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Résumé

La salinité est un problème majeur qui porte atteinte non seulement à la qualité des sols,

mais aussi à la production et la productivité agricole. Ce qui a rendu ce sujet l'une des priorités de

la recherche scientifique visant à mieux comprendre le phénomène sur les plans physiologique,

biochimique et moléculaire et afin de pouvoir sélectionner des variétés plus tolérantes.

Dans ce contexte, la présente étude a été menée sur deux génotypes de fève (Vicia faba

L.) en les élevant dans des conditions salines et en leur appliquant un apport exogène d’acide

salicylique afin de vérifier d’éventuelles interactions.

La salinité appliquée seule exerce des effets dépressifs sur l’ensemble des paramètres

étudiés. L’acide, quant à lui, semble interagir avec la salinité en atténuant ses impacts. En

comparant entre les deux génotypes cultivés, il semble qu’Aguadulce se comporte favorablement

aux différents traitements effectués par rapport à Histal.

Mots clés : Légumineuses, Vicia faba L., Acide salicylique, stress salin



ملخـــص

ھذاجعلوقد.والإنتاجیةالزراعيالإنتاجعلىأیضاولكنالتربةجودةعلىفقطتؤثرلارئیسیةمشكلةھيالملوحة

والقدرةوالجزئیةوالكیمیائیةالفسیولوجیةالناحیةمنأفضلنحوعلىالظاھرةھذهلفھمالعلميالبحثأولویاتأحدالموضوع

.ةمقاومأكثرأصنافاختیارعلى

Vicia)للفولالوراثیةالتراكیبمناثنینعلىالحالیةالدراسةأجریت،السیاقھذافي faba L.)طریقعن

.المحتملةالتفاعلاتمنللتحققالسالیسیلیكحمضمنخارجيإمدادوتطبیقمرتفعةملوحةتراكیزفياختبارھا

الحمضأنیبدوأخرى،ناحیةمن.المدروسةالمعلماتجمیععلىاكتئابیةتأثیراتتفرضوحدھاالتطبیقیةالملوحة

یتصرفAguadulceأنیبدو،المزروعةالجینیةالأنماطمناثنینبینمقارنة.آثارهتخفیفخلالمنالملوحةمعیتفاعل

.Histalمعمقارنةأجریتالتيالمختلفةالعلاجاتفيإیجابيبشكل

Vicia،البقولیات:المفتاحیةالكلمات faba L.الملحيالإجھاد،السالیسیلیكحمض



Abstract

Salinity is a major problem that affects not only soil quality but also agricultural

production and productivity. This has made this topic one of the priorities of scientific research

to better understand the phenomenon physiologically, biochemically and molecularly and to be

able to select more tolerant varieties.

In this context, the present study was conducted on two bean genotypes (Vicia faba L.)

by raising them in saline conditions and applying an exogenous supply of salicylic acid to verify

possible interactions.

Applied salinity alone exerts depressive effects on all the parameters studied. Acid, on

the other hand, seems to interact with salinity by attenuating its impacts. Comparing the two

cultivated genotypes, it seems that Aguadulce behaves favorably to the different treatments

performed compared to Histal.

Key words: Legumes, Vicia faba L., Salicylic acid, salt stress
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INTRODUCTION

L’Algérie fait partie des régions arides et semi-arides où on assiste à une dégradation

continue des sols, qui se traduit non seulement par la diminution en productions agricoles mais

aussi par la raréfaction d'espèces végétales, voire la disparition de certaines. Chaque année, 20%

des terrains cultivés seraient dégradés, réduisant les productions végétales à 30% (OMM, 2005).

L'une des principales causes de cette situation, selon la même source, est le phénomène de

salinité défini, par plusieurs auteurs, comme étant l'accumulation excessive des sels dans le sol

ou dans les eaux d'irrigation. Royer (1982) rapporte que la salinité et la sècheresse sont les

facteurs principaux qui limitent dramatiquement la croissance et la productivité des plantes.

Selon Bray et al. (2000), les contraintes abiotiques, entre autres la salinité, nuisent à la plupart

des plantes cultivées en causant des pertes en rendements qui dépasseraient les 50%. En effet,

l’agriculture est de plus en plus menacée par la salinité qui affecte approximativement 20 % des

régions irriguées (Flowers, 2004).

Hamdy et al. (1999) ainsi que Ben m’barek (2001) soulignent que 954.8 millions

d’hectares de sols, dans le monde, sont colonisés par la salinité, y compris 27 % de terres

agricoles ; le bassin méditerranéen compte 16 millions d'hectares avec 3.2 millions en Algérie.

Parmi les différents facteurs majeurs de salinisation figurent l’insuffisance des précipitations

enregistrées et les fortes pertes en eau par évaporation et évapotranspiration (Epstein et al.,

1980). Ce déséquilibre hydrique provoque une accumulation progressive en sels dans le profil

cultural que les rares eaux de pluies n'arrivent pas à lessiver. Ce qui rend ces sols incultes

(Levigneron et al. 1995).

La salinité représente, ainsi, une menace majeure qui mérite que les chercheurs la

prennent au sérieux et lui consacrent une bonne partie de leurs travaux.

D’autre part, le recours à l'exploitation des légumineuses est devenu de haute nécessité

pour des raisons économiques, agronomiques et écologiques. Cela nous permet de bénéficier de

leur capacité de fixation l'azote atmosphérique et de limiter, ainsi, les apports d'engrais azotés

dont l'utilisation abusive aboutit souvent à mettre à la hausse les coûts de production et les

risques d'affecter le milieu (Alkama et al., 2002; Jeder et al., 2003). Toutefois, il est

probablement attendu que les contraintes environnementales citées, avant que ne leur soit trouvée

une solution, affectent l'état physiologique de ces espèces végétales nous privant, ainsi, de leurs

vertus.
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Différents auteurs confirment que les végétaux disposent de capacités adaptatives aux

contraintes salines, mais de façons et à des degrés qui diffèrent selon l'espèce, la variété, le stade

végétatif et la concentration en sel. Pour ce faire, ils impliquent des mécanismes d'adaptation

d'ordre morphologique, physiologique et biochimique variés (Heller R. et al. 2000; Benaceur et

al., 2001). C'est ainsi que leurs modes de tolérance à la salinité se sont avérés différents. En effet,

certaines cultures s’accommodent fort bien d’un sol salé, mais il n’en est pas de même pour

d’autres (Bensalem, 1992 ; Ottow et al. 2005 ; Atmane et al. 2004). Belkhoja et al. (2004)

signalent que dans des écosystèmes fortement salés, les halophytes évoluent naturellement,

néanmoins, diverses espèces expriment des degrés différents dans la tolérance à la salinité au

cours de leur développement. Ces espèces présentent l’avantage de tolérer des concentrations

élevées de sels, principalement de sodium et de chlore (Hamdy et al. 1999).

Malgré que les études visant à mieux comprendre les stratégies mises en jeu par les

plantes lors du stress salin soient nombreuses, la science n'a pas répondu à tout et le champ reste

encore vierge devant les chercheurs pour bien éclaircir plusieurs points qui demeurent jusqu'à

présent sombres.

Dans ce contexte est mené le présent travail afin de mettre en évidence le comportement

physiologique et moléculaire des plants de la fève (Vicia faba L.) en réponse à leur mise en

culture dans des conditions salines en présence de l’acide salicylique. Etant donné que ce dernier

soit considéré, parmi d’autres, comme molécule de signalisation que la plante synthétise en cas

de reconnaissance d’une menace biotique ou abiotique et qui, à son tour, induit une cascade de

réactions biochimiques locales et systémiques aboutissant au déclenchement d’un système de

défense naturelle(HELLER R. et al., 2000).

Ainsi, après germination des graines de deux génotypes de Vicia faba L., Histal et

Aguadulce, les plants sont élevés dans deux solutions salines (100 et 200 mM de NaCl) qu’on a

enrichi en deux concentrations d’acide salicylique (0,5 et 1 mM) afin de vérifier d’éventuelles

interactions, qui pourraient être mises en évidence en étudiant certains paramètres de croissance,

hydriques et moléculaires.
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1. Généralités sur les légumineuses (Fabaceae)
1.1. Données botaniques

Les Fabaceae, appelée autrefois Légumineuses est une famille botanique très diverse,

elle comprend les légumineuses à graines, les oléagineuses, les plantes fourragères, les arbustes,

ainsi que les arbres tropicaux ou subtropicaux. Cette famille comprend trois sous-familles :

les Caesalpinioideae, les Mimosoideae et les Papilionoideae (Faboideae).

La plupart des plantes cultivées appartiennent à cette dernière sous-famille

(Papilionoideae ou Faboideae) qui regroupe trois groupes majeurs sont présents au sein de cette

sous-famille : les Phaseolides, par exemple : le Soja (Glycine max), le Haricot (Phaseolus

vulgaris), et parmi les Galegoides : la Fève (Vicia faba l), le Pois (Pisum sativum), la

Luzerne (Medicago sativa) et le Pois chiche (Cicer arietinum).Enfin, le groupe des

Aeschynomeneae : comme l’Arachide (Arachis hypogaea) (Young et al., 2003).

Figure n°1 : Arbre génétique des papilionideae [Wojciechowski et al, (2004)].

Les Papilionoideae ont des fleurs en forme de papillon avec un pétale supérieur

appelé étendard, deux pétales latéraux ou ailes et une carène formée par deux pétales inférieurs

unis; les sépales au nombre de 5, sont soudés en tube ; les 10 étamines sont habituellement

incluses dans les pétales, unies par leurs filets en un tube qui entoure le pistil, ou avec une

étamine (Maxted et Bennett, 2001).

1.2. Importance

Les légumineuses ont une grande importance au niveau agricole. Elles sont classées au

deuxième rang mondial après les céréales. Elles sont cultivées pour leurs graines et constituent
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une part importante de l’alimentation dans le monde, particulièrement dans les pays en voie de

développement où elles représentent une source importante de protéines pour l’alimentation

humaine et animale. Elles contiennent généralement 20-30% de protéines et sont

particulièrement riches en lysine et comportent également des huiles. D’autre part, elles jouent

un rôle important dans les écosystèmes naturels, en agriculture et en agroforesterie. Leur

capacité à établir des symbioses avec les bactéries du genre Rhizobium leur permet de produire

de grandes quantités d’ammonium (Durantigius, 1997 ; Djbali, 2008). Grâce à cette symbiose,

des quantités importantes d'engrais azotés peuvent être économisées. Au Brésil, et à titre

d'exemple, l'inoculation du soja (glycine max L.) aux champs fournit jusqu'à 300 kg de N/ha, ce

qui entraîne des économies d'engrais azotés estimés à 3 milliards de dollars (Santos et al, 2006).

Tableau n°1 : Composition comparée des graines de légumineuses protéagineuses et

des grains de blé (% de la matière sèche, sauf pour acides aminés

exprimés en g/16g N) (Feillet, 2000).

1.3. Identification de la fève (Vicia faba L.)

La fève est une dicotylédone annuelle appartenant à la

(Légumineuses), connue botaniquement sous le nom de Vicia faba L.

Andre et Hubert (1992), le terme Vicia faba major désigne, dans le l

potagère cultivée dans le Bassin Méditerranéen, en Amérique du sud et

servir essentiellement à la consommation humaine. Cependant Vicia fa

fèverole plus répandue en Europe Occidentale et du Nord et desti

l'alimentation du bétail.

La répartition de la fève en Algérie est pratiquée surtout dans l

l’intérieure : Tlemcen, Chleff, Skikda, Ain Témouchent et Biskra (Maato
Méthionine +

Cystéine
famille des Fabacées

(Belkhoja, 1996). Selon

angage courant, la fève

en Asie du Sud-est pour

ba minor représente la

née particulièrement à

es plaines côtières et de

ugui, 1996)
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Cette espèce peut être définie comme étant une plante herbacée, à tige creuse

quadrangulaire pouvant dépasser 1 mètre de hauteur. Ses racines, pivotantes parfois et

superficielles le plus souvent, portent des nodosités renfermant la bactérie spécifique fixatrice

d'azote atmosphérique, Rhizobium leguminosarum. Les feuilles pennées comportent 2 folioles à

la base de la tige, puis 3 ou 4 par la suite. Les fleurs portées aux aisselles des nœuds

reproducteurs en grappes de 2 à 12 selon le type ont des corolles blanches ou rosées, avec des

taches noires sur les ailes. Les fruits sont des gousses contenant, selon le type, de 3 à 12 graines

de forme ovale et aplatie avec une peau épaisse, les fèves (Andre et Hubert, 1992). C’est une

espèce qui présente plusieurs systèmes de reproduction: elle peut être, selon les lignées,

autogame ou allogame Benachour et al, (2007).

Figure n°2 : Plante de Vicia faba L. Figure n°3 : Fruit de Vicia faba L.

1.4. Variétés existantes

Plusieurs variétés sont distinguées selon la hauteur de tiges et la grosseur des graines, à

savoir la fève précoce d’aquitaine, variété hâtive à gousses allongées ; la Muchamiel, variété

très précoce cultive en Espagne ; la fève de Séville, variété précoce à longue gousses contenants

6 grosses graines ; la fève d’Aguadulce, variété semi précoce à tige très haute et très longues

gousses contenant 8 à 9 graines d’un gros volume ; la fève trois fois blanche, variété tardive de la

taille réduite (Peron, 2006).

Parmi les variétés les plus cultivées en Algérie, on peut citer l’Aguadulce et la Séville

introduites d’Espagne, la fève précoce de Sidi Moussa qui été sélectionnée en 1965 à EL Harrach

et la fèverole de Sidi Aïch (Zaghouane, 1991).
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1.5. Intérêts de la fève (Vicia faba L.)

- Comme toutes les légumineuse, l’espèce Vicia faba L. assure sa nutrition azotée par

deux voies : l’assimilation de l’azote minéral du sol et la fixation symbiotique de l’azoté

atmosphérique. Cette aptitude à fixer l’azote atmosphérique limite l’utilisation des engrais azotés

qui sont couteux pour l’agriculture et néfaste pour la santé humaine et l’environnement (Nouar,

2007).

- La fève constitue avec les autres légumineuse la seconde source protéique pour

l’alimentation humaine et animale et ce après les céréales ; la fève fraiche possède des

caractéristique nutritionnelles intéressantes pour l’équilibre nutritionnel elle est riche en protéines

végétales et glucide en plus de quantités appréciables de vitamines de groupe B, en particulier

B3, B5 et B9 ou acide folique ; elle représente aussi une source non négligeable de minéraux et

d’oligo-éléments, notamment de potassium, de magnésium et de fer. Enfin, grâce à sa teneur

élevée en fibres (6,5 g aux 100 g), elle contribue efficacement à la couverture des besoins de

l’organisme, et à la lutte contre la paresse intestinale (Adrian et al, 2002).

- Sa bonne utilisation de l’azote amène à privilégier des précédents à faibles restitutions et

reliquats azotés. Par contre, elle est considérée comme excellent précédent cultural pour d'autres

cultures exigeantes en azote, telles que les céréales. Un intervalle minimal de 3 à 4 ans est

recommandé entre deux cultures de cette espèce (PAPVC, 2009)

1.6. Exigences

La fève préfère les sols profonds et peu acides, avec une alimentation hydrique régulière

(Sibennaceur, 2007). Vu qu'il s'agit d'une espèce fixatrice de l'azote atmosphérique, aucun apport

n'est, théoriquement, nécessaire sauf au début du cycle quand la nodulation n’a pas encore lieu

(Malki et al, 1999).

1.7. Maladies et ravageurs

Le puceron noir est le ravageur le plus redoutable de la fève (Ezzahiri et al, 2004), elle

craint aussi l’anthracnose, le botrytis et la rouille (Sadiki et al, 1998).

1.8. L'association symbiotique "légumineuse-rhizobia"

La symbiose légumineuse-rhizobia est un processus indispensable à la plante pour

acquérir l'azote sous forme réduite, mais aussi aux rhizobia pour obtenir les nutriments

nécessaires à leur développement. La plante fournit des matières nutritives à la bactérie, celle-ci

capte l'azote atmosphérique qui sera assimilé par la plante hôte (Raven et al, 2000). Là où se
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développent des légumineuses indigènes, les rhizobia du sol ou les rhizobia endophytes des

semences établissent une symbiose avec la légumineuse hôte (Giller, 2001).

L'interaction symbiotique entre les rhizobia et les Légumineuses se traduit par la

formation d'organes spécifiques, appelés nodules ou nodosités, où les bactéries sous leur forme

différenciées, fixent et réduisent l'azote moléculaire en ammoniac (Perry et al, 2004).

Figure n°4 : Partie d’une racinaire d’une légumineuse avec nodosité (Saeki, 2011).

2. La salinité
Halitim (1988) définit la salinité comme étant une accumulation excessive de sels dans les

sols ou dans les eaux à un seuil pouvant avoir un impact sur les activités humaines et naturelles

(plantes, animaux, écosystèmes aquatiques, approvisionnement en eau, agriculture, ...). La

concentration globale des sels solubles est généralement exprimée par la conductivité électrique.

On distingue deux types de salinité, une salinité primaire où l'augmentation de sels est

uniquement due à des processus naturels et une salinité secondaire ou induite où les

augmentations ont eu lieu en raison des changements des pratiques d'utilisation des terres par les

activités humaines (Hamdy et al, 1995).

2.1. Les facteurs de la salinisation

On désigne par salinisation le processus par le lequel les sels solubles s'accumulent dans

le sol, causant une dégradation du sol et une chute des productions agricoles, notamment dans les

périmètres irrigués en zones arides et semi-arides. Ainsi, des pertes considérables en terres

arables sont enregistrées dans le monde, elles sont estimées à 3 ha/mn (Iptrid, 2006).

2.1.1 La salinisation primaire

La salinisation primaire, localisée principalement dans les dépressions fermées et dans les

bassins élémentaires, est liée au fonctionnement naturel des terrains, sous l’influence du climat,
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de l’altération des roches et de la dynamique des eaux (S.O.C.O., 2009). Son origine géologique

est due soit à l'altération des roches contenant des minéraux sodiques potassiques et

magnésiques, soit à la dissolution des évaporites contenant des chlorures, des sulfates, etc.., soit à

l’altération des roches volcaniques (Servant, 1975).

2.1.2 La salinisation secondaire

Elle est fréquente dans les régions à climat aride ou semi-aride et est due principalement à

la pratique irrationnelle de l’irrigation. Les surfaces irriguées affectées par la salinité sont

estimées à 27% dans le monde (Hamdy et al, 1995), ce qui dépasse les 350 millions d’hectares

(Szablocs, 1994), avec une augmentation annuelle variant de 10 à 12 millions d’hectares

(Cheverry, 1995).

2.2. Le problème de salinité en Algérie

Selon Houerou (1993), les sols salés en Algérie peuvent être estimés à 3.2 millions

d'hectares. Ils sont rencontrés surtout dans les étages bioclimatiques arides et semi- arides, qui se

localisent non seulement au sud mais aussi au nord (Djili, 2000 ; FAO, 2005).

2.3. Les stress

D’après (Chaussat, 1999) et Vincent (2006), les organismes sont généralement soumis à

deux types de stress :

- Les stress biotiques qui sont dus à une agression par un autre organisme.

- Les stress abiotiques qui sont dus principalement à des facteurs environnementaux.

Les stress abiotiques ont en commun une composante osmotique qui peut rompre

l'homéostasie hydrique cellulaire (Levitt, 1980). La cause primaire du stress est alors la baisse

d'activité de l'eau cellulaire, qui déstabilise les membranes et les macromolécules et entraine la

perte de turgescence des tissus (Lugan, 2008).

2.4. Le stress salin

Le stress salin est dû, en particulier et non pas exclusivement, à la présence en excès

d'ions de Na+ et Cl- (Hopkins, 2003). Ce qui réduit fortement la disponibilité de l'eau pour les

plantes, on parle ainsi de milieu « physiologiquement sec » (Tremblun, 2000). Il est induit

principalement par l'abondance des chlorures de sodium dans le milieu, un stress de nature

ionique s'ajoute au stress hydrique par l'action des ions Na+ et Cl‾ en excès (Flowers et al, 2000).
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2.5. Impacts du stress salin sur la plante

2.5.1. Impacts sur la germination des graines :

La réponse des graines à la salinité est un indicateur de la tolérance de la plante, durant

les étapes postérieures de développement (Jeffrey et al, 1985 ; Flowers, 2004). La germination

est régulée par les caractéristiques génotypiques, les conditions environnementales et, en

particulier, par la disponibilité de l'eau et du sel dans le sol (Gutterman, 1993). La germination

des graines est le stade le plus sensible à la salinité, même chez les halophytes, qui possèdent une

teneur très élevée en sel dans leurs tissus au stade adulte, les graines ne sont pas aussi tolérantes

au sel au stade de germination (Belkhodja et Bidai, 2004).

2.5.2. Impact sur la nutrition hydrique et minérale :

Le potentiel hydrique, le potentiel osmotique et la pression de la turgescence cellulaire

des plantes deviennent de plus en plus négatifs au fur et à mesure que le taux de salinité

augmente (Romeroaranda et al, 2001 in Parida et Das, 2005).

Les fortes concentrations en Na+ limitent l'absorption des autres cations, notamment le K+

et le Ca2
++, ce phénomène a été observé chez le riz (Levitt, 1980 in Haouala et al, 2007) et chez

la canne à sucre (Nimbaikar, Joshi, 1975 in Haouala et al, 2007). Dans le cas du haricot,

l'absorption des deux cations peut s'arrêter complètement, mais en cas de faibles concentrations

en Na+, l’absorption en K+ peut augmenter (Hamza, 1977 in Haouala et al, 2007).

Le stress salin cause aussi un déficit hydrique comme conséquence à l'effet osmotique sur

les activités métaboliques des plantes. Ce déficit hydrique cause un stress oxydatif à cause de la

formation des espèces réactives de l'oxygène comme les super-oxydes, les radicaux hydroxyles et

le peroxyde. Les espèces réactives de l'oxygène qui sont le produit des stress hyper osmotique et

ionique causent un disfonctionnement dans la membrane plasmique et finit par la mort cellulaire

(Bohnert et Jensen, 1996) in (Parida et Das, 2005).

2.5.3. Impact sur la photosynthèse :

La salinité réduit la photosynthèse nette par la réduction des échanges gazeux et de

l'activité photochimique (Godde, 1999; Orcutt et Nilsen, 2000; Ortega et al, 2004). Une forte

concentration en sels conduit à la réduction de la vitesse d'expansion de la surface foliaire liée à

la baisse d'activité d'eau cellulaire, qui entraîne la perte de turgescence des tissus (Wang et Nu,

2000). Sous l'effet du stress salin, une chlorose commence à se développer sur les feuilles les

plus âgées, qui finissent par tomber (Agastian et al, 2000).

L’effet de salinité sur la photosynthèse est dû à la réduction de l’assimilation du CO2

suite à la diminution de la surface foliaire (Munns et al, 2000), de la conductibilité des stomates
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(Parida et al 2003), de l'activité des enzymes photosynthétiques et du fonctionnement des

photosystèmes (Redondo –Gomez et al, 2008).

2.5.4. Impact sur la croissance et le développement :

La salinité est une contrainte majeure qui affecte la croissance et le développement des

plantes (Bouaouina et al, 2000 ; Zhu, 2001) et conduit à de fortes chutes de rendement

(Allakhverdiev et al, 2000b in Parida et Das, 2005). Elle est à l'origine de la diminution de la

biomasse, traduite par le poids frais et le poids sec des feuilles, des tiges et des racines

(Chartzoulakis et Klapaki, 2000).

Les effets osmotiques issus du stress salin peuvent également limiter la croissance des

racines, ce qui limite les possibilités d’absorption des éléments nutritifs du sol (Jabnoune, 2008).

2.5.5. Impact sur la nodulation et l'activité symbiotique chez les Légumineuses :

La plupart des études conduites sur l'effet de la salinité sur la fixation symbiotique de

l’azote montrent une diminution de la matière sèche nodulaire en condition de culture sur sel. Ce

comportement traduit les effets simultanés du sel sur l’initiation et la mise en place des nodules

d’une part et sur la croissance de ces organes symbiotiques d’autre part (Kaouther S. et al, 2001).

Bien que la plupart des bactéries étudiées se soient révélées plus tolérantes au sel que les

plantes hôtes, l’initiation nodulaire a paru particulièrement sensible au sel. Quant à la fixation des

rhizobia sur les poils absorbants, résultant d’un dialogue moléculaire entre le micro et le macro-

symbiote et qui est déterminante pour la nodulation, semble sensible au stress salin (TU J.C,

1981 in Kaouther S. et al, 2001).

La présence de sel dans le milieu de culture limiterait l’alimentation des plantes en

calcium ce qui conduirait à une inhibition de l’émergence et de la croissance des racines et des

poils absorbants (Zahran H.H. et Sprent J.I, 1986).

L’effet du sel aux stades précoces de la nodulation se traduit par une réduction du nombre

de nodules observée chez de nombreuses légumineuses (Ram P.C, 1989 ; James E.K.et al, 1993 ;

Soussi M. et al, 1999).

D’autres études montrent que l’inhibition de la photosynthèse chez les plantes soumises

au stress salin et la restriction du transport des photoassimilats vers les nodules conduisent à une

réduction de la taille de ces organes (Velagaleti R. R, Marsh S, 1989 ; Serraj R. et al, 1998).

Cependant, une stimulation de la croissance des nodules a été mise en évidence chez des

légumineuses soumises au stress salin, telles que la fève (Yousef A.N et al, 1983) et le pois

chiche (Soussi M et al, 1999).
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L’inhibition de l’ineffectivité peut être liée à une diminution des sites potentiels

d’infection résultant soit d’une inhibition du développement des racines (hamza M, 1977 ; Ikada

J, 1994 ; SouissI A, 2000), soit de la réduction du nombre et du diamètre des poils absorbants

(Zahran H.H. et Sprent J.I, 1986), soit encore de l’inhibition de l’élongation et de l’enroulement

de ces organes (Zahran H.H. et Sprent J.I, 1986) et (Ikada J, 1994).

2.5.6. Impact sur le métabolisme azoté :

Chez les légumineuses, le métabolisme azoté et la synthèse protéique sont sévèrement

affectés par le stress salin, limitant ainsi fortement la productivité et le développement normal

des plantes (Pessarakli et al, 1989 ; Benkhaled et al, 2003). Cette contrainte provoque aussi la

diminution de l’activité de la nitrogénase réductase et d’autres enzymes impliquées dans

l’assimilation de l’azote (Delgado M.J. et Ligero F, 1994).

Dans les feuilles de beaucoup de plantes étudiées, il est remarqué que le stress salin

provoque la diminution de l'activité de l'enzyme nitrate réductase (NRA) (Flores et al, 2000). La

première cause de cette réduction de la NRA dans les feuilles serait due à la présence des

chlorures (Cl-) dans le milieu externe, ce qui réduit l'absorption des nitrates NO3
-, bien que l'effet

direct du Cl- sur l'activité de l'enzyme qui ne puisse pas être écarté (Flores et al, 2000). Chez le

maïs cultivé en conditions salines, il est remarqué, aussi, une diminution de la NRA dans les

feuilles, quant aux nitrates, une réduction est enregistrée dans les feuilles, mais dans les racines,

leur concentration a augmenté (Parida et Das, 2004).

2.6. Tolérance et modes d'adaptation

Afin de s’adapter aux conditions stressantes, la plante manifeste un ensemble complexe

de mécanismes parmi lesquels beaucoup ne sont pas encore connus (Lazrek, 2008). Les

mécanismes jusque-là signalés par les chercheurs peuvent être récapitulés comme suivant :

En réponse au stress salin, l’homéostasie ionique au niveau des cellules est acquise par les

stratégies suivantes (Hopkins, 2003) et (Heller et al. 1998).

- L’exclusion des ions Na+ des cellules par les canaux ioniques : antiport Na+/H+ ou bien

par la limitation d’entrée des ions Na+.

- La compartimentation de Na+ dans des vacuoles intracellulaire pour un ajustement

osmotique.

- La sécrétion des ions de Na+.
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2.6.1. La séquestration du sodium dans les vacuoles

Afin de maintenir les ions de N+ à une faible concentration dans le cytoplasme et

conserver un faible potentiel osmotique cellulaire, la plante recourt à la stratégie de séquestration

de ces ions dans les vacuoles (Nouar, 2007). L’exclusion de l’excès de sodium du cytoplasme

nécessite la synthèse d’osmolytes compatibles avec la réduction du potentiel osmotique

nécessaire au prélèvement de l’eau dans des conditions de stress salin ; ce processus est coûteux

en énergie pour la plante (Lazrek, 2008).

2.6.2. La conservation du ratio K+/Na+

Dans les conditions optimales, les plantes maintiennent un ratio cytosolique K+/Na+ élevé

(Heller and al, 1998). Le stress salin entraîne la diminution de ce ratio, du fait que les ions Na+

sont en concurrence avec les ions K+, ce qui est défavorable pour les processus biochimiques

cellulaires (Chaussat, 1999). De même, une forte concentration de K+ augmente le potentiel

osmotique qui entraîne une entrée d’eau à partir du milieu extérieur ; ainsi, le prélèvement de K+

est essentiel pour la turgescence cellulaire et le déroulement des processus biochimiques sous

stress salin (Claussen et al, 1997).

2.6.3. La synthèse d’osmoprotectants

Il a été observé, chez des plantes transgéniques, que l’accumulation de certains

osmoprotectants, tel le mannitol, la glycine, la bétaïne, et la proline améliorent la tolérance au

stress salin (Lazrek, 2008)

2.6.4. La synthèse d’enzymes antioxydantes

D’après LAZREK (2008), les plantes produisent des espèces d’oxygène actif nommés

ROS : radicaux superoxide (O2
-), peroxyde d’hydrogène (H2O2), et radicaux hydroxyl (OH)) en

réponse à un stress salin ; les ROS causent d’importants dommages dans des lipides

membranaires, des protéines et acides nucléiques. La détoxication des ROS constitue un élément

clé de défense des plantes contre les stress abiotiques dont le stress salin et les enzymes

responsables de cette détoxication, nommées antioxydants, incluent le superoxyde dismutase

(SOD), la catalase, et des enzymes du cycle ascorbate-glutathion.

3. L’acide salicylique

3.1. Historique

L’acide salicylique (C7H4O3) est une phytohormone de nature phénolique, naturellement

synthétisé par la plante en réponse à différents stress pour être impliquée dans la résistance

systémique acquise (SAR) et participer dans la régulation des procès physiologiques (Lepoivre,

2003 ; Sakhabutdinova et al, 2003 ; Machiex et al, 2005). Il est présent en abondance dans
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l’écorce et les feuilles de saule Salix alba, notamment dans les fruits, sous forme estérifiée de

salicylique de méthyle (Heller, 1998 ; Yalpani et al, 1991). Il a été trouvé également dans les

feuilles et les organes reproducteurs de 34 espèces d’importances agronomiques (Panchova et al,

1996).

Il fut découvert en 1828 par le chercheur Johann Buchner, qui a pu isoler une petite

quantité de glucoside d’alcool salicylique, salicyline, à partir de l’écorce de saule. Le nom "acide

salicylique" a été attribué à cet ingrédient actif du saule par Raffaele Piria en 1838 en s'inspirant

du nom latin salix. Ce n'est qu'en 1874 que la première production commerciale d’acide

salicylique synthétique a débutée en en Allemagne où son dérivé appelé "acide acétylsalicylique"

à été introduit, en 1898, sous le nom commercial d’aspirine par l’entreprise Bayer et est

rapidement devenu le médicament la plus vendu dans le monde (Raskin, 1992).

Certains auteurs ajoutent que l’acide salicylique était utilisé, depuis longtemps, par les

indiens d’Amérique, qui le plaçaient autour de leur tête pour traiter les migraines (Hopkins,

2003). Les fleuristes, aussi, le savaient même avant son identification au 19ème siècle, mais sans

en connaitre les bases (Raskin et al, 1987).

3.2. Biosynthèse de l'acide salicylique

Les résultats de plusieurs travaux de recherche indiquent que la synthèse de l’acide

salicylique débute avec la phénylalanine, qui est transformée en acide cinnamique par la

phénylalanine ammoniac lyase (PAL). L’acide cinnamique est ensuite transformé en acide

benzoïque, qui est finalement hydroxylé par l’acide benzoïque-2-hydroxylase en acide

salicylique (Dempsey et al, 1994).

Les concentrations d’acide salicylique sont de l’ordre de quelques dizaines à quelques

centaines de nano grammes par gramme de matière végétale fraiche dans les tissus sains, et de

quelques microgrammes à quelques dizaines de microgrammes par gramme de matière végétale

fraiche dans les tissus attaqués (Bernard F. in Klarzynski et Fritig 2001). Il faut cependant

préciser qu’il s’agit là des concentrations totales d’acide salicylique, dont l’essentiel se trouve

libre ou sous forme conjuguée de glycosylates méthyle, glucose-ester ou conjuguée avec les

aminoacides (Lee et al., 1995).

3.3. Importance physiologique de l’acide salicylique

L’acide salicylique est considéré comme molécule omniprésente impliquée dans

beaucoup de phénomènes physiologique chez la plante. Ainsi, il joue un rôle d’induction

naturelle de la thermogenèse chez Arum, il induit la floraison de plusieurs plantes, il contrôle

l’absorption des ions par les racines et la conductivité stomacale (Raskin, 1992). Des donnés
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expérimentales indiquent sa participation dans le signal de la régulation des expressions des

gènes de la sénescence des feuilles chez Arabidopsis (Morris et al, 2000). Il contribue, en plus,

dans la régulation du gravitropisme (Medvedev et Marcova, 1991) et l'inhibition du murissement

des fruits (Srivastava et Dwivedi, 2000).

Il est considéré, d'autre part, comme molécule de signalisation qui induit l'activation de la

défense naturelle de la plante, notamment contre les agressions pathogènes (Avères, 2000 ;

Kunkel et Brooks, 2002). L’acide salicylique a été trouvé jouer un rôle clé dans la régulation de

la croissance et le développement des plantes et dans les réponses aux divers stress

environnementaux (Senaratana et al, 2000). En effet, il existe généralement une bonne

corrélation entre la capacité de résistance de la plante et sa teneur en acide salicylique (Gozzo,

2003). Ainsi, il est considéré nécessaire pour activer la plupart des réactions de défense des

plantes contre les stress (Smith et al, 1998).

3.4. L’acide salicylique et les stress abiotiques

Des menées sur le blé révèlent que l’induction de l’acide salicylique augmente la

résistance à la salinité (Shakirova et Bezrukova, 1997), le déficit hydrique (Bezrukova et al,

2001) et prévient la réduction du contenu en auxine et cytokinine, ce qui réduit l’inhibition du

développement induit par le stress (Shakabutdinova et al, 2003). Il augmente aussi la résistance

de la tomate et la fève au stress thermique (Senaratna et al, 2000) ainsi que l’action des métaux

lourds sur le riz (Mishra et Choudhuri, 1999).

3.5. Mode d’action de l'acide salicylique

L’acide salicylique apparait comme molécule de signal qui est à l’origine d’une cascade

de transduction intracellulaire aboutissant à l’expression de nombreux gènes (Klessig et al,

2000).

La plupart des résultats d'études effectuées indiquent que la présence d’acide salicylique

reste indispensable aux endroits où s’exprime la SAR, qu’il provienne du transport phloémien ou

d’une biosynthèse directe au niveau de ces organes cibles. (Kunkel et al, 2002 ; Pieterse et al,

1999).
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1. Objectifs de l'étude

La présente étude est menée dans le cadre de mieux comprendre le comportement

physiologique et moléculaire de deux génotypes de fève (Vicia fana L.) cultivés dans un milieu

salin en présence de l’acide salicylique.

2. Site et conditions de l’expérimentation

L’expérimentation avec ses différentes étapes a été effectuée au laboratoire de Biologie

Moléculaire et Cellulaire au sein de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie à

l’Université Ibn Khaldoun (Tiaret).

3. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de deux génotypes de fève (Vicia fana L.)

« Aguadulce » et « Histal ». Il s’agit de deux variétés introduites et très répandues sur le marché

algérien des semences agricoles.

Aguadulce est une variété précoce, vigoureuse et très productive dont les gousses

atteignent 23 à 24 cm de long et contiennent de 7 à 9 grains charnus. Sa faculté germinative est

estimée à 90 % avec un taux de pureté de 98 %.

Quant à la variété « Histal », elle est semi- précoce et de bonne résistance au froid. La

plante est haute avec 4 à 5 tiges fortes et épaisses, ses feuilles sont grandes avec folioles ovales.

Ses gousses ont une longueur de 30 à 33 cm de long et 3cm de large, contenant de 7 à 8 grains de

grande dimension.
17

Figure n°5 : Graines de fève (Var : Histal). Figure n°6 : Graines de fève (Var : Aguadulce)



Matériels et méthodes

18

4. Méthodologie

4.1. Test de germination

Compte tenu de l’importance du pouvoir germinatif des semences sur les stades ultérieurs

de toute plante, un test de germination a été effectué in vitro dans des boites de Pétri mises à

l’étuve réglée à 25°C.

4.2. Pré-germination

Pour favoriser la germination et homogénéiser les plants au moment et après le

repiquage, on a procédé à une phase de pré germination en mettant deux graines par alvéole

rempli de terreau, qu’on a pulvérisé jusqu’à saturation à l’eau douce et recouvert en film

plastique transparent pour maintenir la température à un degré élevé proche à celui de la

germination. Les alvéoles contenant le substrat de culture et les semences étaient pulvérisés

plusieurs fois jusqu’à l’obtention de plants germés plus ou moins homogènes, qu’on a gardé un

seul plant par alvéole.

4.3. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental a été réparti comme suit :

Tableau n°2 : Dispositif expérimental

variété

Traitement
Histal Aguadulce

Témoin 0 (eau douce) 4 Répétions 4 Répétions

NaCl 100 mM 4 Répétions 4 Répétions

NaCl 200 mM 4 Répétions 4 Répétions

AS 0.5 mM 4 Répétions 4 Répétions

AS 1 mM 4 Répétions 4 Répétions

NaCl 100 mM + AS 0.5 mM 4 Répétions 4 Répétions

NaCl 200 mM + AS 0.5 mM 4 Répétions 4 Répétions

NaCl 100 mM + AS 1 mM 4 Répétions 4 Répétions

NaCl 200 mM + AS 1 mM 4 Répétions 4 Répétions

4.4. Préparation des solutions de traitement

Pour préparer les solutions d'arrosage prédestinées, on a procédé au calcul des masses de

sel et d'acide salicylique à dissoudre comme il est indiqué dans les tableaux suivants:
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- Les solutions salines (NaCl)

Tableau (3) - Concentrations de NaCl utilisées.

100 mM 200 mM

5,85 g/l 11,7 g/l

- Les solutions d'acide salicylique (A.S)

Tableau (4) - Concentrations d'acide salicylique utilisées.

0.5 mM 1mM

0.069 g/l 0.13812 g/l

4.5. Repiquage

Les plants germés en alvéoles ont été enlevés avec leurs mottes et repiqués dans des pots

plus volumineux (20x30 cm) contenant un mélange de deux volumes tourbe contre un volume de

sable, déposé sur une petite couche de gravier moyen afin d'assurer le drainage.

La conduite de la culture a été menée dans un laboratoire de la faculté SNV qui nous a

paru bien exposé à l’ensoleillement et où on a installé des lampes électriques LED afin

d’intensifier l’éclairage et prolonger sa durée pour quelques heures.

Concernant l’arrosage à l’acide salicylique, il a été appliqué juste avec l’application de la

salinité.

Les arrosages ont été appliqués à des quantités égales à 60 % de la capacité de rétention

du substrat utilisé, préalablement calculée à 0,4 l/pot.

5. Paramètres étudiés

Notre étude a pour but de mettre le point sur le comportement physiologique et

moléculaire des plants de fève (Vicia faba L.) mis en culture dans les conditions suits:

- La culture est arrosée en solutions salines, à des concentrations de 100 et 200 mM de NaCl.

- Le milieu de culture reçoit des apports exogènes d'acide salicylique de 0,5 et 1 mM.

- Les deux concentrations salines citées sont combinées aux deux concentrations d'acide

salicylique.
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5.1. Paramètres physiologiques

5.1.1 Paramètres de croissance

- Longueur de la tige et de racine

Mesurée à l’aide d’une règle graduée en cm à partir du collet.

- volume de racine

Il est mesuré par immersion du système racinaire dans une éprouvette graduée (en ml) remplie

d’eau, selon le principe de la poussée d’Archimède, soit : « Le volume d’un corps immergé est

égal au volume du liquide déplacé (dénivellation)».

- Etages foliaires

On considère un étage foliaire les feuilles situées sur le même niveau de la tige.

- Poids frais et sec de la partie aérienne

Au moment d’analyses, la partie aérienne comprend la tige et l’ensemble des feuilles qu’elle

porte.

5.1.2. Paramètres hydriques

- Teneur relative en eau (TRE)

Selon la méthode de Barrs et Weatherley (1962), l’avant dernière feuille est excisée à sa

base et immédiatement pesée, le poids frais initial (Pfi) est déterminé. La partie excisée est

trompée dans un tube à essai contenant de l’eau distillée. L’ensemble est placé à l’obscurité à une

température de 4°C pendant 24 heures. Les feuilles sont à nouveau pesées, le poids de pleine

turgescence (Ppt) est évalué.

Le poids sec (Ps) est obtenu par passage à l’étuve pendant 48 heures, à une température

de 80°C. La teneur relative en eau des feuilles est estimée par l’équation :

TRE (%) =
� � � � � � 	

� � � � � �
x100

- Taux de déperdition d’eau (TDE)

C’est une méthode qui permet l’identification des génotypes adaptés à des conditions

défavorables. Elle permet d’évaluer le taux de déperdition d’eau des feuilles excisées de la

manière suivante (Monneveux, 1991):

TDE (%) =
� � � � � � 	

� �
.

�

	� � .� � � � �

Pi : poids initial de la feuille.

P2h: poids de la feuille (trempée dans l’eau distillée 2h).

PS : poids sec de la feuille (48heure à 80C°).
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SF : la surface foliaire de la feuille.

5.2. Paramètres moléculaires

5.2.1. Dosage des pigments chlorophylliens

L'extraction de la chlorophylle est réalisée dans un mélange d'acétone et d'éthanol (75 %

et 25%) de volume et de 80% et 20% de concentration (Francis et al, 1970).

Pour éviter l'oxydation de la chlorophylle par la lumière, les feuilles sont mises dans des boites

noires. 100 mg de feuilles sont coupés en petits morceaux et mis dans 10 ml d'un mélange

d'acétone et d'éthanol de volumes respectifs 75 % et 25 % moyennant deux concentrations de 80

% et 20 %. Après 10 min de centrifugation à 5000 tours.mn-1, La densité optique correspondant à

la teneur en chlorophylle "a" est lue à la longueur d'onde 645 nm et celle de la chlorophylle "b" à

663 nm. Les concentrations en chlorophylles totales (Chlorophylles a et b), exprimées en mg. g-1

de matière fraiche sont données selon les formules:

Chl a (mg/g MF) = 12.7 DO (663) – 2.59 DO (645) x V/(1000 x W)

Chl b (mg/g MF) = 22.9 DO (645) – 4.68 DO (663) x V/(1000 x W)

Chl t = Chl a + Chl b

Avec: V : Volume solution extraite. W : Poids de matière fraîche de l’échantillon.

5.2.2. Dosage des sucres solubles totaux

La teneur en sucres totaux est déterminée par la méthode phénol-acide sulfurique décrite

par (Dubois et al, 1956).

L'extraction des glucides est faite par l'éthanol à 80%. 100 mg de chaque échantillon sont

broyées dans 5ml d’éthanol 80%. Les tubes contenant le mélange sont chauffés pour évaporer

l’alcool. Dans chaque tube sont ajoutés 10 ml d’eau distillée, c’est la solution à analyser. 1 ml est

prélevé de cette solution auquel on ajoute 1 ml de phénol 5% et 5 ml d’acide sulfurique. Les

tubes sont agités et placés à 5°C pendant 45 min à l’obscurité. La lecture de densité optique

(D.O) est réalisée à 485nm.
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Résultat

1. Paramètres de croissance

La croissance de la plante peut être exprimée par plusieurs paramètres à savoir la

biométrie des organes (longueur de tige et de racine, volume de racine,…), le poids de la

biomasse fraiche et sèche (tige et racine), la morphogénèse (étages foliaire).

1.1. Nombre d’étages foliaires

Sous les conditions d’irrigation à l’eau douce, le nombre d’étages foliaires est autour de 8

chez le génotype Aguadulce et de 6 chez le génotype Histal. L’apport de l’acide salicylique

induit l’augmentation du nombre d’étages foliaires chez Aguadulce alors que la concentration 1

mM ne semble avoir aucun effet chez Histal.

Figure n°7 : Variation du nombre d’étages foliaires chez les deux génotypes de la fève (Histal,

Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.

D’une manière générale, la salinité du milieu de culture a réduit significativement le

nombre d’étages foliaires des plantes d’Aguadulce. Cependant, aucune variation n’a été

enregistrée chez le génotype Histal.
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La combinaison acide salicylique-salinité semble avoir un effet dépressif sur la croissance

végétale exprimée en nombre d’étages foliaires. L’augmentation de la concentration de l’acide

salicylique est accompagnée d’une réduction systématique du nombre d’étages foliaires.

Toutefois, le nombre d’étages foliaires demeure supérieur chez le génotype Aguadulce

que chez Histal.

1.2. Longueur de la tige

La longueur de la tige sous les conditions témoins dépasse 80 cm chez le génotype

Aguadulce et 60 cm chez le génotype Histal. Suite à l’apport de l’acide salicylique il ne paraît

aucun effet chez le génotype Aguadulce. La concentration de 0.5 mM d’acide salicylique a

entrainé une augmentation de la longueur de la tige chez le génotype Histal, alors que sous

traitement à 1 mM, une diminution est enregistrée chez les deux génotypes.

Figure n°8 : Variation de la longueur de la tige chez les deux génotypes de la fève (Histal,

Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.

Lorsque la salinité est appliquée seule à 100 mM, aucun effet n’est enregistré sur la

longueur de la partie aérienne d’Aguadulce, mais cette dernière a significativement diminué sous

200 mM. Cependant, chez Histal, les deux concentrations ont abouti à une augmentation nette.
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En combinant l’acide salicylique à la salinité, les différents traitements ont entrainé une

réduction de la longueur de la tige chez Aguadulce. Chez Histal, sous les deux combinaisons

d’acide salicylique avec 100 mM de NaCl aucun effet n’a été observé. Par contre avec 200 mM

de sel, est enregistrée une augmentation de la longueur de la tige.

1.3. Longueur de la racine

Chez les plantes témoins, la longueur de la racine a dépassé les 8 cm chez le génotype

Aguadulce et 4 cm chez Histal. L’acide salicylique appliqué seul provoque une réduction de la

longueur de tige chez Aguadulce, alors que chez le génotype Histal, la concentration 0.5mM ne

semble avoir aucun effet, mais celle de 1 mM a provoqué sa diminution.

Figure n°9 : Variation de longueur de la racine chez les deux génotypes de la fève (Histal,

Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.

Concernant la salinité appliquée seule, une diminution de la longueur de la racine a été

enregistrée chez les deux génotypes.

Sous l’effet de l’acide salicylique associé au NaCl, la longueur de la racine diminue

significativement chez les deux génotypes. Toutefois, il est à signaler que les concentrations

progressives d’acide salicylique en présence de 100mM de sel ont entrainé des augmentations
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progressives correspondantes chez Aguadulce, contrairement à Histal où on assiste à une

diminution progressive. En doublant la concentration du NaCl à 200 mM, une baisse en longueur

de racine est remarquée chez Aguadulce, mais aucun effet n’a été enregistré chez Histal.

Sous les différents traitements où le NaCl est absent ou appliqué à 100 mM, la longueur

de la racine du génotype Aguadulce parait supérieure que celle de l’autre génotype, tandis qu’à

200 mM le phénomène s’est inversé.

1.4. Volume de la racine

Sous les conditions contrôles irriguées à l’eau douce (Témoin), le volume de la racine est

égal 22.5cm3 chez Aguadulce et moins de 20cm3 chez Histal. L’apport exogène de l’acide

salicylique seul à 0,5 mM ne paraît avoir aucun effet chez le génotype Aguadulce, mais à 1 mM

une légère diminution est enregistrée. Pour Histal, une baisse est observée à 0,5 mM d’acide

salicylique alors qu’à 1 mM, cela a augmenté.

Figure n°10 : Variation du volume de la racine chez les deux génotypes de la fève (Histal,

Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.

Sous les deux concentrations salines appliquées seules, une diminution en volume des

racines est révélée chez les deux génotypes.
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Lorsque l’acide salicylique est additionné à la salinité, des diminutions de volume des

racines sont distinguées chez Aguadulce, mis à part le traitement combiné de 100 mM de NaCl

avec 0,5 mM d’acide salicylique. Au sein des blocs correspondant à la variété Histal, il est

remarqué des diminutions sous les différents traitements, sauf celui de 0,5 mM d’acide

salicylique. Avec 100 mM de NaCl qui a abouti à une augmentation modérée.

1.5. Poids frais de la biomasse aérienne

Sous les conditions d’irrigation à l’eau douce (témoin), le poids frais de la biomasse

aérienne est légèrement supérieur chez Aguadulce que chez Histal, soit 17g contre 16g.

L’application de l’acide salicylique seul induit l’augmentation du poids frais chez le

génotype Aguadulce, alors que chez le génotype Histal, il n’y a qu’une légère diminution

lorsqu’on traite à 0,5 mM.

En traitant à la salinité seule, des diminutions sont observées sous les différents

traitements chez les deux génotypes.

Figure n°11 : Variation du poids frais de la biomasse aérienne chez les deux génotypes de la

fève (Histal, Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.

Mis à part l’association de 0,5 mM d’acide salicylique à 100 mM de NaCl qui a entrainé

une légère augmentation, l’application du stress salin en présence l’acide salicylique provoque
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une réduction significative du poids frais de la biomasse aérienne des plantes chez les deux

génotypes.

1.6. Poids frais de la biomasse racinaire

Sous les conditions témoins, le poids frais de la biomasse racinaire relevé est de l’ordre de

plus de 6 g chez Aguadulce et moins de 6g chez Histal. L’apport de l’acide salicylique seul à une

concentration de 0.5 mM provoque une augmentation chez les deux génotypes. Cependant,

lorsqu’il est apporté à 1 mM, une baisse modérée est enregistrée chez Aguadulce contrairement à

Histal où aucun changement n’a été observé.

Sous l’effet de la salinité, appliquée seule, des diminutions sont remarquées chez les deux

génotypes, à l’exception du traitement à 100 mM qui n’a manifesté aucun effet.

Figure n°12 : Variation du poids frais de la biomasse racinaire chez les deux génotypes de la

fève (Histal, Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.

L’addition de l’A.S. au sel NaCl, a provoqué une diminution du poids frais de la biomasse

racinaire chez les deux génotypes, sauf que chez Aguadulce sous l’effet combiné (1 mM et 100

mM), une augmentation significative a été remarquée.
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1.7. Poids sec de la biomasse aérienne

Chez les plants arrosés à l’eau distillée (Témoin), le poids sec de la biomasse aérienne est

égal à 0.75 g chez le génotype Aguadulce et près de 0.7g chez le génotype Histal. Sous l’effet de

l’apport de l’acide salicylique appliqué seul à 0,5 et 1 mM, l’augmentation progressive du poids

sec de la biomasse aérienne est nette chez Aguadulce, alors que chez Histal, cet indice augmente

fort légèrement sous traitement à 0.5 mM, mais en doublant la concentration d’acide salicylique,

son augmentation devient plus remarquable.

Lorsque le NaCl est appliqué seul, une diminution du poids sec de la biomasse aérienne

est distinguée chez les deux génotypes.

Figure n°13: Variation du poids sec de la biomasse aérienne chez les deux génotypes de la fève

(Histal, Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.

En combinant l’acide salicylique à la salinité, les différents traitements ont abouti à une

réduction nettement significative du poids sec de la partie aérienne chez les deux génotypes à

l’exception du milieu de culture traité à 0.5 mM d’acide salicylique ajouté à 100 mM de NaCl, où

est enregistrée une augmentation chez le génotype Aguadulce.

1.8. Poids sec de la biomasse racinaire

Sous les conditions contrôles irriguées à l’eau douce (Témoin), le poids sec de la
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de l’acide salicylique seul, le poids sec de la biomasse racinaire diminue chez les deux génotypes

et sous l’effet des deux concentrations utilisées (0,5 et 1 mM).

Quand la salinité est appliquée seule à une concentration de 200 mM, la valeur de cet

indice a chuté chez les deux génotypes, alors que sous traitement à100 mM le poids sec racinaire

a diminué chez Aguadulce et aucun effet n’a été enregistré chez Histal.

A propos de la combinaison « acide salicylique-salinité », lorsque le NaCl est appliqué à

100 mM, la diminution du poids sec de la biomasse racinaire est modérée chez Aguadulce, mais

elle sévère chez Histal. Quant aux traitements contenant 200 mM, ils ont entrainé des

diminutions de cet indice chez les deux génotypes.

Figure n°14 : Variation du poids sec de la biomasse racinaire chez les deux génotypes de la fève

(Histal, Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.

2. Paramètres hydriques

2.1. Teneur relative en eau

La teneur relative en eau des feuilles est parmi l’un des critères d’évaluation de la

tolérance au stress. Elle est liée à la capacité de la plante à maintenir un niveau d’hydratation des

tissus qui leur permet la continuité de l’activité métabolique.
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Sous les conditions témoins, la teneur relative est de l’ordre de 90% chez le génotype

Aguadulce et 85% chez Histal. L’addition de l’acide salicylique diminue la teneur relative en eau

chez le génotype Aguadulce et l’augmente chez Histal.

La présence de la salinité sans acide salicylique dans le milieu de culture provoque une

baisse significative de la teneur relative en eau chez les deux génotypes et sous les deux

concentrations, 100 et 200 mM de NaCl.

Sous traitement combiné « acide salicylique-salinité », la teneur relative en eau diminue

significativement chez les deux génotypes et quelques soit la combinaison.

Figure n°15 : Variation du teneur relative en eau chez les deux génotypes de la fève (Histal,

Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.

Il est à souligner que les teneurs relatives d’eau enregistrées ont été, dans tous les cas,

supérieures chez le génotype Aguadulce en comparaison à celles d’Histal.

2.2. Taux de déperdition de l’eau par la feuille excisée

Les taux de déperdition d’eau enregistrés sont autour de 0.015 mg/cm2/min chez

Aguadulce et plus de 0.02 mg/cm2/min chez Histal là où on a traité à l’eau naturelle (Témoin).
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En apportant de l’acide salicylique seul, il est remarqué que sous les deux concentrations

d’acide salicylique le taux de déperdition de l’eau enregistré a significativement augmenté chez

Aguadulce, alors que chez Histal, il a augmenté sous l'effet de 0.5 mM d’acide salicylique et a

diminué sous l'effet de 1 mM.

Sous les conditions salines, le taux de déperdition d’eau a nettement augmenté chez les

deux génotypes, notamment lorsque le milieu est arrosé à 200 mM de solution saline.

Figure n°16 : Variation du Taux de déperdition d’eau chez les deux génotypes de la fève (Histal,

Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.

Dans les milieux de culture arrosés à la solution saline en présence de l’acide salicylique,

le taux de déperdition d'eau des plants a augmenté chez les deux génotypes et suite aux

différentes combinaisons.

3. Paramètres moléculaires

3.1. Teneur en chlorophylle "a"

La chlorophylle "a" est impliquée dans les réactions lumineuses, elle absorbe la lumière

des régions du spectre colorées en bleu, violet et rouge et apparait vert foncé, car elle réfléchit

principalement la lumière verte.
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Dans les milieux irrigués à l’eau naturelle, la teneur en chlorophylle "a" des plants a

atteint 15 mg/g chez le génotype Aguadulce et 14,80 mg/g chez Histal.

En cas d’application de l’acide salicylique seul, il est observé une augmentation de la

teneur en chlorophylle "a" chez Aguadulce. Par contre, chez Histal cet indice a diminué sous

concentration de 1mM d’acide salicylique, mais aucune variation n’a été enregistrée à 0.5 mM.

Une chute de la teneur en chlorophylle "a" est enregistrée chez les plants des deux

génotypes dans les milieux arrosés seulement à la salinité (100 et 200 mM).

Figure n°17: Variation du teneur en chlorophylle "a"chez les deux génotypes de la fève (Histal,

Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.

En rajoutant l’acide salicylique à la salinité, les résultats enregistrés indiquent une

diminution significative de la teneur en chlorophylle "a" chez le génotype Aguadulce, mise à

part à la combinaison 1 mM de l’acide salicylique avec 100 mM de NaCl où la réduction est très

minimale. Quant au génotype Histal, de légères diminutions de cet indice ont été enregistrées

sous traitements combinés (1 mM d’A.S. et 100 mM de NaCl) et (0,5 mM d’acide salicylique et

200 mM de NaCl).
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3.2. Teneur en chlorophylle" b"

La chlorophylle "b" transmet l’énergie absorbée à la chlorophylle "a", elle est appelée

"pigment accessoire".

Chez les plantes témoins, la teneur en chlorophylle "b" atteint respectivement 7,8 mg/g

chez Aguadulce et 5,85 mg/g chez Histal.

Concernant les plants ayant subi un apport d’acide salicylique seul, les deux

concentrations utilisées ont provoqué une augmentation de la teneur en chlorophylle "b" chez les

plants de la variété Aguadulce. Cependant, chez Histal, la teneur en chlorophylle "b" augmente

lorsqu’on traite à 0,5 mM et diminue sous 1 mM.

Pour les plantes alimentés en solution saline sans acide salicylique, aucune variation n’a

été enregistrée sous traitement à 100 mM de NaCl, ni chez Aguadulce, ni chez Histal, alors que

la concentration saline est levée à 200 mM, une chute de la teneur en chlorophylle "b" est

observée chez les deux génotypes.

L’application de la salinité avec l’acide salicylique provoque une diminution de la teneur

en chlorophylle "b" chez les deux génotypes, exceptée la combinaison 1 mM d’acide avec 100

mM de sel qui n’a abouti à aucune variation.

Figure n°18 : Variation du teneur en chlorophylle b chez les deux génotypes de la fève (Histal,

Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.
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3.3. Caroténoïdes

Sous les conditions témoins la teneur en caroténoïdes est élevée 4 mg/g MF chez le

génotype Histal contre 3.5 mg/g MF chez le génotype Aguadulce.

L’apport de l’acide salicylique se traduit par une augmentation progressive de la teneur en

caroténoïdes chez Aguadulce et une diminution progressive chez Histal.

L’approvisionnement du milieu de culture en solution saline seule, les deux

concentrations de NaCl ont abouti à la même réduction de la teneur en caroténoïdes chez Histal.

Par contre, chez Aguadulce, la première concentration saline (100 mM de NaCl) a

provoqué un accroissement de la teneur en caroténoïdes, tandis que la deuxième (200 mM) a

entrainé une réduction.

Figure n°19 : Variation du teneur en caroténoïde chez les deux génotypes de la fève (Histal,

Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.

Là où la salinité est associée à l’acide salicylique, seulement sous l’effet de la

combinaison (1 mM d’acide salicylique + 100 mM de NaCl) une légère augmentation de la

teneur en caroténoïdes est constatée chez Aguadulce, les autres combinaisons ont tous entrainé

des réductions. Quant au génotype Histal, les plants arrosés à 0,5 mM d’A.S. ajouté à 100 mM de
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NaCl et ceux irrigués à 0,5 mM d’acide salicylique et 200 mM de sel ont connu un

enrichissement de la teneur en caroténoïdes ; les deux autres combinaisons ont abouti à des

chutes.

3.4. Sucres solubles

Sous les conditions témoins, la teneur en sucres solubles s’est avérée plus importante

chez le génotype Histal que chez le génotype Aguadulce, soient respectivement 5,6 mg/g MF et

2,5 mg/g MF.

L’application de l’acide salicylique seul s’est traduite par une augmentation de teneur en

sucres solubles chez Aguadulce, qui était plus significative sous traitement à 5 mM d’acide

salicylique que l’autre issue de la concentration de 1 mM. Chez Histal, les deux applications

d’acide salicylique (0,5 et 1 mM) ont donné une réduction de la teneur en sucres solubles.

Figure n°20 : Variation du teneur en sucres solubles chez les deux génotypes de la fève (Histal,

Aguadulce) stressés à la salinité en présence de l’acide salicylique.
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Aguadulce, les plants alimentés en (0,5 mM d’acide salicylique + 100 mM de NaCl) et ceux

ayant reçu (0,5mM d’acide salicylique + 200 mM de NaCl) ont, tous les deux, vu une réduction

de la teneur en sucres solubles, alors que chez les autres arrosés à (1 mM d’acide salicylique +

100 mM de NaCl) ou (1 mM d’acide salicylique + 200 de NaCl), la teneur en sucres solubles

s’est considérablement enrichie.
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Discussion

Les plantes possèdent, naturellement, la capacité de faire face aux contraintes biotiques et

abiotiques, y compris la salinité, qui leur causent des dégâts sur la croissance, le développement

et la productivité. En réponse à ces conditions défavorables, une cascade de réactions

biochimiques locale et systémique est déclenchée dès que la menace est signalée (Faessel et al,

2016). L’acide salicylique est une molécule de signal que la plante synthétise en cas de stress. Vu

ses différentes vertus, de nombreuses études ont opté à son application sous forme exogène pour

voir son interaction avec les différents stress que peut subir une plante.

Le présent travail conduit sur deux génotypes de fève (Vicia faba L.), Aguadulce et

Histal, cultivés sous stress salin en présence de l’acide salicylique, porte sur l’étude de différents

paramètres moléculaires, hydriques et de croissances dont les résultats se résument au suivant :

Les effets du stress salin ainsi enregistrés se manifestent nettement au niveau de la plante

entière à des degrés variables, mais qui sont perceptibles à toutes les échelles : moléculaire,

hydrique et de croissance. Ce qui confirme une multitude d’études faites antérieurement sur

deux variétés de maïs (Hajlaoui et al., 2015) et sur le piment (Bouassaba K. et ChouguI S.,

2018). Cet impact augmente proportionnellement avec l’accroissement de la concentration saline

(Wang et al. 2003). D’autre part, les impacts de la salinité enregistrés révèlent, d’une façon

générale, une bonne tolérance manifestée par l’espèce Vicia faba L. vis-à-vis des concentrations

salines appliquées, avec une hétérogénéité d’expression entre les deux génotypes étudiés et les

degrés d’intensité de stress. Cette tolérance semble être plus significative chez le génotype

Aguadulce que chez Histal.

Les résultats obtenus indiquent, en général, que la salinité exerce un effet dépressif

considérable sur l’ensemble des paramètres de croissance étudiés. Khadri et al. (2001) sont

arrivés aux mêmes observations durant leur travail sur la légumineuse Phaseolus Vulgris.

L’apport de l’acide salicylique induit une croissance du nombre d’étages foliaires chez

les deux génotypes, résultats similaire à ceux de Munns (2002) et Hamsas (2013). Par contre, la

présence de la salinité provoque une réduction du nombre d’étages foliaires, notamment chez le

génotype Aguadulce. Quant aux combinaisons « salinité-acide salicylique », il semble que ce

dernier exerce un effet dépressif sur le stress salin à toutes les concentrations et chez les deux

génotypes.
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Pour ce qui est de l’effet de l’acide salicylique sur la longueur de la tige, les résultats

concernant le génotype Aguadulce obtenus sont identiques à ceux de BOUAOUINA et al (2000)

ayant travaillé sur le blé dur (Triticum durum L.), une diminution est ainsi obtenue. En ce qui

concerne l’impact de la salinité, il est remarqué qu’elle provoque un abaissement de la longueur

de la partie aérienne, résultat analogue à celui de Saidi et al. (2014).

Il est à noter que l’effet combiné de l’acide avec la salinité induit également une réduction

de la longueur de la tige chez les deux génotypes, Aguadulce et Histal.

Mis à part la combinaison de 100 mM de NaCl avec 0.5 mM d’acide salicylique,

l’apport de ce dernier, l’interaction des deux éléments induit une diminution nettement

significative de la longueur racinaire, que ce soit chez le génotype Aguadulce ou Histal. Ce

résultat est analogue à ce que signale Smirnov (1981) dans une étude effectuée sur l’espèce

Pseudorlaya pumila, où il rapporte qu’en milieu peu salé, le système racinaire atteint 70 cm

contre 30 cm seulement en sol salin.

En distinguant le volume racinaire, il s’est avéré que’ à l’exception de la concentration de

1 mM qui semble n’avoir causé aucun effet sur le génotype Histal, le reste des traitements à

l’acide salicylique entraine une réduction du volume racinaire des deux génotypes. Le même

résultat a été obtenu par Huch et al. (1970) qui a travaillé sur le coton. A propos des plants

arrosés seulement en solutions salines, une diminution du volume des racines a été induite.

D’autre part, lorsque l’acide salicylique est additionné à la salinité, des résultats non significatifs

sont enregistrés laissant dire que l’acide salicylique, dans ce cas, ne semble pas avoir un effet

clair sur la salinité.

Concernant la biomasse aérienne, son poids frais a été augmenté par l’acide salicylique

et réduit par la salinité. D’ailleurs, cette réduction induite par le stress salin est, sous les

différentes combinaisons avec l’acide salicylique, significativement accentuée, mis à part là où

0.5 mM d’acide salicylique est rajoutée à 100 mM de NaCl. Khadi et al. (2001) ont aussi constaté

que la salinité réduit la croissance des plantes de Phaseolus Vulgris exprimée en poids frais de la

biomasse aérienne. La présence de la salinité affecte non seulement le poids frais de la

biomasse aérienne et souterraine, mais aussi le poids sec (Huch et al. 1970).

Concernant l’effet de l’apport exogène de l’acide salicylique sur les paramètres hydriques

exprimés en teneur relative en eau (TRE), les deux concentrations appliquées ont entrainé une

légère diminution progressive chez Aguadulce contre une minime augmentation enregistrée chez
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Histal. Dans les milieux strictement salins, il s’est induit une diminution très nette de la teneur

relative en eau chez les deux génotypes, qui devient plus intense lorsque la concentration saline

augmente. Nos résultats se rapprochent à ceux obtenus par Farissi et al. (2014) ayant travaillé sur

différentes légumineuses telles que Phaseolus vulgaris L., Vicia faba L. et Ceratonia siliqua L.

et ceux d’Ali D. (1992) dans une étude portant sur le blé dur.

Quelle que soit la concentration utilisée, le taux de déperdition en eau augmente sous

l’effet de l’acide salicylique appliqué seul et aussi sous l’effet de la salinité. Lorsque ces deux

derniers sont combinés, et suite à tous les traitements, il s’est observé que la présence de l’acide

salicylique aggrave la déperdition en eau causée par la salinité, sauf si l’on associe 0,5 ou 1 mM

d’A.S. avec 200 mM de NaCl où une diminution est constatée uniquement chez le génotype

Aguadulce. Des résultats identiques sur le blé sont obtenus par Zahariva et al. (2001).

L’apport de l’acide salicylique a un effet positif sur l’accumulation des chlorophylles

« a » et « b » chez les deux génotypes, Aguadulce et Histal, cependant, la salinité les a

significativement affectées. L’impact du stress salin sur l’accumulation des pigments

chlorophylliens « a » est aggravé en présence de l’acide salicylique, mais dans le cas de

chlorophylle « b », il a été atténué. Des travaux, qui ont été menés par UNLU et al (2009) sur le

haricot, par Okcu et al (2005) sur les pois et par Kaya et Day (2008) sur le tournesol, ont abouti à

des résultats en accord avec les nôtres.

El housseine et al. (1998) ont observé une diminution des pigments chlorophylliens suite

à un stress salin chez trois variétés de blé. Par ailleurs, Shaheena et al. (2005) ont rapporté une

diminution des chlorophylles « a » et « b » chez la moutarde stressée à la salinité. Ces

constatations convergeant avec celles cités ci-avant renforcent les résultats que nous avons

obtenus.

D’une part, un abaissement de la teneur en sucres solubles chez le génotype Histal a été

induit par l’apport exogène d’acide salicylique, résultats analogues à ceux d’ottow et al (2005)

constatées chez les feuilles d’olivier, tandis que chez le génotype Aguadulce, cette teneur en

sucres solubles s’est enrichie. D’autre part, la salinité provoque une chute de la teneur en sucres

solubles lorsqu’elle est appliquée seule alors qu’on assiste à un redressement de cette teneur

lorsqu’il lui est rajouté l’acide salicylique. Zhu (2001) ont enregistré, dans des résultats

concordants, que les plantules de Pistacia Atlantich répondent à des concentrations élevées de

sels en augmentant l'accumulation des sucres solubles dans les feuilles.
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Il est important de signaler que cette étude a montré certaines différences entre le

génotype Aguadulce et le génotype Histal en ce qui concerne leur comportement vis-à-vis de la

salinité et aussi l’acide salicylique. Ceci pourrait rejoindre les résultats selon lesquels plusieurs

auteurs ont souligné que la réponse aux différents stress diffère entre les espèces végétales et

également entre les génotypes (Cramer, 2000 ; Pedersen et al, 2000).

En effet, le génotype Aguadulce s’avère plus résistant à la contrainte saline par rapport

au génotype Histal.
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Conclusion

Le recours à l'exploitation des légumineuses est devenu de haute nécessité afin de

bénéficier de leur capacité de fixation l'azote atmosphérique et de limiter, ainsi, les apports

d'engrais azotés (Alkama et al, 2002; Jeder et al, 2003) dont l'utilisation abusive aboutit souvent à

mettre à la hausse les coûts de production et les risques d'affecter le milieu. Cependant, ces

avantages attendus sont exposés à être influencés par toute contrainte biotique ou abiotique

pouvant affecter l'état physiologique de la plante tel que les maladies, la déficience nutritionnelle,

la toxicité, la salinité, etc. (Brockwel et al, 1995).

Sachant aussi que l'acide salicylique est une molécule de signalisation de nature

phénolique bio synthétisée par les plantes en cas de stress pour induire une défense naturelle,

nous avons mené le présent travail qui se résume en l’application d’un apport exogène d’acide

salicylique à deux génotypes de fève (Vicia faba L.) exposées au stress salin pour vérifier une

éventuelle interaction entre cette substance stimulatrice de défense et la salinité.

Nous avons opté à un apport exogène de deux concentrations d’acide salicylique (0,5 mM

et 1 mM) pour les combiner avec 100 mM et 200 mM de NaCl. Les concentrations de NaCl ont

été choisies pour être considérées faisant partie des limites de tolérance par différentes espèces de

glycophytes, tandis que celles d'acide salicylique, appliquées, on s'en est inspiré de différents

travaux similaires effectués.

Afin d'ajouter un plus aux multiples travaux de recherches antérieurs menés sur des

thèmes proches ou similaires, nous avons choisi d'évaluer le comportement de deux variétés de

la fève (Vicia faba L.), à savoir Aguadulce et Histal, en réponse aux combinaisons des

concentrations salines et d'acide salicylique tout en vérifiant l'effet de ces deux facteurs lorsqu'ils

ont appliqués chacun tout seul. Les paramètres ciblés sont d’ordre physiologique (indices

hydriques et de croissance) et moléculaires.

Les résultats ainsi obtenus permettent de signaler les points suivants:

 En général, les résultats correspondant au traitement aux solutions salines pures indiquent

que la salinité mène à l'abaissement de la plupart des paramètres étudiés en comparaison au

témoin.
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 Les échantillons n'ayant subi que l'acide salicylique ont abouti à des résultats indiquant

que cette molécule induit une amélioration des paramètres de croissance notamment ceux lies

aux racines, ainsi que les paramètres hydriques et moléculaires.

 En ce qui concerne les plants de fève (Vicia faba L.) exposés à la salinité en présence de

l'acide salicylique et à travers les différents paramètres étudiés, les résultats obtenus montrent que

l’acide salicylique atténue l’effet régressif de la salinité sur les paramètres de croissance et sur

l’accumulation des pigments et des sucres solubles.

 Il s’est avéré à travers cette étude que les résultats obtenus sont beaucoup plus

significatifs chez le génotype Aguadulce que chez Histal.

Les résultats auxquels a conduit le présent travail ont besoin d’être vérifiés dans de

prochaines études. De tels travaux auront à mettre en évidence l'effet de l'apport exogène de

l'acide salicylique lorsqu’on l'ajoute sous d'autres concentrations à la salinité qui, elle aussi,

mérite de lui diversifier les concentrations. Il serait intéressant d'étudier les paramètres en

relation directe avec le métabolisme azoté, à savoir le dosage de l'azote total, de la teneur en

protéines et de la Nitrate réductase, etc…
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