du c_ytoplasme hote dans des développement des symbiosomes dans les
symbiosomes qui occupent plus de 80% du cellules du nodule (Vernié, 2008).

volume cellulaire (Parniske, 2000) (Fig. 12).

Le symbiosome, compartiment de bactéroides entouré d’une membrane péribactéroide ou
PBM, beigne dans un espace péribactéroide riche en enzymes hydrolytiques. La PBM est
ornée de protéines et d’enzymes semblables a celles de la membrane plasmique ainsi que
de protéines de nodulation comme la noduline précoce ENOD26 qui joue le r6le de

transporteur assurant les échanges entre le symbiosome et le cytoplasme (Parniske, 2000).

6. Types de nodules

La différenciation du nodule aboutit a la formation de deux types de nodules déterminés
par le macrosymbionte hote. Les espéces de lEgumineuses des régions tropicales forment
des nodules de type déterming, celles des régions tempérées forment des nodules de type

indéterminé (Geurts et Franssen, 1996).

Le nodule déterminé

Les cellules externes du cortex racinaire se divisent,
au moment de I’infection, pour donner naissance a un
primordium nodulaire qui évolue a I'extérieur de la
racine formant un nodule de forme arrondie. Ce type
de nodules est caractérisé par une activité limitée du
méristeme nodulaire; il est rencontré chez les
légumineuses des régions tropicales (Fig. A).

Le nodule indéterminé

Ce type de nodule est rencontré chez les légumineuses
des régions tempérées ; il est caractérisé par sa forme
allongee. Le méristeme nodulaire initié au niveau des
cellules corticales internes continuent a se diviser pour
former différentes zones (Fig. B):
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La zone I située a I’'apex du nodule représente le méristtme nodulaire non infecté.
La zone Il constitue la zone d’infection riche en cordon d’infection véhiculant les bactéries.

La zone II-111 est une interzone constituée de cellules riches en amyloplastes. Les cellules

sont en partie infectées par les bactéries.

La zone 11l est la zone ou toutes les cellules hotes sont infectées par les bactéries qui se
différencient en bacteroides. Elle correspond donc a la zone ou a lieu la réduction de I'azote
moléculaire. Cette zone est caractérisée par la coloration rouge due a I’accumulation de la

leghémoglobine.

La zone 1V correspond a la zone de sénescence, située a la base du nodule. Elle est constituée
de cellules nodulaires désorganisées et de bacteroides non fonctionnels. Sa coloration verdatre
est le signe de la présence de léghémoglobine dégradée.

7. Fonctionnement du nodule

Dans le nodule mature, les deux symbiontes différenciés cooperent pour la synthése de
protéines et d’enzymes dont la nitrogénase, enzyme clé de la réduction de lazote
atmosphérique (N2). L’ammonium produit est ensuite utilisé pour la synthése d’amides
(glutamine et asparagine) dans les nodules indéterminés et d’uréides dans les nodules
déterminés. En échange, les Rhizobia consomment I’énergie fournie par les sucres issus de

la photosynthése de la plante héte (Fig. 13).
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Figure 13 : Coopération entre les cellules végetales hotes et les bactéroides lors de la fixation de
I’azote atmospherique. Lb: leghémoglobine.
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Lors du processus de réduction biologique de I’azote moléculaire, I’azote minéral est réduit
en ammonium suite a de multiples réactions de transfert d’électrons conduisant egalement

a la libération d’hydrogéne grace a une enzyme ATP dépendante, la nitrogénase.

N, + 8H" + 8e” + 16 ATP » 2NH3 + H, + 16 ADP + Pi
Le complexe nitrogénase est constitué B Nt svagdun
de deux sous-unités fonctionnelles Pe protein MoFe protein
. } Lo , [NIH) [NIfD, NifK + FeMoco)
principales (Fig. C): la dinitrogénase B
réductase  (azoferredoxine) et Ila N
f Féred r

dinitrogénase (molybdoferredoxine). 8 Fdx,,

Les composés structuraux de ces sous- § P,
unités sont les protéines Nif (nitrogen
fixation): NifH (azoferredoxine
homodimérique) et NifD/K
(molybdoferredoxine
hétérotétramérique).

Les électrons sont transférés de la ferrédoxine (ou flaodoxine) réduite via I'azoferredoxine
vers la molybdoferredoxine. Chaque molécule d’azote fixée nécessite 16 molécules d’ATP

hydrolysées par la protéine NifH.

Une des caractéristiques de la nitrogénase est sa sensibilité extréme a I’oxygene. Dans les
nodules, la protection de cette enzyme est assurée par une séparation spatiale des
bactéroides et la synthese d’une protéine vegétale, la leghémoglobine, capable de piéger
I’oxygéne moléculaire (Kneip et al., 2007). La leghémoglobine maintient dans le cytosol
une concentration basse en oxygéne permettant le fonctionnement de la nitrogénase.
L’ammoniac diffuse dans I’espace peribacteroide ou il est transformé en ammonium qui est
ensuite exporté dans le cytoplasme végétal via un canal. Dans le cytosol, 'ammoniac est
fixé sur du glutamate par la glutamine synthétase. L’ammoniac peut aussi étre assimilé au
niveau du bactéroide (Day et al., 2001). Dans les nodules indéterminés, la voie principale
de lutilisation de lazote réduit (NH;") c’est la glutamine synthétase; cependant, deux
autres voies metaboliques alternatives sont possibles via I’asparagine synthétase et la
glutamate déshydrogenase (Barsch et al., 2006) (Fig. 14).
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Figure 14: Représentation schématique du symbiosome au sein d’une cellule hote
infectée. (pb, membrane peribacteroide ; s, symbiosome ; d, vacuole; PBS, espace
peribacteroide.

8. Microsymbionte : Mesorhizobium ciceri

Les Rhizobia sont des bactéries du sol caractérisées par leur pouvoir d’induire une
nodulation sur les racines ou, plus rarement, sur les tiges des légumineuses. Zakhia et De
Lajudie (2004) ont proposé I'appellation de «bactéries nodulants les légumineuses» ou
encore BNL «Bacteria Nodulating Legumes» les genres : Rhizobium, Mezorhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium et Ensifer (anciennement Sinorhizobium) présents dans le
sol et appartenant aux sous-classes des a et B proteobactéries. Selon la classification
phylogénétique établie par le «Current classification of Rhizobia» (Berrada et Fkiri-
Benbrahim, 2014) I'ARN 16S, les Rhizobia nodulant le pois chiche Mesorhizobium ciceri
appartiennent a la classe des aproteobacteria, a I'ordre des Rhizobiales, la famille des
Rhizobiacea et au genre Mesorhizobium. Ces bactéries sont Gram-négatif produisant des
exopolysaccharides qui forment une capsule et constituent une structure macromoléculaire
a linterface plante-bactérie. Ce sont des composés extracellulaires abondants accumulés
sur la surface cellulaire et secrétés dans I’environnement de la cellule. 11s ont des fonctions
non spécifiques comme la protection contre les stress environnementaux, I’attachement

aux surfaces ou I’approvisionnement en nutriments. lls ont aussi des r6les spécifiques lors
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de I’interaction symbiotique Rhizobium- Légumineuses. (Fraysse et al., 2003). Trois types
majeurs de polysaccharides extracellulaires sont synthétisés par les Rhizobia:

v" les exopolysaccharides (EPS),
v" les lipopolysaccharides (LPS) et
v' les polysaccharides de capsule (CPS).

Ces polysaccharides extracellulaires semblent généralement étre impliqués dans
I’établissement de la symbiose notamment lors du processus d’inhibition des défenses des
plantes permettant I’infectivité (D’Haeze et Holsters, 2004). Les Rhizobia sont également
capables d’améliorer la croissance des plantes non légumineuses telles que les céréales, qui
bénéficient de I’azote symbiotique en rotation ou en association avec les légumineuses
(Snapp et al., 1998). Les Rhizobia sont dites aussi «Bactéries promotrices de la croissance
végétale» (Plant growth promoting rhizobacteria ou PGPR). L’effet PGPR des Rhizobia en
mutualisme avec des plantes comme le blé, le mais et le riz se traduit par leur pouvoir a
solubiliser du phosphate inorganique, a synthétiser des phytohormones (telles que les
auxines, les cytokinines et I'acide abscissique), des sidérophores et des vitamines (Khan et
al,2001).
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Chapitre 11 : Matériel et Méthodes
1. Matériel végetal

Le travail a été effectué sur deux variétés de pois chiche (var. Flip 74-92C et var. Flip 84-
79C) (Tab 1), sélectionnées par I'ICARDA (Syrie), pour leur tolérance a I’anthracnose, au
flétrissement et pour leur productivité. Elles nous ont été fournies aimablement par
I'Institut Technique des Grandes Cultures (ITGC) d’Oued Smar. Le choix de ces variétés a
été fait, suite a une faible germination des autres variétés fournies par I'I'TGC d’Oued
Smar.

Les semences ont subie un prétraitement avec un fongicide afin de réduire la
contamination par des champignons pouvant limiter le rendement de la culture.

Tableau Il. Génotypes de pois chiche (Cicer arietinum L.) du type kabuli (Ben Mbarek
etal., 2011) utilisées.

Nom Pedigree Origine
Nayer Flip 84-79C Tunisienne
/ Flip 74-92C ICARDA

2. Mise en place de la culture

La culture a été réalisée, en plein champ, au niveau de la station expérimentale d’Oued
Smar (Alger). L’expérimentation a eu lieu pendant la période allant du mois de Mars au
mois d’ Ao(t des années 2010 a 2012. Cette zone du centre du pays est caractérisée par un
étage bioclimatique humide, un sol de texture argilo-limoneux avec un rapport C/N est
supérieur a 7 favorisant ainsi une bonne activité biologique, a pH neutre (pH =7,2), avec
une faible conductivité électrique indiquant qu’il n’est pas salin. Il se caractérise par une
teneur moyenne en phosphore (Tab. I11).
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Tableau I11: Analyses physico-chimiques du sol de la station expérimentale d’Oued Smar
(Alger):

Caractéristiques physico-chimiques Valeurs

Argile 44%
Limon 22%
Sable 7,2
pH 7,2

Conductivité électrique (mmhos cm™) 0,18

Matiere organique (%) 1,88
Rapport C/N >7
Teneur en Phosphore (mg kg™t) 15,6

Dans cette étude, aucune fumure de fond ni de fertilisation azotée n’ont été épandues avant
le semi pour un meilleur contrdle des conditions de culture. Les travaux de désherbage sont
effectués a la main avant et apreés le semi. Le précédent cultural de la parcelle d’essai est

une céréale.

2.1. Travail dusol

Pour obtenir un sol bien ameubli, un travail du sol de la parcelle a été effectue par un
labour manuel a I’aide d’une houe et une réparation du lit de semence pour I’obtention
d’une surface bien homogene qui permet une répartition convenable de Ieau; le

nivellement du sol a été réalisé par rateau.

2.2. Dispositif expérimental

Un dispositif en bloc aléatoire a été adopté avec trois répétitions. Dans la premiére partie

du travail, chagque répétition comprend deux facteurs :

v' Facteur 1 représente le traitement salin awvec trois concentrations de
NaCl (S): 50 mM, 100 mM et 150 mM ainsi que le témoin (0 mM)

v Facteur 2 représente les deux variétés: Flip 74-92C et Flip 84-79C. Le
témoin correspond au traitement sans sel.

Dans la deuxieme partie du travail, chaque répétition comprend de facteurs :
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v Facteur 1 représente trois niveaux d’engrais phosphaté (T=0, P1=90 et
P2=200 kg 'h™ de P,Os), des quantités qui correspondent aux concentrations
de OmM, 37mM et 55mM respectivement. Les combinaisons (sel X
phosphate) sont indiqués par SP1 (150mM x 90 kg.h™) et SP2 (150mM x
200 kg. h'"). respectivement appliquée pour la deuxiéme partie du travail. Le
semis est réalisé manuellement a raison de 30 plantes par traitement. Le
témoin correspond au traitement sans sel et sans phosphate.

Les graines ont été semées a une profondeur 5¢cm de la surface du sol.
2. 2. 1. Irrigation

Au stade deux feuilles, I'arrosage des plantules témoin est effectué a I'eau courante. Les
autres traitements ont été arrosés, au méme stade de la croissance, avec de I’eau distillée
additionnée de différentes concentrations de NaCl et/ou d’un mélange NaCl x phosphore.
Afin de fixer les conditions de cultures et pour supprimer I’effet de dilution, les plantes

sont irriguées avec les solutions de sel et/ ou de phosphore, aprés chaque pluie abondante.

3. Etude de la germination des semences

Dans le but de déterminer les effets de NaCl sur la germination des graines de pois chiche,
une étude a été effectuée en utilisant différentes concentrations de chlorure de sodium (0,
50, 100, 150, 300, 400 et 500 mM de NacCl). Ce travail a été réalisé au laboratoire dans des
boites de Petri. Dix graines sont mises dans chaque boite et 3 répétitions pour chaque

concentration en sel ont été réalisées. Ce test a permis de déterminer:

v Le pourcentage de germination exprimé par le rapport du nombre de graines
germées sur le nombre total de graines semées.

v’ La vitesse de germination exprimée en jour a été déterminée par la durée
médiane de germination (Scott et al., 1984).

Temps moyen de germination=T, + (0.5-G;)/ G,- G, (T,- Ty)

G1 étant le pourcentage cumulé des graines germées dont la valeur est la plus proche de
50% par valeur inférieure et G2 correspond au pourcentage cumulé des graines germées
dont la valeur est la plus proche de 50% par valeur supérieure. T1 correspond au temps au
bout duquel moins de 50% des graines ont germé et T2 est le temps correspondant au

pourcentage de germination supérieur a 50%.
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4. Effets du stress salin avec ou sans phosphate sur la croissance et le
developpement des deux variétés

Le comportement des deux variétés de pois chiche vis-a-vis des quatre concentrations de
NaCl (OmM, 50mM, 100mM et 150mM), et en présence de combinaisons NaCl x
phosphate, a été évalué a partir des caracteres lies a la croissance, au rendement et a la
symbiose.

4.1. Nombre de ramifications

Le nombre de tiges formées par les plants de pois chiche a été déterminé par simple
dénombrement sur trois échantillons de plantes de chaque traitement.

4.2. Mesure de lalongueur racinaire

Trois plants sont déterrés de chaque lot pour mesurer la longueur des racines en (cm).

4.3. Mesure de la biomasse seche des plantes (PS)

Au stade deux a trois feuilles, trois plantes ont été déterrées, séparées en parties aériennes
et parties racinaires, puis mises a sécher dans une étuve a 70°C pendant 72 heures. La
biomasse séche est estimée par la pesée de chaque organe de la plante. Le poids sec des
plantes entieres, des deux parties aérienne et racinaire et la biomasse nodulaire a été

déterminé pour chaque lot et pour chaque essai.

5. Effets du stress salin sur les composantes du rendement
5.1. Nombre de gousse, le poids de 100 grains et le rendement

A maturité, les gousses sont récoltées manuellement et décortiquées afin de récupérer les
grains. Le rendement en graines (RG) de chaque lot de plantes est déterminé a partir du
poids de 100 graines avec une balance électronique, puis convertis en kg ha™* en utilisant la
formule suivant (Inamullah et al., 2011):

RG (kg ha') = {RG (kg) / surface cultivée (3m x 5m)} X 10000
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6. Effet du stress salin sur le statut hydrique des plantes
6.1. Mesure de lateneur relative en eau des feuilles (TRE)

Au stade 5 feuilles, la mesure de la TRE a été réalisée selon la méthode de Clark et Mc
Caig (1982). Trois feuilles de chaque lot sont prélevées aléatoirement, pesées et mises dans
des boites de Pétri contenant de I’eau distillée pendant 24 h. Elles sont ensuite pesées pour
avoir le poids en pleine turgescence. Le poids sec est déterminé apres passage dans I'étuve
pendant 48 heures a 70°C. La teneur relative en eau (TRE) est calculée selon la formule

suivante ;

TRE = (PF- PS) / (PT-PS) x100

PF : Poids frais (g) des feuilles ;
PS: Poids sec (g) déterminé apres étuvage des folioles pendant 48h a 70°C ;
PT : Poids de pleine turgescence (Q).

6.2. Mesure de I’ouverture des stomates

Une couche de vernis a été appliquée sur la face inférieure des feuilles. Au bout de
quelgues minutes de séchage, la couche de vernis est prélevée, mise entre une lame et une
lamelle puis observée au microscope photometre muni d’un appareil photographique. La
mesure de I'ouverture des stomates est effectuée a I’aide d’une lame micrométrique et les

mesures sont exprimées en pm.

7. Dosage des pigments photosynthétiques

Les teneurs en chlorophylles a et b et en caroténoides ont été déterminées selon le
protocole d’Arnon (1949). L’extraction est réalisée par 10 mL d’acétone a 80% pour 0,19
de matiere fraiche. Le broyat est centrifugé a 2000 trs/mn pendant 10 mn. L’absorbance du
surnageant est lue par spectrophotométrie a des longueurs d’ondes de 645 nm, 663 nm et
470 nm respectivement pour la chlorophylle a, b et les caroténo’ides. Les concentrations en

pigments sont calculées selon la méthode décrite par Lichtenthaler et Welburn (1983).

-Chla=12.25DO (663 nm) - 2.79 DO (647 nm) (ug/mL)
-Chl b=21.5DO (647 nm) -5.10 DO (663 nm) (ug/mL)
-Caroténoides = 1000 DO (470 nm) — 1.82 chla — 85.02 chlb /198 (ug/mL)
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8. Caractéres symbiotiques

L’efficacité symbiotique des plantes des deux variétés de pois chiche quelque soit les
conditions est estimée par le pouvoir nodulant. Avant la floraison, trois plantes sont
déterrées, leurs systémes racinaires sont lavés a I'eau courante afin de déterminer les

parameétres symbiotiques suivants :

8.1. Parametres symbiotiques
8.1.1. Nombre et taille des nodules

Le nombre de nodules formés sur les racines des plantes est obtenu, par un simple
comptage, sur des plants provenant des différents traitements. La taille des nodules a été

également mesurée en (cm). Trois répétitions sont effectuées pour chaque combinaison.

8. 1. 2. Poids sec des nodules

La biomasse nodulaire est effectuée par la pesée de nodules obtenus pour chaque
traitement.

8.2. Parameétres physiologiques des nodules

8.2.1. Teneur en leghémoglobine

Le dosage de la leghémoglobine a été réalisé suivant la méthode de Wilson et Reisenauer
(1962). Cette méthode colorimétrique est basée sur I’oxydation du Fe?* de I’"hémoglobine
en Fe** de la méthémoglobine par le ferricyanide, suivie de la formation d’un complexe
tres stable, la cyanméthémoglobine grace aux ions cyanure du (KCN). L’ absorbance de la

cyanméthémoglobine, est directement proportionnelle a la concentration en héemoglobine.

100 mg de nodule frais sont broyés dans 3 mL du réactif de Drabkin (52 mg KCN, 198 mg
K3 Fe(CN)s et 1 mg de NaHCO3 dans 1L d’eau distillée). Le broyat est centrifugé a 500
trs/mn pendant 15 mn. Le surnageant récuperé est additionné de 10 mL du réactif de
Drabkin. Le mélange est centrifugé a 20 000 trs /mn pendant 30 mn. La densité optique du
surnageant est lue par spectrophotométrie a une longueur d’onde de A= 540 nm. La

guantité de leghémoglobine est calculée en utilisant la loi de Beer-Lamber :

Abs=g X L x Cc
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Abs : la valeur de I’absorbance
e: coefficient d’extinction molaire de 155 mM™* Cm*

L : le trajet parcouru (largeur de la cuve=1cm)

Cc : la concentration molaire

8.2.2.  Teneur en protéines

Le dosage des protéines nodulaires a été réalisé suivant la méthode de Bradford (1976),
dont le principe est basé sur la formation d’un complexe entre le bleu de Coomassie
(G250) et les résidus basiques aromatiques des protéines. La formation de liaisons

protéine-bleu de Coomassie est visualisée par I’apparition d’une coloration bleue.

L’extraction des protéines est réalisée a partir d’une aliquote de 0,59 de matiére nodulaire
fraiche, broyée dans 6 mL d’eau distillée, puis centrifugée a 5000 trs/mn pendant 15 mn. A
0,1mL du surnageant sont additionnés 3 mL d’un mélange d’acide orthophosphorique a
85%, et 25 mg de bleu de Coomassie (G250) et de 12.5 mL d’éthanol a 95%. Le volume
est ensuite complété a 250 mL par de I'eau distillée. L’absorbance est lue par
spectrophotométrie a A= 595 nm. Trois échantillons de plantes sont utilisés pour chaque lot
testé. Les concentrations en protéines sont déterminées par projection des densités optigues
obtenues sur la courbe d’étalonnage faite a partir d’une solution meére de BSA a
10mg/10mL.

8.2.3. Teneur en proline

Le dosage de la proline des feuilles et des nodules a été réalisé selon la méthode de Troll et
Lindsey (1955). Cette technique est basée sur la capacité de la proline a réagir en milieu
acide et a chaud avec la ninhydrine pour donner un composé de couleur rose a rouge,

soluble dans les solvants organiques tel que le toluéne.

L’extraction est effectuée a partir de 0,1g de matiére fraiche (feuilles et nodules)
additionné de 2 mL de méthanol & 40%. 1mL de I’extrait est additionné de 1mL de
mélange d’acide acétique glacial et d’acide orthophosphorique (3 : 2, v/v) et de 25 mg de
ninhydrine. Apres 1h d’incubation a 100°C, les tubes sont refroidis et additionnés de 5mL

de toluéne. Apres agitation au vortex deux phases se forment :

v' la phase supérieure organique contenant la proline est prélegée.
v' la phase inférieure aqueuse est éliminée.
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L’absorbance est lue par spectrophotométrie a une longueur d’onde A = 520 nm. Les
valeurs obtenues sont ensuite reportées sur la courbe d’étalonnage réalisée a partir de

concentrations croissantes en proline préparées a partir d'une solution mere de 20 pg/mL.

8.2.4. Systéme antioxydant

L’activité du systeme antioxydant des nodules a été déterminée par le dosage du
malonydialdéhyde (MDA) nodulaire. La méthode utilisée pour Iestimation de la
peroxydation des lipides est le dosage du malondialdéhyde par la réaction a rlacide
thiobarbiturique (TBA). Ce procédé permet la formation d’un chromatophore rouge
mesurable a 532 nm (Nair et Turner, 1984).

L’extraction est réalisée a partir d’une aliquote de 0,59 de matiere nodulaire fraiche
homogenéisés avec 1mL de TCA (10%). L’homogénat est rincé deux fois avec 5mL
d’acétone et centrifugé apres chaque ringcage (4000tr/mn pendant 10mn). Le culot est porté
a ébullition & 100°C pendant 30mn en présence de 3mL HsPO,4 (1%) et 1mL de TCA
(0.6%) puis refroidi dans la glace. Un volume de 3mL de n-butanol est ajouté au melange
puis centrifugé a 4000 trs/mn. L’ absorbance est lue par spectrophotométrie a une longueur
d’onde de 532 nm et 600 nm. L’absorbance non spécifique due a la turbidité est éliminée
en soustrayant a la DO a 532 nm celle absorbée a 600nm. La teneur en MDA est calculée

en utilisant le coefficient d’extinction molaire 155 mM™* C?.

8.2.5. Activité enzymatique de la catalase des nodules

L’activité de la catalase des nodules est déterminée par la méthode Claiborne, (1995). Des
extraits de nodules sont obtenus aprés un broyage des nodules dans du tampon phosphate a
pH 7 et du PVP a 1% suivi d’une centrifugation a 15 000g pendant 10 minute a 4°C.
L’activité de la catalase est déterminée par la lecture des DO au spectrophotometre a 240
nm et correspond a la quantité en uM de peroxyde d’hydrogéne par minute et par mg de

protéine. Le coefficient d’extinction 8 25C° est de e=43,6M™*.cm™.

9. Dosage des éléments minéraux dans la plante
9.1. Dosage du sodium et du potassium

Des échantillons secs de feuilles et de racines, (0,5g) sont mis dans des tubes contenant 20
mL d’acide nitrique N/10 (EI Mekkaoui, 1987). Les différents dosages se font sur le filtrat
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de I'extraction acide a froid. Les cations Na* et K* sont dosés par spectrophotométrie de

flamme en émission.

9. 2. Dosage duchlore

La teneur en ions chlorure de chaque lot de plantes est estimé par la méthode de Mohr. Elle
consiste a introduire 10mL de I’échantillon dans un bécher auquel on ajoute 3 gouttes
d’acide nitrique pur, une pincée de carbonate de calcium et 3 gouttes d’une solution de
dichromate de potassium a 10%. Le titrage se fait avec une solution de nitrate d’argent

jusqu’a I’apparition d’une teinte rougeatre qui doit persister 1a 3min.
9. 3. Dosage du phosphore

Le dosage du phosphore a été déterminé par colorimétrie aprés calcination de la partie
aérienne des plantes. Le phosphore est déterminé par le réactif de «Barton» a base de
molybdate d’ammonium et de metavanadate d’ammonium. La lecture de la DO est faite a

430 nm et la gamme étalon est préparée avec KH,POy4.

9.4. Indice de I’efficacité d’utilisation du phosphore

L’indice de I’utilisation du phosphore (PUEI) a été déterminé selon la méthode appliqué
par (Siddiqi et Glass, 1981) basée sur la biomasse séche totale (TDB) et la teneur totale en
Phosphore (TPC):

[ PUEI = (TDB)?/ plant TPC ]

10. Analyse statistique

Une analyse statistique a été adoptée pour I’ensemble des résultats obtenus. L’analyse de la
variance et la comparaison des moyennes significativement différentes ainsi que des
corrélations ont été révélées grace au logiciel Statistica par le test LSD au taux de risque
5%.
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

1. Effets du stress salin sur lagermination de deux variétés de pois chiche

L’évolution de la germination de deux variétés Cicer arietinum L. Flip 74-92C et Flip 84-
79C en fonction du temps indique qu’en conditions témoin et stressés par 50mM de NaCl,
les graines présentent une germination rapide pour les deux variétés étudiées. En effet, les
graines germent au bout de 48 heures et atteignent un maximum de 100% au 3™ jour de
I’expérimentation. Par contre, avec I'augmentation de la salinité, la variété Flip 74-92C
montre un retard de deux jours de la germination & 100mM et 150mM et ne présente
100% de germination qu’au 5°™ jour comparé au témoin. La variété Flip 84-79C affiche
un retard d’un jour a 150mM de NaCl et enregistre un maximum de graines germées
(100%) au 4™ jour d’expérimentation par rapport & son témoin. Cependant, les niveaux
élevés de salinite (200mM, 300mM, 400mM et 500mM de NaCl) inhibent totalement la

germination et ce chez les deux variétés (Fig. 15).
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Figure 15 : Effet des différentes concentrations de NaCl (OmM, 50mM, 100mM et 150mM) sur la
cinétique de germination de la variété Flip 74-92C (A) et la variété Flip 84-79C (B) du pois chiche
en fonction du temps d’expérimentation.

La durée médiane de la germination des graines (t50) en conditions de stress salin indique
que la vitesse de germination est inversement proportionnelle a I'augmentation de la
concentration en sel. En effet, 50% des graines ont germé au bout de 24 heures
d’imbibition chez le témoin, le 2™ jour 8 50mM puis 3 et 4 jours respectivement pour des

concentrations de NaCl de 100mM et 150mM. La variété 84-79C montre une durée
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moyenne de la germination de 1 jour a OmM et 50mM et de 3 jours a 100mM et 150mM.
Cependant, a 150mM la vitesse de germination est plus faible (4jours) pour la variété Flip

74-92C comparée a la variété Flip 84-79C pour la méme concentration de NaCl.

Tableau IV. Effet de différentes concentrations de NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM de NaCl)
sur la capacité de germination et la vitesse de germination des deux variétés Flip 74-92C et Flip 84-
79C.

Flip 74-92C Flip 84-79C
P e el ety et
0 mMm 100% 1 100% 1
50 mM 100% 2 100% 1
100 mM 100% 3 100% 3
150 mM 100% 5 100% 3
200 mM 0% 0 0% 0
300 mM 0% 0 0% 0
400 mM 0% 0 0% 0
500 mM 0% 0 0% 0
Discussion

La germination est considérée comme une étape critique du cycle de développement de la

plante. Elle conditionne I’installation de la plantule, son enracinement et probablement sa

productivite ultérieure (Tremblin et Binet, 1984).

L’évolution de la cinétique de germination des graines des deux variétés de pois chiche,
Flip 74-92C et Flip 84-79C, soumises aux conditions croissantes de salinité au cours du

temps, montrent 3 phases (Fig. 15):

v" Une phase de latence qui correspond a la phase d’imbibition des graines et a
I’apparition de la radicule. Pour nos deux variétés, cette phase est trés courte chez
les graines témoins et les graines traitées a 50mM de NaCl. La phase d’imbibition
est plus longue en présence de concentration élevée de sel. Elle est de 72 heures
pour les graines traitées par 100mM et 150mM de NaCl pour la variété Flip 74-
92C et de 48 heures pour la variété Flip 84-79C pour les mémes concentrations de
sel.

v" Une phase exponentielle ou une augmentation linéaire du taux de germination des
graines est notée. Cette phase qui évolue proportionnellement avec le temps, est
plus rapide pour le traitement 200mM chez la variété Flip 74-92C et 150mM chez
la variété Flip 84-79C par rapport aux autres concentrations.
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v Une phase finale en plateau qui correspond a une phase stationnaire ou le taux de
germination est constant et maximal. C’est une phase qui traduit la capacité
germinative des graines de pois chiche étudiées dans les conditions croissantes de
stress salin.

La comparaison des deux variétés étudiées indique que la Flip 74-92C germe plus
lentement que la variété Flip 84-79C a 100mM et 150mM. Nos résultats corroborent ceux
obtenus par d’autres travaux portant sur différents variétés le pois chiche et de blé qui
montrent un retard considérable du processus de germination et une réduction du
pourcentage final de germination en présence du stress salin (Hajlaoui et al., 2007; Kafi et
al., 2001; Maas, 1996).

La capacité de germination est de 100% pour les deux variétés lorsque la concentration en
sel est inférieure ou égale a 150mM. Le chlorure de sodium présent dans le sol ou dans
I’eau d’irrigation affecte la germination des glycophytes dont le pois chiche (Cicer
arietinum L.) de deux manieres ; il diminue a la fois la vitesse de germination et le pouvoir
germinatif. Le retard de germination enregistré pour les deux variétés de pois chiche serait
liée a la reduction progressive de la conductivité de I’eau dans le milieu d”imbibition et par
conséquent, le ralentissement de Iactivité des enzymes hydrolytiques dans les graines
(Labato et al., 2009).

Les fortes concentrations de NaCl (300mM, 400mM et 500mM) inhibent completement la
germination des graines de nos deux variétés. En effet, Zidan et Elewa (1995) ont noté
chez quatre especes d’Ombelliferes que la concentration de (160mM) de NaCl n’a aucun
effet négatif sur la germination des graines mais a un niveau plus élevé de sel (280mM) la
germination est complétement inhibée. L’absence de la germination des graines en cas de
forte salinité serait due a I’augmentation de la pression osmotique de la solution saline ce
qui induit un stress osmotique qui ralentit I’imbibition et limite I’absorption de I’eau
nécessaire au déclenchement des processus métaboliques impliqués dans la germination
(Hajlaoui et al., 2007). L’altération de [I’activité métabolique durant le processus
d’imbibition des graines serait dles a Paccumulation toxique des ions Na'et CI dans
I’embryon ce qui conduit dans le cas extréme a la mort de 'embryon (Khan et Ungar,
1997). Bien que I’acide abscissique (ABA) est une phytohormone qui interviendrait dans
I’adaptation des plantes en croissance aux stress abiotique, il a été signalé que

I’augmentation de la teneur en ions Na* stimule le métabolisme de ’ABA dont le role est
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de limiter Pabsorption d’eau et d’inhiber la synthése d’enzymes spécifiques pour la

germination des graines (Khan et Weber, 2008).

2. Effets dustress salin

2.1. Effet du stress salin sur la croissance de deux variétés

2.1.1. Effet du stress salin sur la teneur relative en eau

La teneur relative en eau (TRE) des plants témoins des deux variétés est significativement
différente (p<0,5). En effet, la TRE de la variété 84-79C est de 83% alors qu’elle est de
50% pour la variété Flip74-92C (Fig. 16).

L’application de différents niveaux de NaCl (50, 100, 150 mM) provoque une diminution
significative de la teneur relative en eau soit 60% et 30% pour les deux variétes Flip 74-
92C et Flip 84-79C respectivement par rapport au t¢émoin. Néanmoins, aucune différence
significative de la TRE n’a été enregistrée a 100mM et 150mM de NaCl pour les deux

variétés étudiées.
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Figure 16: Effet des différentes concentrations en NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM) sur la
teneur relative en eau des feuilles des deux variétés de pois chiche Flip 74-92C, Flip 84-79C.
Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les

ESM. Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas différents
significativement (p <0,05).
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Discussion

Les légumineuses sont des especes genéralement classéees comme sensibles a la salinité
(Lauchli, 1984) ; le haricot, le pois chiche et le pois étant les plus sensibles au stress salin
(Cordovilla et al., 1986; Soussi et al., 1999).

Enprésence dusel, la TRE évolue de maniére inversement proportionnelle a la sévérité du
stress. Par ailleurs, la TRE de la variété Flip 84-79C maintient sa supériorité (60%) par
rapport a la variéte Flip 74-92C et ce, quelque soit la concentration en NaCl du milieu. Nos
résultats corroborent ceux trouves chez P. vulgaris L. (Aydi et al., 2008) et C. arietinum L.
(Singh et al., 2014) qui attribuent la baisse de la TRE a une réduction de I’absorption en
eau, et/ou a une forte perte en eau. La variété Flip 74-92C montre une TRE plus faible que
celle de la variété Flip 84-79C en présence et en I’absence du sel, le statut hydrique des
plantes serait donc affecté par le stress salin chez la variété Flip 74-92C. Selon Binzel et al.
(1985) la capacité d'accumuler de leau au cours de la période de croissance vegeétative
pourrait étre un trait important pour distinguer les génotypes tolérants au sel. Les plantes
qui présentent une supériorité de la TRE correspondent aux genotypes tolérants ayant une
capacité de résister a la déshydratation, comparés aux variétés sensibles qui présentent une

baisse importante de la teneur relative en eau (lannuci et al., 2002).

2.1.2. Effet de lasalinité sur la biomasse seche du pois chiche

La biomasse seche aérienne des plantes est nettement supérieure chez la variété Flip 84-
79C que chez la variété Flip 74-92C en conditions témoin. Elle est de 1g plante™ pour la
variété Flip 84-79C et de 0, 34g plante® pour la variété Flip 74-92C (Fig. 17). En
conditions de stress salin, la réponse des deux variétés varie en fonction de I'intensité du
stress. La variété Flip 84-79C enregistre une augmentation non significative (50mM de
NaCl) par rapport a son témoin puis diminue significativement de 20% et 40% a 100mM et
150mM de NaCl (Fig. 17). Par contre, la variété Flip 74-92C montre une augmentation
significative de la biomasse 8 50mM soit 0,4g plante™ puis une baisse & 100mM et 150mM

de NaClavec 0,18g plante™ et 0,12g plante respectivement.
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Figure 17 : Effet des différentes concentrations en NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM) sur le
poids sec aérien des deux variétés Flip 74-92C, Flip 84-79C du pois chiche. Chaque point représente
la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM. Pour chaque variété,
les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas différents significativement (p < 0,05).

La biomasse séche racinaire des plants témoins est de 0,14g plante™ pour la variété Flip
74-92C contre 0,09g plante™ pour la variété Flip 84-79C. En condition de stress salin, la
biomasse racinaire, de la variété Flip 74-92C, se stabilise & 0,1g plante™ et ce, quelque soit
la concentration en NaCl alors que les plants de la Flip 84-79C enregistrent une légére
augmentation du poids des racines a 50mM suivie d’une réduction significative de 72% a
150mM de NaCl par rapport au témoin (Fig. 18).
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Figure 18 : Effet de différentes concentrations en NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM)

sur le poids sec racinaire des deux variétés de pois chiche Flip 74-92C, Fip 84-79C. Chaque

point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.
Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas différents significativement (p
<0,05).

Le ratio partie racinaire sur la partie aérienne (R/A), dans les conditions t¢émoin, montre

que la partie racinaire est plus développée que I’appareil aérien pour la variété Flip 74-92C
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(Tab.V). En cas de salinité, la variété Flip 74-92C affiche une augmentation significative
(26%) et (50%) a 100mM et 150mM respectivement. Inversement, aucune différence
significative n’est a noter pour le ratio R/A a 50mM, 100mM et le ttmoin pour la variété
Flip 84-79C. Cependant, pour la méme varieté ce rapport diminue de 31% a 150mM de
NaCl comparé au témoin. Ce resultat indique que pour cette varieté Flip 84-79C, les
plantes maintiennent une bonne croissance aérienne laissant suggérer que cette partie serait

moins affectée par la concentration de 150 mM de NaCl.

Tableau V. Effet des différentes concentrations en NaCl (0mM, 50mM, 100mM, 150mM)
sur le ratio R/A des deux variétés de pois chiche Flip 74-92C, Fip 84-79C. Chaque valeur

représente la moyenne de 3 répétitions. Pour chaque variété, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas
différents significativement (p < 0,05).

Variété omMm 50mM 100mM 150mM
Flip 74-92C 0,41° 0,251 0,56° 0,83
Fip 84-79C 0,09° 0,10° 0,10° 0,06

2.1.3. Effet du stress salin sur le poids de 100 grains

Le rendement des cultures estimée par le poids de 100 grains est au maximum a 35¢g et 32g
pour les deux varietés Flip 84-79C et Flip 74-92C respectivement en conditions témoin
(Fig. 19). En présence de stress salin, la varieté Flip 74-92C montre une diminution
significative de 25% et de 53% du poids des 100 grains respectivement a 50mM et 150mM
de NaCl. Pour la variété Flip 84-79C, la réduction du poids des 100 grains est significative
(en moyenne de 13%) pour toutes les concentrations en NaCl appliquées. Le rendement de

la variété Flip 74-92C serait plus affecté par le stress salin que la variété Flip 84-79C.
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Figure 19: Effet de différentes concentrations en NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM)

sur le poids de 100 grains des deux variétés Flip 74-92C, Fip 84-79C de pois chiche. Chaque
point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.
Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas différents significativement (p
<0,05).

Discussion

La tolérance au sel chez les différents génotypes est généralement déterminée par le stade
de croissance des plantes ou par le rendement des cultures (Maas et al., 1996). La
réduction de la croissance et de I’accumulation de la matiere séche en condition de stress
salin a été enregistrée chez la plupart des légumineuses a graines (Delgado et al., 1994), en
particulier chez les différents variétés de pois chiche du type kabuli (Mugdal et al., 2011 ;
Tajéra et al., 2006). La biomasse séche racinaire de la variété Flip 74-92C diminue par
rapport a celle du témoin mais reste stable quelgque soit la concentration en sel, la partie
aérienne serait donc plus sensible a la salinité que la partie racinaire. Ce résultat est
similaire a celui observé chez les génotypes de pois chiche (Rao et al., 2002). Selon Aydi
et al., (2008); en condition de stress osmotique engendré par la salinité, les plantes
allouent plus d’énergie photosynthétique vers la production des racines qui assurent la
recherche en eau et donc une meilleure absorption en eau. Tajéra et al., (2006) suggerent
que le pois chiche augmente le rapport R/A en présence de la salinité, une augmentation
qui pourrait se faire au détriment de la partie aérienne. Le ratio R/A reste, cependant,
inchange a 50mM et 100mM par rapport au témoin pour la variété Flip 84-79C ce qui
indique que la croissance de la partie aérienne et la partie racinaire, évolue dans le méme
sens et/ou ne serait pas affectée par ces deux concentrations en NaCl. Par contre, a
150mM, la variété Flip 84-79C présente une partie aérienne significativement (p<0,05)
plus développée que la partie racinaire indiqué par la baisse du ratio R/A. De nombreux
travaux sur Vicia faba (Abdul Qados, 2011), sur Hordeum vulgare L. (Movafeg et al.
2012), et Kochia (Kafi et al., 2010) suggérent que les plantes traitées par un stress salin
sévere répondent par un ajustement osmotique qui pourrait améliorer le poids de leur

matiére seche.

Le poids de 100 grains qui est une des composantes du rendement, est affecté par le stress
salin & 150mM de NaCl essentiellement pour la variété Flip 74-92C. Pour la méme
concentration, la variété Flip 84-79C montre un poids de 100 grains plus élevé. Vadez et
al., (2007) ont signalé une baisse du rendement en grains dans des conditions de salinité a

80 mM de NaCl mais aussi les types desi sont plus résistants a la salinite que les types

49



Chapitre III: Résultats et Discussion

Kabuli. La réduction du poids de 100 grains chez la variété Flip 74-92C pourrait étre
provoqué par une diminution de I’approvisionnement des graines en photosynthétats
(Ahmad et al, 2005; Mohsen et al., 2013). Cette réduction serait due a une faible
croissance des plantes qui se traduit par une baisse de lP'offre en photoassimilats aux
gousses, affectant ainsi le remplissage des graines. Cependant, la variété Flip 84-79C
montre une légére baisse mais significative du poids de 100 grains avec I’augmentation de
la concentration en NaCl. Mohamed et ElI Kramany (2005) suggerent que la salinité
accélere la maturation des graines, limitant ainsi la période de développement des grains et

le remplissage des gousses, réduisant ainsi le poids de 100 graines.

2.2. Effets dustress salin sur la physiologie du pois chiche
2.2.1. Effet de lasalinité sur lateneur en proline des feuilles

L’accumulation de proline dans les feuilles est variable en fonction des variétés et de la
concentration en NaCl. Chez les plants témoins, la varieté Flip 74-92C accumule deux fois
plus de proline que la variété Flip 84-79C (Fig. 20). En conditions de stress salin, une
augmentation significative de la proline foliaire en fonction de Pintensité du stress est
observée chez les plants des deux variétés; elle atteint 8,30pg G* de MVS a 100mM et
5,27ug G de MVS & 150mM de NaCl, une augmentation significative par rapport & son
témoin pour la variété Flip 74-92C. La méme tendance est enregistrée pour la variété Flip
84-79C qui montre une augmentation de 6,18 pg G de MVS a 50mM et 100mM puis

une diminution significativement de 25% par rapport au t¢tmoin.
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Figure 20 : Effet des différentes concentrations en NaCl (OmM, 50mM, 100mM, 150mM)

sur la teneur en proline foliaire des deux variétés Flip 74-92C, Fip 84-79C du pois chiche.
Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les
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ESM. Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas différents
significativement (p < 0,05).

Discussion

L’osmorégulation permet une protection des membranes et des systtmes enzymatigues
surtout dans les organes jeunes. La proline semble jouer un rGle dans le maintien des
pressions cytosol-vacuole et de la régulation du pH (Ottow et al, 2005). Avec I’intensité
du stress salin, la variété Flip 74-92C accumule plus de proline que la variété Flip 84-79C.
L un des principaux caracteres physiologiques de tolérance aux contraintes du milieu est
I’ajustement osmotique. Celui-ci est réaliseé grace a une accumulation de composés
osmoregulateurs de nature organique conduisant a une augmentation de la pression
osmotique permettant ainsi le maintien du potentiel de turgescence (El Midaoui et al.,
2007). En effet, La proline agit en tant que composé soluble compatible dans I’ajustement
osmotique pouvant atteindre de fortes concentrations sans exercer d’effets toxigues comme
le cas des ions (Silva-Ortega et al., 2008). Toutefois, a 150mM, la teneur en proline foliaire
diminue de 70% pour la variété Flip 84-79C par rapport a la variété Flip 74-92C.
Similairement, une diminution des teneurs en proline a été observée chez des génotypes de
haricot (Téjéra et al., 2005). Ces auteurs expliquent la baisse de la proline a une inhibition
de la synthese de son précurseur ou a une activité élevée de la proline deshydrogénase

impliquée dans la dégradation de cet acide aminé (Téjéra et al., 2005).

2.2.2. Effets du stress salin sur le nombre de nodule

En condition témoin, les plantes de la variété Flip 84-79C forment trois fois plus de
nodules que la variété Flip 74-92C, ce qui laisse indiquer que le pouvoir de nodulation
chez la variéte Flip 84-79C est plus elevé que celui de la variété Flip 74-92C (Fig. 21). Le
nombre de nodules chez la variété Flip 84-79C augmente significativement a 50mM avec
77,7 nodules plante™ puis diminue & 62 nodules plante® & 100mM pour atteindre 21,3
nodules plante™ & 150mM, soit une réduction de 60% par rapport au témoin. Par ailleurs,
chez la variété Flip 74-92C, le plus faible nombre de nodules est noté chez le ttmoin et le
stressé & 150mM avec en moyenne 17 nodules plante™. Cependant, la nodulation est
significativement stimulée par des stress salin de faibles intensités, soit 64 nodules plante™
a50mM et 25 nodules plante™ & 100mM.
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Figure 21: Effet des différents traitements sur le nombre moyen de nodule/plant des deux

variétés de pois chiche, Flip 74-92C, Fip 84-79C. Chaque point représente la moyenne de 3
répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM. Pour chaque variété, les
histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas différents significativement (p < 0,05).

Discussion

Le stress salin @ 50mM et 100mM, a un effet positif sur la nodulation chez les deux
varietés de pois chiche étudiées. Toutefois, un stress salin de plus forte intensité (150mM
de NaCl) réduit la nodulation de 72% chez la variété Flip 84-79C. L’ importante diminution
de la nodulation indique que I’établissement de la symbiose chez la variété Flip 84-79C
serait plus sensible a la salinité que la variété Flip 74-92C. Ce faible pouvoir nodulant
serait lié I’inhibition de I’initiation de la nodulation et/ou I’inhibition du developpement de
nouveaux nodules par le stress osmotique engendré par la salinité (Aydi et al., 2000). De
méme, la salinité peut réduire les sites potentiels d’infection résultant d’une inhibition de
I’émergence, de I’élongation des poils absorbants et de la croissance du systéme racinaire,
et par conséquent une faible colonisation par les Rhizobia (Delgado et al., 1994; Fahmi et
al., 2011). La réduction du nombre et de la masse des nodules fonctionnels en conditions
de stress salin affecte considérablement la fixation N, (Nandwal et al., 2007). Selon Rao et
al., 2002, la formation des nodules et la croissance nodulaire sont des paramétres plus
sensibles a la salinité que la croissance de la plante. La salinité réduit la nodulation et
I’accumulation de la matiere seche nodulaire et inhibe Pactivité nitrogénasique chez le soja
(Abd-Alla et al., 1994).
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Conclusion

Les graines des deux variétés germent a des concentrations de NaCl inférieure ou égale a
150mM. Au-dela de cette concentration, la germination est totalement inhibée. Par ailleurs,
la germination de la variété Flip 74-92C semble étre plus lente a 150mM avec un temps de
germination supérieur a 3jours alors que pour la méme concentration 100% des graines ont

germe pour la variété Flip 84-79C.

La variété Flip 74-92C présente une réduction significative de la croissance végétale
exprimée par la biomasse séche aérienne et avec une augmentation de la croissance
racinaire par rapport a la variété Flip 84-79C. Inversement, la variété Flip 84-79C montre
une bonne croissance aérienne comparée a la biomasse racinaire ce qui permet de classer la
varieté Flip 74-92C comme étant une variété plus affectée par le stress salin et la varieté
Flip 84-79C comme moins affectée par le stress salin. Ce résultat est confirmé par
I’augmentation du rapport partie racinaire/partie aérienne, la faible teneur relative en eau,
de 'augmentation de la teneur en proline et de la réduction du poids de 100 grains pour la
variété Flip 74-92C.

Sur la base de la réponse des deux variétés testées vis-a-vis du stress salin, et bien que la
croissance de variété Flip 84-79C s’est montrée moins affectée par le stress salin que la
variété Flip 74-92C, nous avons retenu la variété Flip 84-79C pour le reste du travail en

raison de la sensibilité de I’établissement de la symbiose en présence de 150mM.
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Dans la deuxieme partie du travail, nous avons testé I'effet combiné du sel et du phosphore
sur différents paramétres de croissance, de symbiose et de rendement du pois chiche
variété Flip 84-79C. Les deux doses d’engrais phosphatés (90, 200 kg h'') mélangées au
NaCl (0, 150 mM de NaCl) ont été appliquées des le stade plantule et avant la formation
des premiers nodules.

3. Effet de lasalinité et du phosphate sur les plantes
3.1. Effet de lasalinité et du phosphate sur la croissance

La croissance des plants exprimée en poids sec total indique que les plantes témoins ont
une biomasse maximale de 3,24 g plante™ suivie des plantes SP1 avec 3,04 g plante alors
que le poids sec total est plus faible pour les plantes stressées et SP2 avec en moyenne 2,28
gplante soit une réduction significative de 30% par rapport au témoin et au traitement
SP1 (Fig. 22).
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Figure 22: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur le poids sec aérien de la
variété Fip 84-79C du pois chiche la variété Flip 84-79C (T = Témoin, S= 150mM, SP1= 90xS,
SP2=200xS). Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur)
représentent les ESM. Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas différents
significativement (p < 0,05).

Poids sec total (g Plante?)

Le traitement SP2 semble induire un meilleur développement racinaire. En effet, la
longueur racinaire est de 10cm pour les plants SP2 contre 8cm pour les plants témoin et
SP1. Cependant, la longueur racinaire est plus faible en présence de la contrainte saline (S)
avec 6,7cm soit une réduction significative de 16% et 24% par rapport au plantes t¢tmoins

et SP2 respectivement. (Fig. 23).
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Figure 23: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur la longueur des racines
du pois chiche la variété Flip 84-79C (T =Témoin, S=150mM, SP1= 90xS, SP2=200xS). Chaque point
représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM pour
chaque traitement ; témoin (T), stressé (S), sel x faible dose de P,Os (SP1) et sel x forte dose de P,Os (SP2).
Les histogrammes suivis de la méme lettre ne sont pas significativement différents (p < 0,05).
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La croissance de la partie aérienne exprimée en nombre de ramifications (tiges) par plante
ne montre aucune différence significative entre les plantes témoins, S et SP2 avec en
moyenne 5,8 tiges plante™. Par contre, le traittment SP1 induit un bon développement de

la partie aérienne avec 7,6 tiges plante™. (Fig. 24).
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Figure 24: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur le nombre de
ramifications aériennes du pois chiche la variété Flip 84-79C (T = Témoin, S=150mM, SP1= 90xS,
SP2=200xS). Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur)
représentent les ESM pour chaque traitement ; témoin (T), stressé (S), sel x faible dose de P,Os (SP1) et sel x

forte dose de P,0s (SP2). Les histogrammes suivis de la méme lettre ne sont pas différents significative ment
(p<0,05).
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Discussion

Le stress salin diminue le poids sec total des plantes mais n’affecte pas le nombre de
ramification aérienne comparé au témoin et SP1. Par ailleurs, le traitement SP2 favorise
I’élongation racinaire alors que les plantes SP1 présentent un optimum de la biomasse
séche et de la croissance aérienne et racinaire. Bien que le pois chiche soit considéré
comme une espece sensible a la salinité, certain varigtés sont capables de contrecarrer les
effets drastiques du stress salin et se développent en minimisant les répercussions due a
I’exposition au sel (Ashraf et al., 2005). La baisse de la biomasse végétale serait aussi liée
a l'inhibition de I'élongation de la tige principale (Maaouia-Houimli et al., 2011) et/ou a
une baisse du nombre de divisions cellulaires (Benamar et al., 2009). Mohammad et al.,
(1998) considerent qu’un stress salin intense est accompagné d’une réduction significative
de la biomasse racinaire, de la hauteur de la plante, du nombre de feuilles par plante, de la

longueur des racines et de la surface racinaire chez la tomate.

La présence du mélange (faible dose de phosphore x NaCl), dans le sol, semble avoir un
effet stimulateur de la croissance en longueur des racines et maintient une biomasse séche
élevée comparé au stress salin. Par ailleurs, la forte dose phosphore mélangé au sel (SP2)
favorise l'allongement des racines tout en affectant la ramification de la partie aérienne et
le poids sec total des plantes. Chez le pois chiche, une diminution significative (70%) de la
croissance des plantes a déja été enregistrée en présence de la faible concentration de NaCl
(25mM) (Krouma, 2009). Néanmoins, les effets de la salinité sur la croissance et la
productivité ne sont pas toujours négatifs. En effet, certains génotypes et especes
presentent des degrés d’adaptation au stress salin (Rao et al., 2002). Ben Khaled et al.,
2003) en travaillant sur le tréfle a montré que la concentration de 2 g L™ en NaCl dans le
milieu conduit a une stimulation de la production de la matiére fraiche et seche des organes

aériens des plantes.

La stimulation de la croissance racinaire pour le traitement SP1 serait en faveur de
I’absorption du phosphore soluble HPO,? additionné au sol. Selon Panhawar et al., (2011),
I’addition de phosphore dans le sol favorise I'enracinement des plants, le développement et
la croissance du blé (Panhawar et al., 2011). Selon Hade (2002), une productivité trop
importante en biomasse végétale pourrait étre une indication de I’enrichissement par les
matieres nutritives et plus particulierement en phosphore. Par contre, la déficience en P

permet une augmentation de la densité et de la surface d’absorption des racines, reliée a un
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développement beaucoup plus abondant des racines latérales mais non a un allongement

des axes racinaires principaux, afin de permettre une meilleure exploration du volume du
sol (Neumann et Romheld, 1999).

3.2. Effet de lasalinité et du phosphate sur le statut hydrique de la plante

L’état hydrique des feuilles (TRE) est fonction des traitements appliqués. En effet, la
teneur relative en eau est de 58% et 53% chez les plantes témoin et SP1 respectivement. La
concentration de 150mM de NaCl pour sa part provoque une diminution non significative

de la TRE (47%) suivi des plantes SP2 avec 39% de teneur relative en eau (Fig. 25).
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Figure 25: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur la teneur relative en
eau des feuilles du pois chiche la variété Flip 84-79C (T = Témoin, S= 150mM, SP1= 90xS,
SP2=200xS). Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur)

représentent les ESM. Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas différents
significativement (p < 0,05).

Teneur relatie en eau (%)

L’ouverture des stomates des feuilles ttmoin est maximale avec 20um, suivi des feuilles
traitées SP1 avec 15,3um. Cependant, les feuilles stressées au sel montrent une réduction
significative de I’ouverture de l'ostiole (60%) par rapport au témoin et de 46% par rapport
au traitement SP1 (Fig. 26). La fermeture des stomates reflete la perturbation de

I’alimentation en eau provoquée par la salinité.
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Figure 26: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h*) sur Iouverture des
stomates du pois chiche la variété Flip 84-79C (T = Témoin, S=150mM, SP1= 90xS, SP2=200xS).
Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur)
représentent les ESM. Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas
différents significativement (p < 0,05).

Discussion

L’état hydrique de la plante est régulé par le mouvement des stomates (Zhu, 2002) Nos
résultats indiquent que le stress salin n’a pas affecté la teneur relative en eau accompagnée
d’une réduction significative de 82% de I’ouverture des stomates comparé au témoin et les
traitements SP. Ceci indique un maintien d’un niveau hydrique qui permet de protéger les
plantes de la déshydratation. Le maintien d’un état hydrique optimal des cellules serait en
relation étroite avec I'ouverture des stomates pour les différents traitements. Cette relation
est confirmée par le coefficient de corrélation positif et significatif (r°=0,62) pour
I’ensemble des traitements appliqués. La réduction de la turgescence des cellules suite au
stress osmotique conduit a une synthése et accumulation d’ABA qui active les mécanismes
de réponse et d’adaptation au stress (Xiong et Zhu, 2002). En effet, L’ ABA ajuste le statut
hydrique de la cellule a travers la régulation de la fermeture des stomates et I’expression de
génes associés au transport d’ions et a la biosynthése d’osmolytes et de protéines LEA
(Zhu, 2002).

Les plantes SP1 ont une TRE et une ouverture des stomates proche du témoin; ce
traitement permet a la plante d’avoir une meilleure disponibilité en eau et de surmonter les
effets négatifs de la salinité. En effet, en conditions de salinité, le potentiel hydrique de la
feuille et la vitesse d’évaporation diminuent significativement chez I’halophyte Suaeda

salsa alors qu’il n’y a pas de changement dans la teneur relative en eau (Lu et al., 2002).
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Selon Allem et al. (2002) les variétés de blé tendre qui arrivent a réduire le plus I’intensité

de transpiration sont celles qui maintiennent le meilleur statut hydrique

La réduction de I'ouverture des stomates en présence du sel et du phosphore indique que
ces conditions de cultures provoqueraient un abaissement du potentiel hydrique foliaire
associé a une réduction du potentiel osmotique et un maintien d’une TRE relativement
élevée. Une telle réponse traduit le déclenchement d’une osmorégulation par I’ajustement
osmotique des cellules suite a I’accumulation des osmoticums (Hasegawa et al., 2000,
Garg, 2002). Selon Serraj et Sinclair (2002), la restauration de la teneur relative eneau des
feuilles serait due a I’accumulation des solutés compatibles tels que les acides amines, la
glycine betaine, les sucres, les sucres alcools. Cet ajustement osmotique serait favorisé par
la réduction de la transpiration et la réduction de la surface foliaire (Allem et al., 2002)
permettant aux cellules de maintenir leur turgescence (Wang et al., 2003). De méme, Shi et
Zhu (2002) ont démontré que I’ABA induisait une augmentation de la transcription du
gene AtNHX1 impliqué dans la compartimentation vacuolaire via une protéine

phosphatase ABIL.

3.3. Effet de lasalinité et du phosphore sur les pigments
3.3.1. Teneur en chlorophylle

La teneur en chlorophylle a augmente significativement dans les feuilles stressées au NaCl
(2,55 pg G de MVF) par rapport aux feuilles témoins (1,75ug G™* de MVF) (Tab. 1V). En
effet, la chlorophylle a montre une augmentation significative de 30% tout en gardant la
teneur en chl b équivalente a celle dutémoin. Pour les traitements SP1 et SP2, la teneur en
chlorophylle a est équivalente a celle du témoin alors qu’elle diminue significativement
(p<0,05) de 60% par rapport au stress salin. Toutefois, les plants traités SP1 contiennent
plus de chlorophylle b que de chlorophylle a. En effet, la teneur en chlorophylle b
augmente significativement de 44% par rapport aux autres traitements ; elle passe de
1,67pg G de MVF chez le témoin et 1,93 pg G de MVF chez le traitement S & 3,03 pg
G de MVF chez les plantes SP1. Par ailleurs, une augmentation significative de la teneur
en chl b de 81% et 56% est enregistrée pour les feuilles SP1 comparé au témoin et au

traitement S respectivement (Tab.V1).

Comparativement aux plantes témoins, le stress salin ne semble pas trop affecter le rapport

chl a/chl b. Inversement, les traitements SP1 et SP2 cause une baisse significative du
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rapport chla/chl b par rapport aux plantes t¢moin et traitées S. Cette diminution du rapport
s’explique par I’'augmentation de la teneur en chlorophylle b par rapport a la chlorophylle a
et laisse suggérer que le mélange (sel x phosphore) stimule la synthése de la chl b par
rapport & la chl a. La teneur en caroténoides augmente significativement en cas de stress

salin par rapport aux autres traitements.

Tableau VI: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur les teneurs en pgG™
de MVF des chlorophylles (a, b), du rapport chl a/chl b et des caroténoides chez le pois chiche la
variété Flip 84-79C (T = Témoin, S= 150mM, SP1= 90xS, SP2=200xS). Chaque point représente la
moyenne de 3 répétitions. Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas différents
significativement (p <0,05).

Traitements Chla Chib Chla/chlb Caroténoides
T 1,75+1,1° 1,67+0,95° 1,04+0,59° 2,77+0,20°
S 2,55+0,35% 1,93+0,63° 1,32+0,25° 2,98+0,772
SP1 1,68+0,13° 3,03+0,95° 0,56+0,05" 2,62+0,9°
SP2 1,37+0,29° 1,62+0,38° 0,84+0,02° 2,560,87"
Discussion

Le stress salin augmente la teneur en chlorophylle a par rapport aux autres traitements
alors que le traitement SP1 augmente de 30% la teneur en chlorophylle b par rapport aux
traitements SP2, S et au témoin. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus chez la
tomate (Sharaf et al., ,1990) et le piment (Dali et al., 1997). Ces auteurs suggerent que la
chlorophylle b serait plus sensible a I'effet du stress salin que la chlorophylle a. Une telle
réponse pourrait s’expliquer par la baisse de la perméabilité des membranes
thylakoidiennes aux ions Na* et CI, permettant ainsi la protection de la chlorophylle a
contre les effets dépressifs de ces ions et le maintien d’une certaine capacité
photosynthétique sous la contrainte saline (Ben Khaled et al., 2003). Inversement, le
traitement SP1 semble favoriser I’accumulation de la chlorophylle b. Nos résultats
corroborent avec ceux trouvés chez I'orge (Cheikh M’Hamed et al., 2008), chez les
especes de bananier (Belfakih et al., 2013) et chez la luzerne (Ibriz et al., 2007). Une telle
réponse pourrait étre expliqué par la variation dans I’activation de la biosynthése des
différentes fractions de la chlorophylle (Ali et al., 2004). La réduction en chlorophylle a en
cas du traitement SP1 serait également due a une déficience dans la synthese de la chl a

et/ou a la stimulation de la biosynthése de la chlorophylle b ou alors a la transformation de
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la chl a en chl b suite au remplacement par une oxygénase du groupement méthyle de la

chlorophylle a par un groupement -CHO pour donner la chl b (Prasad, 1997 ; Folly, 2000).

3. 3.2. Effet de lasalinité et du phosphate sur la composition minérale des
plantes (Na*, K*, Cl" etle PO,%)

La teneur en sodium accumulée dans les feuilles du pois chiche est nettement inférieure a
celle accumulée dans les racines. Au niveau des feuilles, 'accumulation en ions Na* est
équivalente pour les plants ttmoin, et les plants ayant subit un traitement S et SP2 soit une
moyenne de 20 mg G*. Cependant, la teneur en Na* foliaire diminue significativement
(30%) lors du traitement SP1. Comparativement aux feuilles, une accumulation similaire
en sodium dans les racines témoin et S soit 337 mg G alors que le traitement SP1 réduit
de 30% la concentration en Na* suivi du traitement SP2. (Fig. 29). Parallélement, la teneur
en potassium des feuilles est en moyenne de 4,11mg G* de MVS pour le témoin et le
traitement S. Cependant, I’application du traitement SP1 induit une augmentation en K™ de
11% dans les feuilles alors que le traitement SP2 diminue significativement la quantité de

potassium (de 30%) comparativement aux autres traitements (Fig. 27).
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Figure 27: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur la teneur en ion sodium
des feuilles et des racines du pois chiche la variété Flip 84-79C (T = Témoin, S= 150mM, SP1= 90xS,

3 i

Teneur en Na+ foliaire (mg.G 1MVS)
Teneur en Na+ desracines (mg G MVS)

SP2=200xS). Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur)
représentent les ESM. Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas différents

significativement (p < 0,05).

La figure (29) montre que le rapport K*/Na" est inférieur a 0,22 pour les feuilles témoins,

stressées et SP2 alors que ce rapport est de I'ordre de 0,33 pour les feuilles SP1 ; ceci
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indique qu’il y’a moins d’ions sodium dans les feuilles SP1 que les ions potassium
comparé aux autres traitements. Inversement, une accumulation élevée et maximale en ion
K™ dans les racines T, SP2 et SP1 avec un rapport moyen de 0,56 contre une baisse de 50%
de ce rapport K*/Na" dans les racines stressées. Ce résultat indique qu’en conditions de
stress salin x phosphore, les racines accumulent plus d’ions K* que Na" afin de se protéger

des effets néfastes du sel.
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Figure 28: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur le ratio K*/Na* dans les
feuilles et les racines de la variété Fip 84-79C du pois chiche, (T = Témoin, S= 150mM, SP1= 90xS,

SP2=200xS). Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions.

Par ailleurs, les feuilles témoins et stressées accumulent des quantités équivalentes en ion
phosphate P avec une moyenne de 23,95mg G* MVS. Cependant, une augmentation
maximale significative (14%) en ions phosphate (28mg G* MVS) et enregistrée pour le
traitement SP1 par rapport au témoin et traitement S alors que le traitement SP2 réduit
significativement la teneur en ion phosphate dans les feuilles. L’accumulation du chlore est
maximale dans les feuilles pour le traitement S avec 0,72 mg G de MVS soit le double de
la quantité d’ions CI accumulée chez le témoin (0,33mg G de MVS) (Fig. 29). Les
traitements SP1 et SP2 ont réduit significativement (-44%) la teneur en ions CI par rapport

au plantes s.
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Figure 29: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur 'accumulation des ions
sodium, et phosphore (A) et des ions potassium et chlore (B) en dans les feuilles de pois chiche la
variété Flip 84-79C, (T = Témoin, S= 150mM, SP1= 90xS, SP2=200xS). Chaque point représente la
moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM. Pour chaque variété,
les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas différents significativement (p < 0,05).

Discussion

Chez le témoin et en conditions de stress salin, les plantes absorbent plus d’ions Na* que
les plantes SP; Il'addition du phosphore au sel (traitement SP1) semble réduire
I’accumulation de sodium dans les plantes. Les racines accumulent des teneurs plus
élevées en sodium que les feuilles. Ce resultat laisse supposer que Paccumulation du
sodium a tout d’abord lieu dans les feuilles, puis le compartiment racinaire semble prendre
le relais et contribuer a son tour a la tolérance par une accumulation plus importante en
sodium et/ou par exclusion de cet ion. Selon Hamrouni et al., (2011) de nombreuses
glycophytes dont le pois chiche ont une capacité de compartimentation vacuolaire limitée,
et tendent a véhiculer le sodium en exces des feuilles vers les racines. Dans le cas d’un
génotype tolérant, les plantes affichent des concentrations plus élevées de sodium dans les
feuilles par rapport aux racines, sachant quelles procédent a sa compartimentation dans la

vacuole pour protéger le cytoplasme de sa toxicité (Blumwald, 2000; Mohsen et al., 2011).

Par ailleurs, la teneur en potassium est plus élevée dans les plantes ttmoin et SP comparé
aux plants stressés indiqué par une augmentation du rapport K*/Na®*. Un résultat similaire a
été enregistré dans les feuilles, racines et nodules de Vigna radiata L. et Prosopis juliflora
L (Viegas et al., 2004, Nandwal et al., 2000). El-IKlil et al., (2002) suggerent que les
plantes qui réussissent leur croissance en milieu salin sont celles qui maintiennent un
rapport K*/Na* plus élevé dans leur cytoplasme que dans la rhizosphére.La toxicité de
NaCl est fréquemment associée aux teneurs foliaires élevées en ion CI' (White et Broadley,

2003). Selon nos reésultats, en condition S, notre variété accumule beaucoup plus de sodium
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que de chlore. Toutefois, I’laccumulation des ions CI est significativement élevée dans les
feuilles des plants stressés comparé aux feuilles ttmoin, SP1 et SP2. Des travaux sur des
especes d'agrumes ont montré que les variétés sensibles au sel sont celles qui accumulent
le plus de CI dans leurs feuilles (Chapman et al., 1968). En raison de sa toxicité, un
mécanisme de compartimentation des ions CI a lintérieur de la vacuole a ét¢é mis en
évidence suite a I'identification des canaux chlorure CIC (Hechenberger et al., 1996).

L’accumulation des ions K* et CI, laisse suggérer une synergie dans leur absorption. En
effet, le maximum de CI accumulé dans les plants du traitement S et chez les plants t¢tmoin
correspondant a une teneur relativement basse en K*, alors que I’augmentation en K* chez
les feuilles SP1 coincide avec une réduction de la quantité en CI sauf pour les plantes SP2
ou une chute en K* est notée. L’importance du K" est liée a son role majeur comme
osmolyte et son impact sur la croissance des feuilles, le rendement des cultures, I’ouverture
et la fermeture des stomates (Marschner, 1995; Shabala, 2003) et I’'augmentation de la

conductance de I’eau dans le xyleme de la plante (Nardini et al., 2010).

La diminution du stockage des ions Na* dans les feuilles et dans les racines coincide avec
I"augmentation de I'accumulation du phosphore chez les plantes SP1, laissant suggérer que
le phosphate additionné au sol aurait un effet direct ou indirect sur I’absorption en ion Na*
et agit de maniére a reduire I’absorption du sodium en faveur de I’accumulation du
potassium. Des travaux sur le niébé et la feve ont montré que I’addition de phosphore, dans
le milieu de culture des plantes, augmente son acidification suite a la libération des protons
H" par les racines des plantes (Alkama et al. 2009 et 2012). Les légumineuses acidifient la
solution du sol par I’exsudation des substances organiques de nature acide telles que le
malate, succinate, citrate ou des composés plus complexes tels que lacide
polygalacturonique (Tang et al., 2001). Cette acidification du sol permet une meilleure
solubilisation du phosphate, une biodisponibilité des ions phosphates et par conséquent une
augmentation de I’absorption de ces ions via I’activation des transporteurs symports
H*/H,PO" (Plassard et al., 2015). Les ions phosphates HPO4*" en solutions dans le sol sont
absorbés par la plante via un transport symport (H/HPO4%) (Morot-Gaudry, 2013). Le
phosphate est ensuite incorporé aux composés phosphorylés comme les sucres phosphates,

les phospholipides et les nucléotides (Raghothama, 1999).

Dans le sol, la solubilisation du P a partir du complexe phosphate calcique en présence des
protons et/ou en présence d’acides organiques est en fonction des équations

suivantes (Hinsinger and Gilkes, 1997):
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Cay(PO4)s(OH),+12H" ———— 10 Ca** + 6 (H,PO4) +2(OH)
et

Cay(PO4)s(OH)2 +10(C0O4)2 +8H" ———10CaCO; + 6(HPO,); + 2HO

La solubilisation du phosphore permet son absorption par les racines pour un optimum de
croissance Végétale. Les ions orthophosphates HoPO,4 et HPO4 libérés par les engrais
phosphatés appliqués sont rapidement métabolisés par la plantes, seules une petite fraction

s’accumule en réserve dans la vacuole (Morot-Gaudry, 2013).

4. Effet de lasalinité et du phosphate sur I’efficacité d’utilisation du
phosphore
La production en gramme de matiere seche par unité de phosphore appliquée est exprimée

par I’indice de [Iefficacité d’utilisation du phosphore (PUEI). Les résultats obtenus
indiquent que le PUE le plus élevé est enregistré chez le témoin avec 0,32 g?>.mg™ suivi du
traitement SP1 avec 0,21 g’?mg™. Le stress salin et le traitement SP2 montrent un PUEI
moyen de 0,13 g?.mg™ soit une réduction de 55% et 30% par rapport aux plants témoin et

SP1 respectivement (Fig. 30).
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Figure 30: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur Iefficacité d’utilisation
du phosphore des plants de pois chiche la variété Flip 84-79C (T = Témoin, S= 150mM, SP1= 90xS,
SP2=200xS). Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions.

indice de PUE (g2.mg?)

Discussion

L’ utilisation efficace du phosphore indique qu’en conditions de stress salin et de traitement
SP2 les plantes bénéficient peu de phosphate existant dans le sol. Bien que I’engrais
phosphaté soit additionné & forte dose (200 kg h™) lors du traitement SP2, ces conditions

de culture sont inefficaces sur I'accumulation de la matiere végétale chez notre variété de
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pois chiche Flip 84-79C. En revanche, chez le ttmoin et avec I’apport de la faible dose en
phosphore (90 kg h) au sel, la quantité de matiére séche produite est plus élevée que celle
des traitements S et SP2.

Enplus de la demande de la plante hdte en ions phosphates, les besoins des nodules en cet
ion sont plus élevés par rapport aux autres tissus vegéetaux (Boudanga et al., 2015). En
condition T est SP1, les plantes semblent exploiter plus efficacement I’engrais phosphaté
que lors des autres traitements a la fois par son systeme racinaire et par la production de
composés acides permettant une meilleure solubilisation du phosphore (Hinsinger and
Gilkes, 1997). Une forte corrélation a été trouvée entre la teneur en ion phosphate dans la
plante et le nodule avec I'augmentation de la biomasse seche végétale reflétant les effets
positifs du phosphore sur la croissance et la nodulation des plantes de la féve (Boudanga et
al., 2015). Ce besoin en P serait en relation avec la demande importante en énergie
nécessaire a la croissance et au fonctionnement symbiotique des plantes (Salsac et al.,
1984, Alkama et al., 2009). En effet, I'amélioration du rendement en matiere végétale des
plantes SP1 serait la conséquence de la modification de la composition minérale de la
rhizosphere par I’addition du P,Os. Dans le sol, les plantes montrent deux stratégies de
réponses Vvis-a-vis du phosphate, qui permettent d’équilibrer entre les exigences interne et
la disponibilité de cet élément dans la rhizosphere (Fohse et al., 1988).

1 - La réponse externe consiste en :

a - I'élaboration d'un systeme racinaire plus déweloppé pour augmenter
I’acquisition du P soit par |’augmentation de la surface d'absorption via
l'augmentation du wvolume racinaire et/ou du déwveloppement des mycorhizes
permettant d’augmenter le volume de sol exploré.

b — la sécrétion de protons, d’acides organiques et de phosphatases qui
permettent une acidification de la rhizosphére et par conséquent une augmentation
de la solubilisation du P du sol (Tang et al., 2004; Strém et al., 2005).

2 - Lareponse interne permet I’amélioration de I’efficacité d’ utilisation du P absorbe par la
plante en augmentant la production de matiere végétale par unité de P et I'optimisation de

I’efficacité d’ utilisation de la symbiose a Rhizobium (Vadez et Drevon, 2001).
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5. Effet de lasalinité et du phosphate sur la symbiose
5.1. Effet sur la nodulation et le fonctionnement des nodules

Les plants témoin, S et SP2 forment un nombre de nodules equivalent avec en moyenne
62,5 nodules plante™. Le traitement SP1 augmente significativement le nombre de nodules
de 39% par rapport au témoin. Comparé au témoin, la formation des nodules chez Flip 84-
79C ne semble pas étre affecteée par la salinité alors que I’addition de la faible dose de P au
sel améliore la nodulation. Cependant, le poids des nodules augmente significativement de
47% dans les conditions SP2 alors que la taille des nodules est plus elevée chez le ttmoin
et les plantes stressées (Fig. 31). Le traitement SP a induit la formation de petits nodules

comparativement a ceux produits en conditions de salinité.
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Figure 31: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur le nombre, le poids sec
et la taille des nodules du pois chiche la variété Flip 84-79C (T = Témoin, S= 150mM, SP1= 90xS,

SP2=200xS). Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur)
représentent les ESM. Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas différents
significativement (p<0,05).
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5.2. Effetsur les protéines et la leghémoglobine

La teneur en protéines nodulaires varie en fonction des traitements. Elle est de 0,19 mg G™
chez le ttmoin puis diminue de 36% et 52% pour les nodules S et SP2 respectivement par
rapport au témoin. Néanmoins, la teneur en protéines augmente significativement dans les
nodules SP1 pour atteindre 0,25mg G de MVF, soit une augmentation de 24% par rapport
au temoin (Fig. 32).

La leghémoglobine est une hémoprotéine qui régule la pression en oxygéne dans le nodule
pour un bon fonctionnement nodulaire. Le stress salin (S) provoque une diminution
significative (83%) de la teneur en leghémoglobine par rapport au témoin (Fig. 34). La
teneur en leghémoglobine est de 0,8 pg. g™ de nodule en cas de stress salin alors qu’elle est
de 6,2 ug Gt et7,1 pg G* de nodule pour le témoin et SP2 respectivement. Néanmoins, le
traitement SP1 augmente significativement la teneur en leghémoglobine soit 39% et 92%

par rapport au ttémoin et au stress salin respectivement.
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Figure 32: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur la teneur en protéines
et en leghémoglobine des nodules du pois chiche la variété Flip 84-79C (T = Témoin, S= 150mM,
SP1= 90xS, SP2=200xS). Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre
d’erreur) représentent les ESM. Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas
différents significativement (p < 0,05).

Discussion

La teneur en protéines et en leghémoglobine (Lb) augmentent significativement dans les
nodules SP1 et diminuent fortement lors du traitement S. Chez le traitement SP2, la Lb est
faible mais significativement supérieure (p<0,05) a celle du ttmoin. Nos résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Sheokands et al., (2000) qui ont noté chez le pois chiche une

forte réduction des teneurs en leghémoglobine accompagnée d’une baisse plus importante
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de I’ARA sous I’effet de 80mM NaCl. Pladys et Rigaud (1985) et Tajéra et al., (2006)
attribuent la diminution des teneurs en leghémoglobine a une protéolyse et/ou a une
dégradation préferentielle de la léghémoglobine conduisant ainsi a une sénescence
accélérée des nodules (Mugdal et al., 2010). Chez le soja cultivé en condition de stress
salin (200mM NaCl), la teneur en leghémoglobine et I’activité nitrogénasique diminuent de
31% et 50% respectivement (Manchanda et Garg, 2008). Par ailleurs, Manchanda et Garg
(2008), ont montré que la salinité induit la senescence nodulaire chez le haricot et par
conséquent I’inhibition de la fixation symbiotique d’azote. Le stress salin provoque des
changements structuraux tels que la réduction de la taille, de la zone méristematique et de
I’espace intercellulaire du nodule ainsi que la dégradation du symbiosome (Sheokands et
al., 2000). Toutefois, I’addition du phosphore, en particulier le traitement SP1, a permis
d’améliorer la teneur en leghémoglobine accompagnée d’une augmentation en protéine
totale nodulaire par rapport au témoin. L’augmentation concomitante des deux parametres
laisse indiquer une préservation des protéines et de la leghémoglobine dans ces conditions,

confirmée par le coefficient de corrélation positif de (= 0,87) entre les deux paramétres.

De méme, ce résultat laisse suggérer que I’environnement intra-nodulaire serait ameélioré
en faveur d’une meilleure efficacité symbiotique. Une relation quantitative directe existe
entre la teneur en léghémoglobine dans un nodule et la capacité a fixer lazote
atmosphérique (I’efficience nodulaire) (Dakora et al. 1991). Celle-ci est liége a la
respiration nodulaire, régulée par la leghémoglobine, qui fournit de ' ATP pour la réduction
de l'azote atmosphérique par la nitrogénase dans la zone infectée du nodule (Ribet et
Drevon, 1995).

L’étude comparative de la réponse de deux variétés de pois chiche vis-a-vis du stress salin
a montré que les effets néfastes de la salinité, sur la nodulation et la fixation d’azote, sont
plus prononces chez le variété sensible (Pedrosillano) que chez le variété tolérant (ILC
1919) (Flowers, 2010); une augmentation de la masse nodulaire accompagnée d’une
inhibition partielle de I’activité nitrogénasique est aussi observée (Soussi et al., 1999).
Cependant, notre variété de pois chiche ne montre aucune différence significative en
biomasse nodulaire pour les traitements S et SP1 par rapport au témoin. Cette réponse est
similaire a celle trouvée chez les plantes de P. vulgaris soumises au stress salin (Ashraf et
Bashir 2003).
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L’addition d’une concentration élevée en phosphate au sel a significativement amélioré le
poids sec des nodules en favorisant la croissance tissulaire des nodules. 11 a été observé
chez quelques génotypes de Vigna unguiculata L. cultivés a différentes concentrations de
phosphate, que la biomasse nodulaire chez un des génotypes est 6 fois plus importante en

présence de quantités suffisantes en P qu’en déficience en P (Alkama et al., 2009).

5.3. Effet du sel et du phosphate sur lateneur en proline

L’accumulation en proline dans les nodules est variable d’un traitement a I'autre. Le taux
de proline est similaire entre le témoin et le traitement S avec 0,54mg.g* et 0,62mg.g™
respectivement. Par contre, les traitements SP réduisent de maniere significative le taux de
proline nodulaire. Une réduction de 64% et 41% pour SP1 et SP2 respectivement par

rapport au ttmoin (Fig.33).
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Figure 33: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur la teneur en proline
des nodules du pois chiche la variété Flip 84-79C (T = Témoin, S= 150mM, SP1= 90xS, SP2=200xS).

Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les
ESM. Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas différents
significativement (p < 0,05).

5.4. Effet du sel et du phosphate sur la réponse anti-oxydante

L’effet du stress oxydatif induit par le stress salin est estimé par la production du
malondialdehyde (MDA), I'activité de la catalase (CA) et la teneur en caroténoides
foliaire. La teneur en MDA est plus marqué dans les nodules S avec 0,02 mM™par nodule
que dans les nodules témoins avec 0,016 mM ™*mais cette différence n’est pas significative.
Par contre, une diminution significative du MDA est constatée dans les nodules des plantes
traitées SP1 et SP2 avec en moyenne 0,012 mM™ de MDA.
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L’activité de la catalase (CAT) nodulaire, est de 8,63pkatal mg™ de protéines dans les
nodules de plants T ; elle est similaire & celle des plants S (9,58 pkatal. mg™ de protéines).
Par contre, dans les nodules des plants traités SP1 et SP2, I'activité de la catalase diminue

en moyenne de 30% par rapport au témoin (Fig.34).

Par ailleurs, aucune différence significative du taux en caroténoides des feuilles n’est

observée entre les plantes témoins et les plantes traitées SP1 et SP2. Néanmoins, une
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Figure 34: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur la teneur en
malonyldialdehyde et de la catalase des nodules du pois chiche la variété Flip 84-79C (T = Témoin,

S= 150mM, SP1= 90xS, SP2=200xS). Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres
verticales (barre d’erreur) représentent les ESM. Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme
lettre ne sont pas différents significativement (p < 0,05).
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Discussion

La teneur en proline, en MDA et Iactivité de la catalase sont plus élevées dans les nodules
témoin et stressés alors que le traitement SP induit une baisse de ces parametres. Nandwal
et al., (2000) ont également signalé une forte accumulation en proline dans les feuilles, les
racines et les nodules chez deux génotypes différents K-851 et un mutant de haricot en
conditions de stress salin. Le stress salin induit un stress osmotique physiologique et en
réponse, la plante synthétise des osmolytes qui augmentent la pression osmotique des
cellules évitant ainsi les pertes en eau. Selon Ben Khaled et al., (2003), la forte
accumulation de la proline dans les nodules stresses de pois chiche serait le résultat d’une
diminution de sa dégradation en condition de stress et/ou une synthese activée (Ben Khaled
etal., 2003). La faible corrélation entre la teneur en protéines solubles et celle de la proline

(r*=0,05) en fonction des traitements suggere que la proline accumulée ne proviendrait pas
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de la dégradation des protéines mais d’une synthese de novo. Soussi et al. (2001) ont
rapporté une augmentation de la proline dans les nodules des plants de pois chiche exposés
a une forte salinité et ont suggéré que la proline pourrait jouer un réle important comme
substrats énergétiques (donneurs d’énergie en réaction) et une source de carbone pour les
bactéroides permettant de surmonter les effets négatifs du sel sur le fonctionnement du
nodule. L’accumulation significative de la proline chez les lignées d'arachides
sélectionnées en présence du NaCl serait probablement associée a I’ajustement osmotique

et a la protection de I'intégrité des membranes cellulaires (Jain et al., 2001).

Le stress oxydatif dans Penvironnement nodulaire est lié a la formation des formes
réactives de I'oxygene (ROS) dont le peroxyde d’hydrogéne H,O,. Les ROS sont produits
a partir d’une altération métabolique dans le chloroplaste et la mitochondrie au cours du
stress (Halliwell et Gutteridge 1989). Ces espéces causent des dommages oxydatifs aux
différentes composantes cellulaires, les lipides membranaires, les protéines et les acides
nucléiques (Halliwell et Gutteridge 1989). Les ROS perturbent la perméabilité cellulaire
par une peroxydation des acides gras polyinsaturés membranaires (Fricke, 2004 ; Munns,
2006).

L’augmentation de la teneur en MDA, produits de la peroxydation des acides gras
membranaires dans les nodules, indique que le stress oxydatif est ressenti dans les nodules
soumis au stress salin. Selon Bischnoi (1997), le NaCl induit la sénescence des nodules et
la diminution de [Pactivité réductrice d’acétylene. Par ailleurs, la réduction de Ia
concentration en MDA dans les nodules SP1 et SP2 laisse supposer qu’une atténuation de
la nocivité du stress oxydant engendré par le sel qui est amoindrie par la présence de faible
dose en phosphate dans le sol suggerant que I'absorption en P aurait un effet positif sur la

protection des structures membranaires et la préservation de leur intégrite.

L’augmentation de Iactivité de la catalase reflete I’importance de la quantité des
peroxydes d’hydrogene produite en condition de salinité. Ce résultat est en accord avec
ceux trouvés sur le pois chiche (Kukreja et al., 2005) et Medicago sativa cv. Gabes
(Boughanmi et al., 2005). Ces auteurs ont rapporté que I'expression des enzymes
antioxydantes (SOD, APX et CAT) augmente dans les feuilles avec I’augmentation du
stress ionique et le déficit hydrique au niveau des cellules. Ces enzymes antioxydantes
constituent un systeme efficace pour la détoxication des ROS, permettant de maintenir un

équilibre de croissance positif.
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La réduction de I’activité de la catalase reflete la faible production en H,O; en présence du
phosphate. L’addition du phosphate aurait contribué a la modification de I’environnement
intra- nodulaire grace aux enzymes anti-oxydante diminuant la quantité des ROS produite
et par conséquent préservant le systéme membranaire des nodules. Dans les conditions SP,
I’effet du stress salin appliqué serait amoindri assurant une meilleure tolérance au sel pour
un optimum d’efficacite symbiotique. Cette hypothese est confirmée par I’augmentation
significative de la teneur en caroténoides des feuilles et par conséquent la protection des
nodules observés pour les plantes en cas de stress salin. En effet, Erik et al., (2011) ont
remarqué une stimulation de la synthése et de I’laccumulation des P caroténes qui jouent un
role important dans la protection des cellules et des pigments chlorophylliens au niveau des
feuilles. En effet, les caroténoides ont un role dans la prévention de la formation de
I’oxygene singulet (O7;) par la dissipation de Pétat triplet de la chlorophylle (Ashraf,
2008).Cette réponse permet de préserver I’efficacité photosynthétique et par conséquent,
d’assurer les besoins en photosynthétats des nodules pour une meilleure efficacité

symbiotique.
5.5. Effet de lasalinité et le phosphate sur les composantes du rendement

Les composantes du rendement (nombre de gousse par plante, nombre de grain/gousse et
rendement en kilogramme par hectare) du pois chiche la variété Flip 84-79C sont affectées
par le stress salin (S). Une réduction significative, du nombre de gousse plante™, a été
enregistrée dans le cas du traitement S soit en moyenne moins de deux gousses/plante
comparé au témoin qui en produit un maximum de 5 gousses plante® (Fig. 35). En
présence du traitement SP1 une amélioration significative de 48% par rapport au stress
salin. Une amélioration qui reste inferieure a celle du ttmoin. Néanmoins, les plantes SP2

produisent un minimum de gousses avec 1,3 gousse plante™.

Le nombre de grains/gousse ne montre aucune différence significative entre ttmoin, SP1 et
SP2 avec en moyenne 2 grains gousse™ & I'exception du traitement salin qui diminue

significativement le nombre & 1 grain gousse™ (Fig. 35).
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Figure 35: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur le nombre de gousse
par plante et le nombre de grain par gousse du pois chiche la variété Flip 84-79C (T = Témoin, S=
150mM, SP1= 90xS, SP2=200xS). Chaque point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres
verticales (barre d’erreur) représentent les ESM. Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme
lettre ne sont pas différents significativement (p < 0,05).
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Le rendement en grains est le plus élevé en présence des traitements SP avec 233kg ha™
aux traitements SP1 et SP2 suivi du témoin avec 209kg ha™. Le stress salin diminue
significativement le rendement avec 167kg ha, soit une diminution de 30% par rapport

aux autres traitements (Fig. 36).

350
300 -+

a a
a
250 A b
200 -
150 -
100 ~
50 -
0 T T T T
T S SP1 SP2

Figure 36: Effet du NaCl (0, 150 mM) et du phosphore (90, 200 kg h™) sur le rendement en grains
de la variété Flip 84-79C du pois chiche, (T = Témoin, S=150mM, SP1= 90xS, SP2=200xS). Chaque
point représente la moyenne de 3 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.

Pour chaque variété, les histogrammes suivies de la méme lettre ne sont pas différents significativement (p <
0,05).

Rendement en grain (kg. hal)

Discussion

L’excés de sel dans le sol, affecte les paramétres de croissance ainsi que le rendement
(Munns, 2002). Le rendement tout comme la survie, la vigueur, les dommages foliaires, la

taille des plantes, la production de métabolites spécifiques et I'accumulation d’ions, est un
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critere important pour la sélection de variétés pouvant tolérer la contrainte saline
(Hasegawa et al., 2000).

Nos résultats indiquent que le stress salin affecte considérablement les composantes du
rendement. En effet, une réduction de 40% au moins de toutes ces composantes est notée
par rapport au témoin. Katerji et al., (2002) attribuent la réduction du rendement en grains
chez Vicia faba sous I'effet du stress salin a une diminution du nombre de fleurs formant
les gousses, du nombre de gousses et du nombre de grains par gousse. La réduction du
rendement pourrait étre liée aussi a une diminution de I'approvisionnement des graines en
photosynthétats (Ahmad et al., 2005 ; Mohsen et al., 2013). Selon Mohammed et El
Kramany (2005), la salinité accélére la maturation des graines, limitant la période de
développement des grains et le remplissage des gousses, réduisant ainsi le poids de 100
graines. Une corrélation négative et significative (r* = -0,86) a été obtenue entre le poids
sec total des plants et le rendement sous la contrainte saline. En condition de salinité, la
variété Flip 84-79C a favorisé le rendement en grains au détriment de la croissance des

plantes.

Inversement, les composantes du rendement chez les plantes SP1 sont similaires et/ou
parfois supérieure a celles obtenues chez le ttmoin. En effet, le coefficient de corrélation
positif et significatif (r>=0,90) entre le poids sec total et le rendement chez plantes SP1,
indiqgue que le rendement augmente avec laugmentation du poids sec des plantes,
suggérant que le traitement SP1 favoriserait la tolérance au stress salin et serait adéquat a
I"amélioration de la productivité chez notre variété. De ces résultats, nous pouvons déduire
que I’apport d’une fertilisation phosphatée appropriée dans des sols salés serait un moyen
qui permet non seulement d’élever le rendement en grain mais aussi de maintenir un

maximum de productivité des cultures en conditions de salinité.
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6. Conclusion générale

L’étude de I’effet du NaCl sur la germination, la croissance, la nodulation et le rendement

en grains chez deux variétés de pois chiche : Flip 74-92C et Flip 84-79C a montré que :

La réponse de la germination est similaire pour les deux variétés. En effet, les graines des
deux variétés germent lorsque la concentration en NaCl ne dépasse pas 150mM de NaCl.
Au-dela de ce niveau de salinité aucune germination n’a été obtenue. Les concentrations de
NaCl (0mM, 50mM, 100mM et 150mM) n’ont pas d’effet inhibiteur sur la germination des
graines puisque 100% des graines de pois chiche ont germé dans ces conditions de culture.
Toutefois, la variété Flip 74-92C a montré une germination lente & 100mM et 150mM par
rapport au témoin. Par contre, la variété Flip 84-79C semble étre moins sensible car le
retard de la germination n’est enregistré qu’a 150mM de NaCl et le temps de la

germination est de 2 jours.

La croissance végétale exprimée par la biomasse séche aérienne et racinaire a permis de
classer la variété Flip 74-92C comme variété sensible dont la croissance est trés affectée
par le stress salin et la variété Flip 84-79C comme variété moins affectée par le sel. Ce
résultat est confirmé par I’'augmentation du rapport partie racinaire/partie aérienne, la faible
teneur relative en eau et I’laugmentation de la teneur en proline pour la variété Flip 74-92C.
Ce classement est également appuyé par la réduction du poids de 100 grains. Néanmoins,
la nodulation chez la variété Flip 84-79C semble étre plus affectée, par les concentrations

croissantes en NaCl, comparée a la variété Flip 74-92C.

A travers cette étude qui porte sur I'effet du stress salin en présence et en absence du
fertilisant phosphaté sur la croissance, la physiologie, Iefficacité symbiotique et le

rendement du pois chiche variété Flip 84-79C nous pouvons conclure que :

Le stress salin a une concentration 150mM de NaCl, affecte significativement le poids sec
total des plantes et la longueur des racines et le rendement de la culture du pois chiche
variété Flip 84-79C.

De méme, la salinité provoque la fermeture des stomates permettant de maintenir une
teneur relative en eau nécessaire a la survie des plantes. La baisse de la croissance
végetative chez les plantes stressées pourrait trouver son explication dans la réduction de la
croissance du systeme racinaire et la baisse du nombre de ramifications formées par les

plantes.
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Les plantes traitees SP1 présentent des parametres de croissance proche de ceux des
plantes témoin. En effet, la présence du phosphate dans ce traitement n’a pas favorisé la
croissance en longueur des racines mais a permis de maintenir une biomasse séche éleveée,
une teneur relative en eau et une ouverture des stomates similaire aux plantes témoins. Ces
plantes ne semblent pas étre affectées par le sel présent dans le traitement. De méme, pour
les racines des plantes traitées SP1, I’addition du phosphate au NaCl entraine une réduction

significative de la teneur en sodium des tissus comparativement aux plantes t¢tmoins et S.

L’étude comparative entre la composition en ions des deux parties de la plante indique que
les racines accumulent des teneurs plus élevées en sodium par rapport aux feuilles. En
présences du NaCl, les plantes absorbent beaucoup plus d’ions Na* et CI que les autres
traitements et que I’addition du phosphate au sel réduit I’'accumulation en Na* dans les
plantes. Parallelement, la teneur en potassium est plus élevée dans les plantes témoin et SP
mais diminue dans les plantes S. Toutefois, le rapport K/Na augmente dans les feuilles et
les racines SP1 mais diminue fortement dans les racines S ce qui indiquerait une
compétition dans I’absorption des ions K* et Na" en faveur du potassium qui permettrait de
maintenir un niveau optimum de la croissance des plante traitées SP1. Le pois chiche est
donc une espece «exculder » qui répond aux concentrations élevées en NaCl par
I’exclusion des ions sodium a partir des racines en empéchant leur accumulation toxigue

dans les feuilles.

Une augmentation significative et maximale des ions phosphate enregistrée dans les
feuilles SP1 contrairement aux feuilles ttmoin et stressées au NaCl qui accumulent moins
de P. Les changements induits dans la composition chimique du sol par Paddition du
fertilisant, en présence du NaCl, laissent suggérer que la disponibilité du P dans la
rhizosphere permettrait une meilleure absorption des ions orthophosphate et par
conséquent un optimum de croissance végétale. Ce résultat et confirmé par une efficacité
d’utilisation du phosphore (PUE) plus importante chez les plantes témoins et en cas du

traitement SP1 (faible dose P x NaCIl) comparées aux plantes S et SP2,

La salinité affecte la formation des nodules, réduit la teneur en protéines nodulaires et
diminue la teneur en leghémoglobine par rapport au témoin. Cependant, I'addition du

phosphore au sel augmente significativement par rapport au témoin et au stressé.

Certains parameétres indicateurs du stress oxydatif induit (proline, malondialdéhyde,

activité de la catalase) augmentent dans le nodule en condition de stress salin. Ce résultat

77



Conclusion générale

reflete les effets drastiques engendrés par le stress salin au niveau nodulaire. Les nodules
SP1 montrent les plus faibles teneurs en proline, en MDA et en activité catalasique suivi
des nodules SP2. En comparaison avec les nodules S, la caractérisation physiologique
effectuée dans I’environnement interne des nodules SP1 et SP2 laisse suggérer que
I’addition de phosphate a unsol salin a 150mM et en particulier faible dose en phosphate, a

permis d’atténuer la sévérité du stress salin.

Une concentration de 150mM de NaCl affecte considérablement les composantes du
rendement. L’addition de la faible concentration en phosphate, au sol salinisé, a
significativement amélioré ces parametres. Une amélioration de la production égale et/ou

parfois supérieure a celle obtenue chez le témoin.

Au terme de ce travail et en réponse a notre hypothése de départ, nous pouvons conclure
que I’apport d’une fertilisation phosphatée appropriée a un sol salin pourrait étre un moyen
pour contrecarrer I’impact du stress salin dans le cas du pois chiche varieté Flip 84-79C en

permettant de:

e Atténuer les effets négatifs du NaCl

e Favoriser une meilleure tolérance des plantes au stress salin a travers une réponse
optimale des paramétres physiologiques, métaboliques pour le maintien d’une
bonne croissance des plantes

e Maintenir un optimum en efficacité symbiotique

e Ameéliorer le rendement en grain et de maintenir un niveau élevé de productivite.

Perspectives
A Iissu de ce travail, nous projetons d’affiner notre hypothése par I'application des
traitements sur des cultures a grande échelle et a différentes concentrations en sel et en

phosphate.

Elargir ce travail a d’autres legumineuses alimentaires cultivées sur des sols salins ou

irriguées a I’eau salée.

Etablir une étude physiologique approfondie permettant de fournir des éléments de

réponse liés a la tolérance des plantes au stress salin en présence du fertilisant phosphaté.
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