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RESUME

Le recours a I’exploitation des Fabaceae, connues par la capacité de fixer 1’azote
atmosphérique, s’avere de jour en jour de grande importance pour limiter 1’utilisation
abusive d’intrants chimiques et modérer ainsi leur impact sur I’environnement. Cependant,
les conditions de culture ne sont pas souvent favorables et les avantages attendus sont
exposes a I’influence des contraintes environnementales, entre autres la salinité, pouvant
affecter la physiologie de la plante ou des bactéries symbiotiques. A cet effet, les efforts
des chercheurs ne cessent de se multiplier afin d’ajouter beaucoup plus d’éclaircissement

sur le sujet et aboutir a des solutions.

Dans ce contexte est mené le présent travail qui sert a vérifier I'effet inhibiteur
probable de la contrainte saline sur la nodulation et, par conséquent, sur la fixation d'azote
atmospherique chez les legumineuses. Des plants de feve (Vicia faba L.) sont cultivées
dans des milieux salins de concentrations progressives : 50, 100, 150 et 200 mM de NaCl,

apres avoir, préalablement, inoculé 50 % de ces plants avec des souches de Rhizobium.

Les résultats obtenus par différents auteurs indiquent qu’en général le sel exerce
des effets négatifs sur la plante et sur les nodules et, par conséquent, sur 1’efficacité

nodulaire.

Mots clés: Fabaceae, nodulation, fixation atmosphérique d’azote, stress abiotiques, salinité



ABSTRACT

The recourse to the exploitation of Fabaceae, known for the capacity to fix
atmospheric nitrogen, is proving every day of great importance to limit the excessive use
of chemical inputs and thus moderate their impact on the environment. However, growing
conditions are not often favorable and the expected benefits are exposed to the influence of
environmental constraints, including salinity, which can affect the physiology of the plant
or the symbiotic bacteria. So, the efforts of researchers are constantly increasing in order to
add much more clarification on the subject and to find solutions.

In this context, the present work is carried out which serves to verify the probable
inhibitory effect of the salt stress on nodulation and, consequently, on atmospheric nitrogen
fixation in legumes. Bean plants (Vicia faba L.) are cultivated in saline media of
progressive concentrations: 50, 100, 150 and 200 mM of NaCl, after having previously

inoculated 50% of these plants with strains of Rhizobium.

The results obtained by different authors indicate that in general salt has negative
effects on the plant and on the nodules and, consequently, on the nodular efficiency.

Key words: Fabaceae, nodulation, atmospheric nitrogen fixation, abiotic stress, salinity
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INTRODUCTION

La salinisation est le processus majeur de la dégradation des sols qui constitue
une contrainte pesante sur la productivité agricole a 1’échelle mondiale et dans les zones
arides et semi-arides en particulier (CHERIFI et al., 2017). Sur 1.5 milliard d’hectares
de terres cultivées, il y’a environ 77 millions d’hectares, soit 5%, qui sont affectés par le
probléme de salinisation (SHENG et al., 2004). L’Algérie, de sa part, n’échappe pas a
ce phénomeéne et la sécheresse prolongée a conduit a une salinisation de 3.2 millions
d’hectares de terres agricoles (BOUDA et HADDIOUI, 2011). Ces chiffres ne cessent
d’augmenter d’une année a ’autre a cause de I’irrigation irrationnelle ou pratiquée,
parfois, a I’eau de mauvaise qualité (DOUAOUI et HARTANI, 2003) et a I’agriculture
intensive basée principalement sur une fertilisation chimique abusive (GIRAUD et al.,
2000). Cette derniére aboutit souvent a mettre a la hausse les codts de production pour

le producteur et les risques de pollution pesant sur le milieu et la biodiversite.

Il est devenu, donc, nécessaire d’adopter une stratégie agricole capable d’assurer la
sécurité alimentaire et promouvoir 1’économie des pays, qui devra étre basée
essentiellement sur le développement des productions agricoles sans risques de nuire
aux propriétés des sols et a ’environnement. Cela se réalisera par I'introduction d’especes
végétales tolérantes aux contraintes abiotiques et de haute valeur nutritionnelle et socio-

économique.

Le recours a l'exploitation des Fabaceae, pour des raisons agronomiques,
économiques et écologiques est devenu de haute nécessité afin de bénéficier de leur
capacité de fixer lI'azote atmosphérique et de limiter, ainsi, les apports d'engrais azotés
(PELMONT, 1995). Les especes appartenant a cette famille botanique sont considérées
depuis longtemps comme pionniéres des sols pauvres en minéraux notamment en azote,
grace a leur symbiose avec des bactéries du sol fixatrices d’azote appelées rhizobiums
ou bactéries nodulant les Légumineuses « BNL » (PATRIARCA et al., 2004). Cette
symbiose se traduit par la formation d’un organe ou nodule a I’intérieur duquel des

rhizobiums réduisent 1’azote atmosphérique en ammoniac assimilable par plante.

-



L’azote est le premier ¢lément minéral limitant la croissance des plantes car les
seules formes assimilables sont présentes en faible quantité dans les sols, mais il est le
quatrieme constituant utilisé par la plante dans 1’élaboration des molécules organiques
comme les protéines, les nucléotides, les acides nucléiques et la chlorophylle
(SAADALLAH et al., 2001). Les plantes absorbent 1’azote sous forme de nitrates (NO3
) ou d’ammonium (NH4") et I’importance relative de chacune de ces formes dépend de
I’espéce végétale et des conditions du milieu (PELMONT, 1995).

Cependant, les avantages attendus de 1’exploitation des Fabaceae sont exposés a
étre influencés par les contraintes biotiques ou abiotiques pouvant affecter I'état
physiologique de la plante ou nuire aux souches de rhizobiums, se répercutant ainsi sur
I'activité fixatrice de I'azote attendue de l'association symbiotique (ZAHRAN, 1999 et
PATRIARCA et al., 2004).

Le choix du théme du présent travail a pour but de Vérifier I'effet inhibiteur
probable de la contrainte saline sur la nodulation et, par conséquent, sur la fixation
d'azote atmosphérique chez les Légumineuses. La rédaction du mémoire est répartie en
trois grandes parties : un premier chapitre ou sont résumées les informations
bibliographiques recueillies ; un second qui présente la méthodologie expérimentale
adoptée et un troisieme ou sont exposés et interprétés, pour des raisons de force majeure
relatives a la pandémie du Covid19, des résultats d’autres auteurs ayant travaillé, avant,

sur des sujets similaires.

-
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Partie (1) SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. LES FABACEAE
1.1. Généralités sur les Fabaceae
La famille des Fabaceae, plus traditionnellement appelée légumineuses ou

papilionacées, représente une tres vaste famille comprenant des arbres, les plantes
herbacées annuelles ou vivaces, des lianes et méme des plantes aquatiques (DUC et al.,
2010). C’est la troisieme plus grande famille de plantes a fleurs (apres les orchidées et
les astéracées), avec environ 650 genres et pres de 20 000 especes (Gepts et al., 2005) ;
beaucoup de plantes ornementales s’inscrivent également dans cette famille (Judd et al.,
2001). Elles revétent une grande importance dans la vie humaine, car elles sont une
source alimentaire de premier ordre, cultivées depuis la préhistoire. Tres cosmopolites,
les Fabacées sont distribuées partout dans le monde sauf dans les climats arctiques.
Cette large extension et leur évolution leur ont permis de se diversifier grandement
(Chaudhary et al., 2004 ; DUC et al., 2010).

1.2. Classification des Fabaceae

Les Fabaceae, selon Doyle et Luckow (2003), regroupent 19500
especes reparties en 765 genres, elles sont actuellement tres scientifiquement classées
en 6 nouvelles sous-familles : Cercidoideae, Detarioideae, Duparquetioideae,
Dialioideae, Caesalpinioideae, Faboideae. Mais du point de vue « visuel », qui est celui
du jardinier et du naturaliste observateur, 1’ancienne classification en trois grandes

sous-familles est toujours utilisée :

- sous famille des Mimosaceae ;
- sous-familles des Caesalpinioideae ;
- sous-famille des Papilionaceae.

Les Mimosoideae

Judd et al. (2001) rapportent que les Mimosaceae ont des fleurs régulieres a 5
pétales égaux, plus ou moins soudés et généralement petits. Les feuilles sont souvent
bipennées. Cette sous-famille ou famille comprend surtout des arbres ou des arbustes, le
plus souvent tropicaux. Les Mimosacées regroupent environ 56 genres et entre 500 et
3000 especes. Rien que le genre Mimosa atteint les 500 espeéces. Ils sont divisés en 5
tribus :

- Acacieae (ex Acacia) ;

]
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- Ingeae (ex Albizia) ;
- Mimoseae (ex Mimosa) ;
- Mimozygantheae (ex Mimozyganthus) ;

- Parkieae (ex Parkia)

Les Caesalpinoideae

Cette sous famille regroupe 2500 a 3000 especes, répartiesen 180 genres
environ. Ce sont surtout des arbres ou des arbustes tropicaux ou subtropicaux,
sauf Cercis, Gleditsia et Gymnocladus qui sont cultivés en climat tempéré (Judd et al.,
2001). lls ont une corolle irréguliere: parfois presque réguliere comme chez
les Cassia ou au contraire clairement zygomorphe, presque une papilionacée, comme
chez I’arbre de Judée (Cercis siliquastrum). Il y a 10 étamines parfois trés longues et
proéminentes ou moins, car certaines sont réduites). Les Caesalpinoideae comprennent
4 tribus, a savoir :
- Caesalpinieae : ex Caesalpinia, aux sépales libres et pétales bien différenciés ;
- Cassieae : ex Cassia, Senna, aux pétales bien différenciés et fleurs presque

réguliéres ;

- Cercideae : ex Cercis (I’arbre de Judée) ;
- Detarieae : ex Amherstia, une essence d’arbre rare et tropical, mais cultivée pour ses

extraordinaires inflorescences.

Les Papilionoideae
Les Papilionoideae représentent la majorité des Fabaceae que 1’on connait, et
c’est pourquoi 1’appellation de cette sous-famille est parfois utilisée pour les Fabaceae
en général (Sprent, 1995). Elles représentent plus de 10 000 especes réparties en 400 ou
500 genres. Bon nombre de ces Papilionacées sont cultivées, hybridées, sélectionnées
depuis si longtemps qu’elles existent sous forme d‘une multitude de cultivars et
variétés, sans que 1’on connaisse vraiment leur parente sauvage (Judd et al., 2001).
Parmi les genres connus, il y a :
- Phaseolus, les haricots verts et blancs ;
- Vicia, la féeve et la féeverole ;
- Dolichos ou Lablab, les doliques, ornementaux ou parfois consommeés ;
- Trifolium, les tréfles, utile en fourrage et engrais vert ;

- Pisum, comme Pisum sativum , le petit pois ;
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- Wisteria, les glycines;

- Laburnum et Robinia, des arbres sauvages et/ou ornementaux ;
- Arachis qui donne la cacahuete ;

- Ulex, les ajoncs ;

- Lupinus, les lupins ;

- Lathyrus, les gesses et le pois de senteur ;

- Cytisus, les genets.

1.3. Intéréts agronomiques et écologiques

L’intérét agronomique des Fabaceae provient en premier lieu de leur aptitude a
la fixation symbiotique de l'azote, qui leur permet de produire en abondance des
protéines végétales méme en I’absence de fertilisation azotée, d'ou leur intérét
également dans le cadre d'une agriculture "durable™ (réduction des intrants, préservation
et enrichissement des sols en azote) (CHAUX et al.,1994). Elles exercent une influence
tres favorable sur la fertilité des sols grace a la symbiose fixatrice d’azote avec les
souches de Rhizobium. Elles jouent par conséquent un rdle primordial dans la rotation
des cultures (BREWIN, 2004).

Dans les pays développés, 1’utilisation excessive des engrais azotés conduit a la
pollution des sols, des nappes phréatiques et des cours d’eau. Aujourd’hui, la pollution
par les nitrates est un probléme réellement inquiétant, et la réintroduction des
légumineuses dans 1’agriculture s’avére étre bon moyen pour limiter la pollution. En
effet, la décomposition de la plante ou de ses résidus se fait progressivement, et est
mieux adaptée a I’utilisation de 1’azote par d’autres plantes. Les pertes azotées par
lessivage sont donc limitées, et I’apport d’engrais chimique diminue (CHAUX et
al.,1994).

1.4. Intéréts alimentaires

De nombreuses espéeces cultivées appartiennent a la famille des Fabaceae. Elles
constituent une source tres importante de protéines et de lipides dans I'alimentation
humaine et animale (LADHA et al., 1990). Leur apport en protéines est important et
peu colteux (18% a 30% de la graine seche) (JARVIS et al., 1992).

1.5. Apercu sur I’espéce cultivée, la feve (Vicia faba L.)

&



Partie (1) SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

La féve est une plante herbacée robuste de la famille des papilionacés, pouvant
dépasser un métre, a feuilles pennées par une pointe, de folioles larges de couleur
glauque. L’inflorescence est en raceme de deux a cing fleurs parfois solitaire, a corolle
blanche ou rosée, avec des taches noires sur les ailes (DUC et al., 2010). Le fruit est une
gousse contenant des graines de formes ovale et aplatie avec une peau épaisse, les feves,
a chromosomes grands et moins nombreux que chez la plupart des espéces dans le genre
2n=2x=12. Cette espéce differe des autres espéces de Vicia par 1’absence de vrilles et
par son aspect du hile qui est a I’angle droit de la longueur de la graine (BELKHODIJA,
1996). Cette plante est exigeante, la température optimale pour sa croissance est autour
de 20C°.

1.5.1. Taxonomie de la feve (Vicia faba L.)

D’aprés DAJOZ (20006), la féve a été classée comme suit :

Regne : Végetal
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement:  Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Dialypétales
Série : Caliciflores
Ordre : Rosales
Famille : Fabacées(Légumineuses)
Sous-famille : Papilionacées
Genre : Vicia

Espeéce : Vicia faba L.

1.5.2. Description

La feve a un systéme racinaire formé d’une racine principale pivotante et des
racines secondaires. Ce systeme radiculaire qui peut s’enfoncer jusqu’a 80 cm de
profondeur, porte d’une maniére plus abondante dans les 30 premiers centimétres des

nodosités contenant des bactéries fixatrices d’azote (Rhizobium leguminsarum) (DUC et
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al., 2010). La tige est simple, dressée, creuse, de section quadrangulaire et de hauteur
généralement comprise entre 0,80 & 1,20 m. Elle est pourvue d’un ou plusieurs rameaux
a la base et présentant un type de croissance indéterminé (BELKHODJA, 1996). Selon
DUC et al. (2010), les fleurs sont de type papilionacé, de 2 a 3 cm de long, de couleur
blanche, marron ou violette et portent sur chaque aile une macule noir ou marron. Les
fruits sont des gousses qui peuvent atteindre selon la variété les 20 cm de long et
contenir un nombre variable de graines (4 a 9). A 1’état jeune, les gousses verte puis
noircissent & maturité (DUC et al., 2010 ; BRINK et MELESE-BELAY, 2006). Les
graines sont de couleur vert tendre a 1’état immature. A maturité compléte développent
un tégument épais et coriace de couleur brun rouge a blanc verdatre et prennent une

forme aplatie a contour presque circulaire ou réniforme (CHAUX et FOURY, 1994).
1.5.3. Origine

La feveVicia faba est une plante potagere cultivée depuis la plus haute
antiquité par les Egyptiens, les Grecs et les Romains. Originaire de Perse, elle tenait
dans certaines contrées le réle du haricot, avant que ce dernier ne soit importé
d’Amérique du Sud. Son introduction fut assez récente en Chine, ou elle a pris une
extension considérable (CUBERO, 1974).

1.5.4. Répartition géographique

A partir de son centre d’origine, la féve s’est propagée vers 1’Europe, le long
du Nil jusqu’en Ethiopie et de la Mésopotamie vers I’Inde. L’Afghanistan et I’Ethiopie

deviennent par la suite les centres secondaires de dispersion PERON (2006).

1.5.5. Productions dans le monde et en Algérie

La feve (Vicia faba L.) est aujourd’hui parmi les plantes légumicres les plus
cultivées dans le monde, la récolte mondiale s’éléve, en 2002, a 75 millions de tonnes
dont 1.02 millions de féves vertes et 3.73 millions de féve séches (FAOSTAT, 2016).
Sa culture dans les pays du bassin méditerranéen est environs de 25% de la surface
totale cultivée et de la production mondiale de la feve, avec un rendement trés proche de

la moyenne mondiale, 38qx/ha (Saxena, 1991).

En Algérie, bien que le rendement a clairement diminue ces deux derniéres

décennies 4.71 gx/ha (ITGC, 2016), La féve occupe toujours la premiére place parmi les
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légumes secs (BENACHOUR et al, 2007). On la cultive sur la plaines cotiéres et les
zones sublittorales (ZAGHOUANE, 1991) avec une surface cultivée d’environ 9 ha,
soit 46%de la superficie consacrée aux légumineuses, et productions qui dépasse les
200000gx/ha (ITGC, 2016).

I1.LA SYMBIOSE
2.1. Les Rhizobia

Les rhizobia sont des bactéries du sol, appartenant a la famille des Rhizobia, ils
sont des Gram négatif, strictement aérobies, possédant une forme de batonnets de 0,6 a
0,9 um de largeur et de 1,2 a 3 um de longueur et non sporulants (JORDAN, 1984). Ce
sont des bactéries mobiles grace a un flagelle polaire ou subpolaire ou 2 a 6 flagelles
péritriches (VINUESA et al., 2005). Leur croissance est optimale a une température de
28 °C et un pH entre 6 et 7. Ces bactéries infectent les racines des légumineuses et
donnent naissance a des excroissances de type tumoral appelées nodosités. Le centre de
chaque nodosité mature contient des milliards de bactéries qui fixent l'azote (VAN et
al., 1998).

Quelques auteurs considérent les rhizobia comme des bactéries qui sont capables
de noduler. D'autres distinguent entre les vrais rhizobia appartenant a la classe des
Alphaproteobacteriaet qui inclut actuellement 5 genres: Rhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium, Bradyrhizobium et Azorhizobium, et les bactéries non-rhizobia mais
qui sont capables aussi de noduler et elles sont constituées des souches de quelques
espéces appartenant aux classes Beta et Gammaproteobacteria et qui incluent les genres
Methylobacterium,  Blastobacter, Devosia, Phyllobacterium,  Ochrobactrum,
Cupriavidus et Burkholderia (HOPKINS, 2003).

2.1.1. Classification

Les différentes especes reconnues des rhizobiums sont réparties sur les genres

décrits ci-dessous.

Allorhizobium : La souche type de ce groupe est Allorhizobium undicola a été
isolée a partir d’une légumineuse tropicale endémique du Sénégal, Neptunia natans.
La souche montre un linéage distinct dans le cluster formé par Rhizobium et

Agrobacterium dans 1’arbre phylogénétique avec un fort rapprochement

d’Agrobacterium vitis (YOUNG et al., 2001 ; KUYKENDALL et DAZZO, 2003).
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Azorhizobium : Azorhizobium caulinodans est la seule espéce reconnue de ce genre.
Elle se distingue par une croissance rapide et la présence d’un seul flagelle latéral.
De plus, elle nodule non seulement les parties racinaires mais aussi les parties
aériennes de Sesbania rostata (DREYFUS et al., 1988). Une seconde espece,
Azorhizobium johannae a été proposée (RINAUDO et al., 1991). Cette souche est
caractérisée par un faible taux d’hybridation ADN / ADN par rapport a la souche
type du genre. L’analyse des séquences de I’ADNr 16S a montré que la souche type
se trouve mélangée avec des souches du genre Xanthobacter et Aquabacter. Le
regroupement de ces deux derniers genres avec Azorhizobium a été examiné sans
étre cependant proposé en raison de la grande dissimilitude des caracteres
phénotypiques (TRINICK, 1980 ; YOUNG et al., 2004a).

Bradyrhizobium : L’identification de souches a croissance lente revient a FRANK
B. (1972) mais leur classification en un seul genre Bradyrhizobium a été établie par
JORDAN D.C. (1984). Plusieurs espéces sont a nos jours reconnues,
Bradyrhizobium japonicum (JORDAN, 1982), Bradyrhizobium elkanii (Kuykendall
et al., 1992) et Bradyrhizobium liaoningense (XU et al., 1995). Ces trois especes
nodulent le soja. Elles ont été ainsi classées sur la base des hybridations ADN / ADN
et sur d’autres critéres génétiques et phénotypiques. La derniére espece a été décrite

pour les souches a croissance tres lente.

Par ailleurs d’autres souches nodulant des 1égumineuses autres que le soja, telles
que Lupinus (BARRERA et al., 1997), Arachis hypogea (URTZ et ELKAN, 1996),
Astragalus, Oxytropis et Onobrychis (AMARGER et al., 1997), Amphicarpaea
(STERNER et PARKER, 1999) et autres sont encore non classées. Aussi sont-elles

désignées par Bradyrhizobium sp., suivi du genre de la plante héte entre parenthéses.

Plusieurs auteurs ont rapporté [’existence de souches photosynthétiques
appartenant au genre Bradyrhizobium. Ces souches ont été isolées a partir des tiges de
I’espéce Aeschynomene indica. Des lors, plusieurs souches ont été isolées a partir
d’autres especes d’Aeschynomene (WONG et al., 1990 ; LORQUIN, 1997b ; GIRAUD
et al., 2000). Toutes ces souches forment un groupe monophylétique au sein des
bradyrhizobia (YOUNG et al., 1991 ; MOLOUBA et al., 1999).

Les bradyrhizobia sont groupés dans une branche bien individualisée dans

I’arbre phylogénétique des bactéries symbiotiques (SAWADA et al., 2003). Toutefois,
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d’autres genres de bactéries non symbiotiques présentent des séquences de I’ADNr 16S
qui les positionnent dans la méme branche, c’est le cas de Nitrobacter,
Rhodopseudomonas, Brucella, Afipia et Blastobacter (MARTINEZ-ROMERO et
CABARELLO-MELLADO, 1996). Certains de ces genres présentent des
caractéristiques bien particuliéres telles que le pouvoir pathogéne (cas d’Afipia)
(WONG et al., 1994). La caractérisation de différentes souches de Bradyrhizobium par
la comparaison de plusieurs techniques moléculaires a révélé I’existence de 11
génotypes différents dont trois correspondent aux souches reconnues, alors que les 8
génotypes restants sont trés distincts (WILLEMS et al., 2001a, b, c). Une nouvelle
espece Bradyrhizobium yuanmingene a été récemment isolée du genre Lespedeza (YAO
et al.,, 2002 ; EUZEBY et FINDALL, 2004). Dans la méme année, une souche de
Bradyrhizobium nodulant une plante sauvage du genre Phaseolus a été signalée par
PARKER (2002). Les autres espéces reconnues de ce groupe sont Bradyrhizobium
betae (RIVAS et al., 2004) et Bradyrhizobium canariense (VINUESA et al., 2005).

- Mesorhizobium : Ce groupe se distingue des autres rhizobiums par une flagellation
polaire ou sub-polaire, par des souches a croissance intermédiaire entre celles a
croissance rapide et celles a croissance lente, et par la séquence de I’ADNr 16S.
Plusieurs espéces ont été proposées, a savoir :

v Mesorhizobium loti a été isolée par JARVIS et al. (1982) d’une large gamme
d’hétes, Lotus, Lupinus, Anthyllis, Astragalus, Caragena, Ononis, Genista,
Cicer, Leucaena et Ornithopus (SAHGAL et JOHRI, 2003).

v Mesorhizobium huakuii a été isolée par CHEN et al. (1991) a partir d’Astragalus
mais elle peut aussi noduler d’autres 1égumes.

v" Mesorhizobium ciceri nodule strictement le pois chiche (NOUR et al., 1994a).

v Mesorhizobium mediterraneum (NOUR et al., 1995) nodule également le pois
chiche, mais présente des caractéristiques différentes par rapport a
Mesorhizobium ciceri.

v" Mesorhizobium amorphae (WANG et al., 1999a) a été isolée d’Amorpha
fruticosa.

v Mesorhizobium chacoense a été isolée de Prosopis alba (VELASQUEZ et al.,
2001).

v" Mesorhizobium septentrionale a été isolée d’Astragalus adsurgens (GAO et al.,
2004).




Partie (1) SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

v" Mesorhizobium temperatum a été isolée également d’Astragalus adsurgens
(GAO et al., 2004)..

Les espéces du genre Mesorhizobium forment avec d’autres espéces des genres
Aminobacter et Pseudoaminobacter un seul groupe monophylétique (SAWADA et al.,
2003 ; CHEN et al., 2004).

- Rhizobium : qui regroupent les espéces suivantes :

v Rhizobium leguminosarum a été la premiére espece reconnue du groupe
(FRANK, 1889) avec trois biovars (JORDAN, 1984) : Rhizobium
leguminosarum Biovar viciae qui nodule les genres Pisum, Viciae, Lathyrus et
Lens ; Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli qui nodule le genre Phaseolus et
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii qui nodule le genre Trifolium. Chez cette
espece, il est important de signaler que les genes de fixation, de nodulation ainsi
que ceux de la spécificité de 1’hdte sont localisés au niveau du plasmide, par
conséquent la désignation biovar refléte des caractéristiques plasmidiques et non

chromosomiques.

v Rhizobium tropici a été décrite par MARTINEZ-ROMERO et al. (1991) sous
deux types : type | et type Il. Les souches du type Il forme des nodosités sur les
racines de Phaseolus vulgaris, Leucaena esculenta et Leuceana leucocephala.
Les souches du type | ont été reclassées par SEGOVIA et al. (1993) sous le nom
de Rhizobium etli. Les souches de ce nouveau genre ont été reconnues pour
noduler exclusivement I’espéce Phaseolus vulgaris. Cependant un nouveau
biovar a été isolé a partir de Mimosa sp. et a été nommé par conséquent
Rhizobium etli biovar mimosae (WANG et al., 1999b).

v Rhizobium galegae biovar orientalis et biovar officinalis ont été isolées
respectivement de Galega orientalis et Galega officinalis (DE LAJUDIE et al.,
1989). Cette espéce présente un ADNr 16S qui est trés différent de ceux des
autres rhizobia mais rapproché de celui d’Agrobacterium vitis (GAO et al.,
2001).

v Rhizobium gallicum biovar phaseoli et biovar gallicum et Rhizobium giardinii

biovar phaseoli et biovar giardinii ont été proposées par AMARGER et al.
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(1997) sur la base de la séquence du gene de la SSU et des caractéristiques
phénotypiques pour quelques souches isolées a partir de Phaseolus vulgaris et
qui présentent deux groupes distincts par rapport & Rhizobium leguminosarum
bv. Phaseoli (LAGUERRE et al., 1993).

Rhizobium huautlense qui a été isolée de Sesbania rostata (WANG et
MARTINEZ-ROMERO, 2000).

Les quatre derniéres especes pourraient étre classées dans un groupe distinct,

mais sont toujours groupées avec le genre Rhizobium en raison de leur croissance

rapide. Toutefois, leur emplacement phylogénétique reste vague (KUYKENDALL et

al., 2004b). Plusieurs nouvelles espéces appartenant a ce genre ont été identifiées, R.
mongolense (VAN BERKUM et al., 1998), R. yanglingense (TAN et al., 2001), R.
Larrymoorei (BOUZAR et JONES, 2001 ; YOUNG, 2004), R. indigoferae (WEI et al.,
2002), R. sullae (SQUARTINI et al., 2002) et R. loessense (WEI et al., 2003).

- Sinorhizobium : qui comprend les espéces suivantes :

v

Sinorhizobium meliloti isolée de Melilotus et identifiée initialement par
DANGEARD (1926) a été la premiére espéce reconnue de ce groupe sous le nom
de R. meliloti (SKERMAN et al., 1980 ; JORDAN, 1984). Des données
moléculaires ont indiqué que S. fredii et S. meliloti sont trés similaires (JARVIS et
al., 1992).

Sinorhizobium meliloti, proposée initialement par DANGEARD (1926) et isolée a
partir des espéces Melilotus, Medicago et Trigonella.

Sinorhizobium Saheli et Sinorhizobium teranga, isolées respectivement a partir

d’Acacia et de Sesbania.

Sinorhizobium fredii, isolée initialement de Glycine max, Vigna unguiculata et
Cajanus cajan, mais aussi d’autres légumineuses. SCHOLLA et ELKAN (1984)
ont pu distinguer a partir de tests de sérologie et d’hybridation ADN / ADN, deux
chémovars : fredii et siensis. CHEN et al. (1995) ont méme proposé I’existence de

deux especes différentes : Sinorhizobium fredii et Sinorhizobium xinjiangensis.

2.1.2. Propriétés morphologiques
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Les criteres morphologiques regroupent les caractéristiques de la cellule
bactérienne (forme, nombre et type de flagelles, coloration Gram, présence
d'endospores) et les caractéristiques de la colonie (couleur, dimension, forme). Parmi les
criteres phénotypiques les plus importants dans la caractérisation des rhizobia, figurent
la croissance dans le milieu YEM (VINCENT, 1970), ce critére est sur lequel a été
basée la premiere classification des bactéries symbiotiques fixatrices de I'azote en deux
genres qui sont Rhizobia et Bradyrhizobium (JORDAN, 1984).

2.1.3. Propriétés physiologiques

Les criteres physiologiques regroupent le taux de croissance de la bactérie sur le
milieu YEM (Yeast Extract Mannitol), la capacité d'utiliser différents carbohydrates et
différentes sources d'acides aminés, la tolérance a différentes concentrations en sels et
aux variations du pH, la croissance a différentes températures, la résistance aux
antibiotiques, aux métaux lourds, etc. (VINCENT, 1970).

2.1.4. Propriétés biochimiques

Les Rhizobia sont des bactéries chimioorganotrophes, elles utilisent des
carbohydrates relativement simples comme le glucose, le mannitol, le saccharose et des
composés aminés. Certaines espéces exigent des vitamines pour leurs croissances
(SOMASEGARAN et HOBEN, 1994). Les rhizobia n’assimilent pas 1’azote en dehors
de la plante et ont besoin d’une source d’azote ammoniacale ou aminé pour se

développer a 1’état libre (PELMONT, 1995).

2.2. La nodulation

La nodulation est considérée comme la premiere caractéristique de l'association
symbiotique qui est strictement contr6lée par des mécanismes d'autorégulation interne
de la plante héte (FIGUEIREDO et al., 2008). En présence des rhizobia, la plante émet
des signaux par la production de flavonoides qui stimulent la sécrétion des facteurs Nod
par les rhizobia (D’HAEZE et HOLSTERS, 2002). Chez les légumineuses deux types
de nodules peuvent étre distingués suivant la persistance ou non du méristéme. Les
nodules a croissance indeterminée ont généralement un mode de croissance continue et
les étapes de développement du nodule sont séparées dans 1’espace et non dans le temps

(NAP et BISSELING 1990). Ce type de nodules est caractéristiques des espéces des

&



Partie (1) SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

climats tempéres tels que Medicago, Pisum, Vicia et Trifolium. Par contre, les nodules a

croissance déterminée sont observés chez les espéces tropicales (Lotus, Glycine, Vigna

et Phaseolus). Ces nodules sont originaires d’un méristéme qui détermine sa croissance

durant une période de temps limitée. Cependant, les étapes de développement nodulaire
sont séparées dans le temps (NAP et BISSELING, 1990).

2.2.1. Les étapes de formation du nodule

La formation des nodules passe par les étapes suivantes :

La pré infection : Le processus de nodulation commence par un échange de
signaux entre la plante hote et la bactérie. En conditions de carence en ions
d’ammonium (NH4+), les plantes produisent des flavonoides au niveau des racines
(PATRIARCA et al, 2004). Une fois pergu par le Rhizobium, ce signal induit
I’expression de genes nod codant pour les enzymes de synthése de facteurs Nod
(lipochitinooligosaccharides ou LCO). Ceux-ci sont des signaux de nodulation
ciblant le programme organogénétique de la plante (PATRIARCA et al, 2004). Les
Rhizobiums difféerent dans la structure de leurs facteurs de nodulation, ce qui
constitue un deuxiéme niveau de contréle de la spécificité d’hote (MOSCHETII et al,

2005).

L’infection : Les bactéries migrent vers I’extrémité des poils absorbants, s’y fixent
et libérent & leur tour des hormones (acides gibbérellique et indole-acétique) qui
assouplissent la paroi cellulaire (DUPUY et NOUGIER, 2005). Au cours de
I’infection, la pénétration de la bactérie est facilitée par la courbure du poil racinaire
et, par conséquent, la bactérie est entourée par la paroi végétale dans une zone
confinée. La croissance des nodosités se poursuit dans les régions infectées de
I'écorce et du péricycle jusqu'a ce que ces deux masses de cellules fusionnent et
forment la nodosité (RASANEN, 2002).

Le développement du nodule : Dans le poil absorbant, des vésicules golgiennes
convergent vers le point de contact, formant un cordon amorphe (DUPUY et
NOUGIER, 2005). Ce dernier relie les cellules épidermiques aux cellules corticales.
De 13, I'organogenése se poursuivra jusqu'a I'obtention d'un nodule. Arrivé dans la
zone corticale, le cordon se ramifie et envahit la presque totalité de la racine. La zone

corticale réagit par ’augmentation de taille mais aussi par la multiplication cellulaire
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activée par la libération de cytokinines bactériennes ; un méristeme se forme ou
différencie une excroissance appelée nodule (DUPUY et NOUGIER, 2005).

La formation des bactéroides : Elle consiste en un relachement des rhizobiums a
partir des cordons d'infection a l'intérieur des cellules corticales suivie de la division
et la différenciation des rhizobiums en cellules fixatrices d'azote reconnues sous le

nom de bactéroides.

La maturation des nodosités : A la fin, chaque cellule bactérienne est entourée par
un compartiment membranaire provenant du tube d’infection. L'ensemble de cette
unité, constituée d'une bactérie individuelle et la membrane qui 1’entoure, est nommé
symbiosome (BREWIN, 2004). Parallelement a cette differenciation, les cellules
racinaires de I'n6te augmentent considérablement de taille et forment ainsi le tissu
central du nodule qui est bien alimenté en seve et contient de la leghémoglobine dans
le cytoplasme, ce qui donne a la région centrale de la nodosité une coloration rose
(BREWIN, 2004).

© Rhizobia avec |

Las cellules madicales o T - > b /
formaent les nodules ‘ —

. La bactene se trams forme |
> om bactéroide i 'intenens / i

da la cellule vegetale /' €) Formation du cordon 4 'infection

F par laguel les chizcbmms penetrer

dara les cellules végétales

Figure (1) : Différentes étapes de 1’établissement de la symbiose rhizobia —légumineuse

(FAGHIRE M., 2012)
La dégenerescence : Chez les nodosites agées, les cellules végétales degénérent, les

membranes des symbiosomes se désagrégent, les bactéroides se transforment en
bactéries, ces derniéres sont libérées dans le sol et la plante résorbe les produits
(MERGAERT et al, 2006).
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Le fonctionnement du nodule

Chacun des deux symbiontes (rhizobia-légumineuse ) constitue pour l'autre une
source d'un des éléments clefs de son métabolisme : I'azote moléculaire réduit par la
nitrogénase des bactéroides (DOMMERGUES et al., 1999) est assimilé dans les cellules
infectées de la plante héte et exporté aux autres organes de la plante par le flux
xylémien en échange de photosynthétats acheminés sous forme de saccharose par le
flux phloémien jusqu'aux nodosités (DIXON et WHEELER, 1986). Les nodosités sont
des composantes nécessaires au fonctionnement de la nitrogénase (DOMMERGUES et
al., 1999).

Les deux composants de cette enzyme sont la protéine Mo-Fe et la protéine-Fe.
La dinitrogénase (protéine Mo-Fe) est un hétéro-tétramére composé de deux sous-unités
non identiques 02B2 codées par nifD et nifK. Les protéines o (NifD) et B (NifK) ont des
poids moléculaires respectifs de 59 et 54 kDa (DOMMERGUES et al., 1999). La
dinitrogénase est composée du cofacteur MoFe contenant du fer, du molybdene et du
soufre (BISHOP et al., 1977), qui est le site d’attachement et de réduction du substrat,
ainsi qu’un centre composé¢ de fer et de soufre qui recoit 1’¢électron transféré
directement de la dinitrogénase réductase (NifH ou protéine-Fe) (PETERS et al., 1997).
La dinitrogénase réductase (protéine-Fe) est un homo-dimére de 64 KDa
(HAUSINGER et al., 1983 ; GEORGIADIS et al., 1992). Codée par le géne nifH, elle
contient un centre d’oxydoréduction (4Fe-4S) (YAMAMOTO et al., 2008). La protéine-
Fe joue un role dans le transfert d’électrons a la dinitrogénase, nécessaire a la réduction
du substrat (N2) (YAMAMOTO et al., 2008). L’activité de la nitrogénase se fait selon
un cycle précis qui comporte quatre étapes essentielles. En premier lieu, on a la
formation du complexe entre la protéine-Fe, deux molécules d’ATP et la protéine-
MoFe, suivie du transfert d’¢électrons entre les deux protéines avec hydrolyse de I’ATP
(GEORGIADIS et al., 1992). Ensuite, une dissociation de la protéine-Fe du complexe
aura lieu avec une reduction du centre (4Fe-4S) et une transformation de I’ATP en
ADP. Ce cycle se répete plusieurs fois jusqu'a I’accumulation d’un nombre suffisant
d’électrons apte a réduire le substrat, ce processus de réduction nécessite un
environnement anaérobie vu la sensibilité¢ de la nitrogénase a 1’oxygene (PUPPO et al.,

1988).

2.3. Physiologie de la symbiose
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L'azote est I'élément nutritif dont les plantes ont besoin en grande quantité. La
disponibilité de cet élément est fortement limitant aussi bien dans les écosystémes
naturels que cultivés et il a une grande influence a la fois sur le rendement et la qualité
du produit. Les plantes acquicrent 1’azote par I'assimilation de 1’azote minéral (nitrate,
ammonium) et pour certaines d’entre elles en mobilisant I'azote atmosphérique par le
biais de leur association avec des bactéries symbiotiques fixatrices d'azote. Les plantes
capables d’utiliser 1’azote atmosphérique sont des Fabaceae qui s’associent a des
bactéries classiquement et collectivement dénommées rhizobium ou des plantes a
actinorhizes qui s’associent avec des bactéries appartenant au genre Frankia
(RASANEN, 2002). La nutrition azotée des légumineuses et des plantes a actinorhizes
est donc assurée par deux voies : la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique et
I’absorption de I’azote minéral du sol (STOUGAARD, 2000). Les Iégumineuses sont
responsables a elles seules de pres de 30% de la fixation d’azote annuelle qui comprend
la fixation industrielle de N, par le procédé de Haber-Bosh, la fixation atmosphérique
de N par conversion photochimique et la fixation biologique de N, par les procaryotes
(CHENG, 2008 ; ERTL, 2012). Le mutualisme entre les Fabacées et les rhizobium ou
les plantes a actinorhizes et les Frankia, aboutit a la formation d'un organe particulier
sur les racines ou les tiges, appelée nodosité. Ces nodosités représentent de veéritables
organes d’échanges métaboliques entre les bactéries et la plante (GALLOWAY et al.,
2003). A Ulintérieur de cet organe, les microsymbiotes transforment l'azote
atmosphérique en ammonium, une forme biologique qu’elles échangent avec la plante
contre des photosynthétats (substrats carbonés) (WANG et al., 2012a). Ce processus
biologique joue un rdle essentiel dans l'agriculture durable, car il réduit ’apport en
engrais azoté exogeéne tout en fournissant un moyen efficace de produire des aliments
riches en protéines (HIRSCH et al., 2001). Les interactions légumineuses-rhizobiums se
produisent dans la rhizosphére suite a la libération de molécules carbonées (sucres,
acides organiques, hormones, vitamines et substances phénoliques) par exsudation,
sécrétion, ou autolyse des vieilles cellules de la racine (SENEVIRATNE et
JAYASINGHEARACHCHI, 2003). Beaucoup de substances organiques libérées par les
racines ont, selon WANG et al.(2012a) un faible poids moléculaire et sont donc
facilement décomposables par les micro-organismes, cela conduit a 1’existence d’une
grande communauté microbienne autour de la racine. D’autres composés trouvés dans
les exsudats racinaires exercent des pressions sélectives sur la communauté

microbienne, les (iso) flavonoides, les stachydrines et les acides aldoniques sont les plus
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importants du point de vue symbiotique et ils peuvent diffuser passivement a travers la
membrane bactérienne pour constituer les premiers signaux de I’hdte qui déclenchent
chez la bactérie ’expression du géne de régulation de la nodulation (PETERS et
VERMA, 1990). Plus de 4000 flavonoides ont été identifiés chez les plantes vasculaires
et un sous-ensemble particulier est impliqué dans la médiation de la spécificité de I'hote
dans les legumineuses (PERRET et al., 2000). Les flavonoides attirent les rhizobium
par chimiotactisme et induisent chez les bactéries 1’expression des génes nod qui
permettent a leur tour la production de Facteurs Nod (FNs) (BEGUM et al., 2001). Les
Bradyrhizobium photosynthétiques associés a Aeschynomene constituent cependant une
exception car ces bactéries ne possedent pas de genes de nodulation (MASSON-
BOIVIN et al., 2009). Quand les FNs sont produits, ils induisent chez la plante des
modifications morphologiques, physiologiques et moléculaires complexes qui
permettent la pénétration de la bactérie au sein de la plante hote (OLDROYD et al.,
2011).

D’apres WANG et al.(2012), l'infection par la bactérie symbiotique et le
développement des nodosités suivent un programme morphologique bien défini. Les
deux partenaires entrent tout d’abord en contact au niveau de la surface du poil
racinaire. Ensuite, le poil racinaire se transforme en « crosse de berger » formant ainsi
une micro-niche favorable a la prolifération des bactéries. Une croissance apicale
inverse se met alors en place, formant un passage long et étroit appelé le cordon
d’infection, dans lequel les bactéries se divisent. Parallelement a la progression de
I’infection, 1’organogenése nodulaire se met en place. Les cellules végétales du cortex et
du péricycle entrent en division et forme un primordium nodulaire, lieu de libération des
bactéries, et qui se différencie ensuite en nodosité mature. A ’intérieur de la nodosité,
la bacterie se différencie en bactéroides, forme sous laquelle elle est capable de reduire
’azote atmosphérique (N,) en ammonium (NH,"). Arrivée a maturité, la nodosité peut
étre de type déterminé ou indéterminé. Lors de la formation des nodosités de type
déterminé, 1’activité mitotique du cortex externe est éphémere ce qui donne au nodule
sa forme sphérique (cas du haricot, soja, lotier, anthyllide). La zone centrale est
globalement constituée d’une zone de fixation d’azote c'est-a-dire de cellules au méme
stade de différenciation, plus ou moins infectées et d’une zone de sénescence
(FERGUSON et al., 2010).
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Les nodosités de type indéterminé sont formées a partir du cortex interne,
généralement par les plantes utilisant la voie formant des cordons d’infection
intracellulaires. Leur activité mitotique est persistante, ce qui se traduit par des
nodosités de forme allongée (cas de la luzerne, tréfle, pois, sulla). Elles possédent une
structure plus complexe que les nodosités de type déterminé (SCHUMPP et DEAKIN,
2010).

Les flavonoides produits par la plante hote induisent I’expression des génes nod
de rhizobium. Cela conduit a la production des facteurs Nod qui vont, eux-mémes en
retour, induire la réponse de la plante et I’initiation de la colonisation par la bactérie. Le
zoom montre un cordon d’infection passant par le cortex racinaire vers un groupe de
cellules en division, qui deviendra le primordium nodulaire (FERGUSON et al., 2010 ;
OLDROYD et al., 2011).

Les rhizobium survivent pendant de longues périodes dans le sol et peuvent se
développer rapidement s’ils infectent une légumineuse compatible. La présence d’une
seule bactérie peut conduire a la formation d'une nodosité fixatrice d'azote contenant
plus de 108 cellules bactériennes sur les racines des légumineuses (CHEN et al., 2008).
Toutefois, des facteurs du milieu peuvent limiter la nodulation d'espéces de
légumineuses (ZAHRAN, 1999). C’est le cas de fortes concentrations de Zn et Cd
(CHAUDHARY et al., 2004) qui affectent la nodulation ou bien inactivent la fixation
biologique de I'azote symbiotique en formant des nodosités racinaires inefficaces avec
le rhizobium (MCGRATH et al., 1988). Par conséquent, les exemples montrant les
associations symbiotiques capables de conserver leur capacité a fixer 1’N, sur les sols
fortement contaminés, sont rares (GILLER et al., 2009). Ces derniéres années,
I’identification et la sélection des bactéries symbiotiques résistantes aux métaux (ABD-
ALLA et al., 2012; RUIZ-DIEZ et al., 2012; VIDAL et al., 2009) ont connu un grand
développement pour promouvoir la croissance des légumineuses par 1’intermédiaire

d’une meilleure fixation biologique.

2.4 Biochimie de la fixation d’azote atmosphérique

Dans I’industrie, la fixation de 1’azote se fait en présence de fer agissant comme

catalyseur, a 500°C et une pression de 300 atm. Par conséquent, le processus biologique
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de fixation de I’azote nécessite une enzyme complexe appelée “"complexe nitrogénase™

qui réalise cette transformation fondamentale, elle est composée de deux protéines :

- Une dénitrogénase réductase : (nitrogénase 1) qui fournit des électrons de haut
pouvoir réducteur a deux sous unités identiques ( HOPKINS, 2003).

- Une nitrogénase ou molybdoprotéine (MoFe protéine): c’est la composante
principale du systéeme enzymatique formée de quatre sous unités (tétramérique),
chaque monomere contient un centre (4 Fe - 4 S) reliés entre eux deux par deux, ce
tétramere est associé a un cofacteur protéique qui contient 8 Fe et 2 atomes de
molybdene (Mo) et utilise ces electrons pour réduire N2 en NH3. Le transfert des
¢lectrons de la réductase a la nitrogénase est couplé a 1I’hydrolyse de I’ATP par

réduction (LECLERC, 1995 et HOPKINS, 2003).

Le complexe nitrogénase est tres sensible a [D’inactivation par Oj. La
leghémoglobine abaisse fortement la concentration d’O, libre dans les nodules de la
plante en le fixant et il ne peut donc plus interagir avec la nitrogénase pour I’inhiber. Le
site actif contenant le molybdéne du complexe nitrogénase est spécifiguement concu
pour réduire 1’azote moléculaire (N;), mais peut étre empoisonné par 1’oxygene
moléculaire libre (O, libre). Néanmoins, les bactéroides ont également besoin, comme
la plante hote, d’un ravitaillement régulier en oxygene pour leur métabolisme. La plante
hote, répond a ces exigences en synthétisant de grandes quantités de leghémoglobine,
qui va porter 1’oxygeéne libre a un niveau suffisamment faible pour ne pas endommager
la nitrogénase. Bien que la plante synthétise le polypeptide de la leghémoglobine, le
cofacteur constitu¢é par I’Heéme est fourni par les bactéries elles-mémes (la
leghémoglobine est constitué de deux parties : un polypeptide et un héme). .
(LECLERC, 1995 et HOPKINS, 2003).

Le NH," est pris en charge, a lintérieur de la plante, par un systéme
enzymatique, GS-GOGAT, soit deux enzymes travaillant a la chaine. La 18 (GS pour
Glutamine Synthase) rajoute un NH3 a une molécule de glutamate pour former la
glutamine qui transfert un de ses groupements azotés a un acide cétoglutate grace a la
seconde enzyme GOGAT (pour Glutamine OxoGlutamate Amino Transférase). On
obtient alors deux molécules de glutamate, les réactions peuvent alors s'enchainer en
boucle. Les plantes symbiotiques fixent ainsi de 300 a 400 kg de diazote par hectare et
par an (BREWIN et COL, 2003).
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IIl. LA SALINITE ET SON EFFET SUR LA PLANTE ET LA HIZOSPHERE

3.1. Généralités sur la salinité

3.1.1. Définition de la salinité

La présence de fortes doses de sels dans le sol surtout avec un mauvais drainage
constitue un immense danger pour l'agriculture, car elle conduit généralement a une
dégradation des sols, une baisse de leur fertilité et elle occasionne une toxicité aux
vegétaux ce qui réduit le nombre d'espéces dont la culture est possible sur ces terres
(OMAMI, 2005).

La salinité peut étre définie comme étant un processus pédologique suivant
lequel le sol s'enrichit anormalement en sels solubles acéquerant ainsi le caractere salin
(EILERS et al, 1995; GREGORY, 2005). Un sol salé est caractérise par un surplus de
sels, en particulier I'ion Na+, dans le profil (CHARTZOULAKIS et KLAPAKI, 2000.).
La formation d'un sol salin résulte généralement de I'accumulation de sels dans les
horizons de surface (LEVY, 2000). Ce processus dépend essentiellement du régime
hydrique du sol et des sources de sel. Lorsque le climat est chaud et sec, les sels sont
entrainés par les eaux capillaires suivant le flux d'évaporation, et accumulés en surface.
Les sels les plus communs présents dans la solution du sol correspondent aux cations
Ca', Mg*® Na® K*, et aux anions CI', SOs%, COs? , NOs (BRADY et WEIL, 2002;
ESSINGTON,2004).

D’autres sels moins courants et plus toxiques a faibles concentrations sont
également a considérer. Ces éléments traces sont le bore, le sélénium, l'arsenic et le
molybdene (ESSINGTON 2004 ; GREGORY, 2005).

Généralement la salinité d'un sol est mesurée par la conductivité électrique de
I'extrait de la péate saturée a 25°C (HALFAOUI, 1988). En effet, un sol est considéré
salé quand sa conductivité électrique devient supérieure a 4 millimhos/cm (HALITIM,
1986).

3.1.2. Processus de salinisation,

Les sols salés sont formés a partir de trois processus physico-chimiques qui sont

la salinisation, la sodisation et I’alcalinisation (MONTOROI, 2005). Ces mécanismes
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peuvent s’associer différemment suivant les caractéristiques du milieu d’accumulation

(ILOU, 1995). Selon PHELIPPE (2001), il y’a trois processus responsables :

- La salinisation : Le mécanisme de la salinisation des sols se produit lorsque la
minéralisation de la solution du sol dépasse un certain seuil sous 1’influence d’un
mécanisme physique (évaporation, drainage insuffisant, altération des minéraux et
accumulation...). Au-dela de ce seuil, les végétaux subissent une sécheresse
physiologique due & une pression osmotique trés forte et a une toxicité en certains
éléments (MONTOROI, 2005).

La teneur d'une solution de sol en sels solubles est déterminée par sa
conductivité électrique (CE), rapportée a une température standard (en général 25°C)
et exprimée en S.m™. Celle-ci est d’autant plus élevée que la concentration ionique
de I’électrolyte 1’est aussi (MONTOROI, 2005). On définit en général deux types de

salinisation, la salinisation primaire et la salinisation secondaire.

v' La salinisation primaire : Elle résulte de la présence initiale de sels dans le sol ou
dans la nappe phréatique et peut affecter des milieux naturels sans qu’il y ait
intervention directe de 1’homme. L’altération des roches contenant des minéraux
sodiques, potassiques ou magnésiques conduit a des sels souvent solubles, en
particulier les chlorures, les sulfates, les carbonates, les bicarbonates et parfois les
silicates de ces métaux (ZAHOW et AMRHEIN, 1992). Selon AUBERT (1975) et
de facon générale, les sols sodiques en Afrique du Nord proviennent principalement
d’une action de la mer ou de la présence de dépots lagunaires salés et gypseux

répartis dans 1’échelle stratigraphique depuis le Trias jusqu’au Quaternaire.

v' La salinisation secondaire : C’est un processus d'enrichissement d’un sol en sels
solubles causé par I’approvisionnement en eau pour ’irrigation et qui aboutit a la
formation d’un sol salin. L’irrigation altere le bilan hydrique du sol en générant un
apport d’eau supplémentaire ; cet apport est toujours associé a un apport de sels
(FAO, 2006). Un exceés d’eau entraine la remontée d’une nappe phréatique Salée,
tandis qu’un manque d’eau provoque une lixiviation insuffisante des sels (BOIVIN et
al, 2002). Les sols affectés par salinisation secondaire est de 20% a 50% des terres
irriguées en Algérie (DOUAQOUI et HARTANI, 2007).
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La sodisation : Le processus de sodisation se produit lorsque le complexe organo-
minéral d’échange est progressivement saturé par I’ion Na* (horizon sodique). Les
agrégats deviennent instables a partir d’un certain seuil et la dégradation des
propriétés physiques du sol est potentielle (Servant, 1978). On détermine la
sodisation par le pourcentage de sodium échangeable ESP (Exchangeable Sodium
Percentage) par rapport a la capacité d'échange des cations (CEC). Si cette valeur est
supérieure a 15%, on parle d'un sol sodique (ILOU, 1995).
[ESP = 100 * Na échangeable (méq /l) / CEC (még/l)|

L’alcalisation : Le processus d’alcalisation intervient lorsqu’un sol a complexe
saturé en sodium se transforme physiquement suite aux réactions d’échange entre
’jon Na® et les protons au moment d’une humectation (MONTOROI, 2005).
L’alcalinisation se traduit par une augmentation du pH du sol suite a I’accumulation
de bases faibles. Elle peut étre d’origine naturelle ou due a une irrigation mal
controlée. Les eaux d’irrigation faiblement minéralisées présentent une alcalinité
résiduelle calcite positive, c’est a dire un exces de carbonates (bases faibles) par
rapport au calcium. La concentration de ces eaux par évaporation au cours de
I’irrigation entraine la précipitation de la calcite. Au fur et a mesure que les processus
de concentration et de précipitation de la calcite se poursuivent, la teneur en calcium
décroit alors que les carbonates s’accumulent. C’est la libération de 1ion Na* dans la
solution du sol, ce qui éleve le pH et disperse les feuillets d'argile (PHILIPPE, 2001,
MICHEL, 2005).

3.2. Effets de la salinité sur les propriétés du sol
3.2.1. Effets sur les propriétés physiques

Selon DUCHAUFOUR (1983), les sels solubles affectent les propriétés

physiques du sol par leurs cations, notamment 1’ion Na*. L’action défavorable de cet ion

a I’état échangeable se traduit par la dispersion des colloides du sol et la structure

devient completement degradée lorsque la teneur de sodium échangeable est de 12 a 15

% dans les sols salés. L’influence du sodium sur la perméabilité du sol dépend de

plusieurs facteurs, parmi lesquelles le pourcentage d’argile et la nature minéralogique

du sol, la concentration de la solution de celle-ci.

3.2.2. Effets sur les propriétés chimiques

=




Partie (1) SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

L’exces de sels présente un effet sur les propriétés chimiques, notamment sur le
pH et PESP. Alors que certains sels sont acidifiants (CaSO4, KCL, MgS04), d’autres
sont alcalinisant (NaHCO3, CaCO3, NaCO03). Le taux de sodium échangeable a une
grande importance dans les sols alcalins, vu que ces derniers retiennent de faibles
concentrations en sels solubles et la grande quantité de sodium se trouve sous la forme
échangeable. Tandis que dans le cas des sols salés, la grande partie du sodium se trouve
dans la solution du sol (OUSTANI, 2006).

3.2.3. Effets sur les propriétés biologiques

Les sels forment une couche imperméable en surface empéchant toute activité
biologique (HALFAQUI, 1988). Ainsi selon (AUBERT, 1988), la pression osmotique
de la solution des sols salés s’¢léve, ce qui rend difficile I'alimentation des plantes et

micro-organismes en eau.

3.3. Effets de la salinité sur la plante

3.3.1. Notion de « stress salin »

Claude Bernard fut le premier a dégager une notion physiologique du stress en
1868. Selon lui, les réactions déclenchées par le stress visaient a maintenir 1’équilibre de
notre organisme. L’ensemble de ces réactions internes a ét¢ nommé homéostasie par le
physiologiste américain C.W. Bradford (1915). Le lien stress-homéostasie-adaptation va
perdurer jusqu’a nos jours et les recherches menées concernant ces processus sont a la
base d’une littérature abondante. L association de ces trois notions constitue 1’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 1’environnement,

et donc au maintien de la vie.

D’une facon plus générale, on peut dire qu’au niveau cellulaire, un stress est
causé par la variation d’un paramétre environnemental qui entraine la mise en place des
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 (qui sont dus principalement a des facteurs environnementaux)
(LEVITT, 1980).

3.3.2. Effet du stress salin sur la germination
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Le stade germination est souvent limité par la salinité du sol et se montre le plus
sensible que les autres stades (BOUDA et HADDIOUI, 2011). Cet effet dépend de la
nature de I’espéce et de l’intensité du stress salin. La réduction du pouvoir
germinatif est due a 1’augmentation de la pression osmotique de la solution du sol,
qui ralentit I’imbibition et limite 1’absorption de 1’eau nécessaire au déclenchement
des processus métaboliques impliqués dans la germination ( HAJLAOUI et al.,
2007). Bien que les halophytes possédent une teneur tres élevée en sel dans leurs tissus
au stade adulte, leurs graines ne sont pas aussi tolérantes au sel au stade germination
(BELKHODJA et BIDAI, 2004).

3.3.3. Effet du stress salin sur la croissance de la plante

La salinité est une contrainte majeure qui affecte la croissance et le
développement des plantes (BOUAOUINA et al., 2000). L’effet immédiat du stress
salin est la réduction de la vitesse de I'expansion de la surface foliaire, ce qui conduit a
I'arrét de I'expansion si la concentration du sel augmente. La contrainte saline aboutit
aussi a la diminution de la biomasse séche et fraiche des feuilles, des tiges et des racines
(CHARTZOULAKIS et KLAPAKI, 2000). Le nombre des feuilles et la surface
foliaire le sont aussi (BEN KHALED et al., 2007).

La salinit¢é diminue la croissance des glycophytes en modifiant 1’équilibre
hydrique et ionique des tissus, Au niveau des feuilles, ce phénomeéne est associé a une
baisse de turgescence, suite & une diminution du gradient de potentiel hydrique entre la
plante et le milieu. La compartimentation des ions entre les organes (racines/parties
aériennes), les tissus (épiderme/mésophylle) ou encore les compartiments cellulaires
(vacuole/cytoplasme) est ’'un des mécanismes d’adaptation a la contrainte saline
(OUERGHII et al., 2000). La salinite accrue est accompagnée par une réduction dans la
biomasse racinaire, la hauteur de la plante, le nombre de feuilles par plante, la longueur
des racines et la surface racinaire (MOHAMMAD et al., 1998). Les effets de la
salinité sur la croissance des plantes varient en fonction du type de salinité, de la
concentration du sel, de I’espéce, de la variété, de 1’organe de la plante, ainsi que du
stade vegétatif (LEVIGNERON et al., 1995).

3.3.4. Effet du stress salin sur le métabolisme azoté

&
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La nitrification est aussi touchée par la salinité. En effet, la vitesse d’oxydation
biologique de I’ammonium est ralentie en fonction du degré de salinité dans le sol ; il
est de méme de la vitesse d’apparition des nitrates NO3-, I’oxydation de I’ammonium

est totalement inhibée en présence de salinité excessive, et il n’y a pas apparition de

nitrate NO3-. (SALAM., 2004).

3.4.Mécanismes d’adaptation de la plante a la salinité

La tolérance de la salinité est I'nabilité des plantes a croitre et compléter leur
cycle de vie sur un substrat contenant la forte concentration de sel soluble. Les plantes
qui peuvent survivre sur des concentrations elevées de sel dans la rhizosphere et croitre
normalement sont appelées halophytes (PARIDA et DAS, 2005). Quand les plantes sont
exposees a la concentration élevée de sel, elles peuvent développer divers mécanismes
pour leur survie. Cette réponse au stress dépend de I’espéce, de la variéte, de la
concentration en sel, des conditions de culture et du stade de développement de la plante
(MAALE] et al., 1998).

Il existe deux principales stratégies que les plantes utilisent pour faire face a la
salinité, la compartimentation des ions toxiques au sein de la vacuole et leur exclusion
hors de la cellule (OUERGHI et al., 2000). D'autre part, les plantes modifient la
composition de leur séve; elles peuvent accumuler les ions [Na'] et [CI] pour ajuster le
potentiel hydrique des tissus, nécessaire pour maintenir la croissance (HANANA et al.,
2011).

Une plante cultivée sur sol riche en sel doit faire face a sa pénétration dans ses
tissus. Celui-la est rejeté ou accumulé par les différents organes, tissus, cellules
et compartiments cellulaires. Les ions chlorure (CI) et sodium (Na*) pénétrent via les
racines, transportés par la séve xylémique jusqu’aux tiges et feuilles. La ils se
trouvent soit stockés (plantes de type includer), les feuilles sont riche en (Na®)
que les tiges et les racines et le mécanisme de tolérance au sel est di a la
compartimentation des ions toxiques en particulier 1’ion sodium dans la vacuole ; soit au
contraire ils sont trés peu retenus dans leurs feuilles ( plantes de type excluder) et ces

ions sont alors revéhiculés par la séve phloémeique jusqu’aux racines (LEVIGNEON et
al., 1995).

3.4.1. Regulation de la croissance
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MUNNS et TERMAAT (1986) soulignent que la croissance racinaire est moins
affectée par la salinité que celle de la partic aérienne. En effet, le maintien d’une
croissance racinaire constitue un caractere adaptatif dans un environnement salin, soit
de faible disponibilité en eau. L’allongement racinaire peut étre di & une augmentation
de I’activité des enzymes impliquées dans la construction du cytosquelette telle que la
xyloglucan endotransglycosylase (WU et al., 1994). L’autre cause peut étre
I’accumulation de la proline (OBER et SHARP, 1994). Ces deux actions sont régulées
par I’acide abcissique (ABA), induit par le stress salin (JIA et al., 2002). Ainsi chez le
mais, il a ét¢ montré que 1’¢longation racinaire est inhibée par la présence d’un
inhibiteur de la biosynthése d’ABA. Mais elle peut étre restaurée par un traitement des
racines avec un inhibiteur de synthése d’éthyléne. Ces données suggerent que
I’¢longation racinaire par I’intermédiaire de I’ABA doit étre causée par une inhibition

de la biosynthése d’éthyléne (SPOLLEN et al., 2000).
3.4.2. Homeéostasie cellulaire
Selon ZHU (2002), I’homéostasie ionique consiste au suivant:

- L’exclusion des ions Na* des cellules par les canaux ioniques: anti-port Na+/H+, ou
bien par la limitation d’entrée des ions Na+.
- La compartimentation de Na+ dans des vacuoles intracellulaire.

- Lasécrétion de Na+ et la régulation du transport ionique.

3.4.3. Séquestration du Na* dans les vacuoles et prélévement du K*

La compartimentation de Na+ dans des vacuoles est une stratégie tres importante
chez les plantes permettant de maintenir ces ions a une faible concentration dans le
cytoplasme et conserver un faible potentiel osmotique cellulaire. L’exclusion de I’excés
de sodium du cytoplasme nécessite la syntheése d’osmolytes compatibles avec la
réduction du potentiel osmotique ; ce dernier est essentiel pour pouvoir prélever de 1’eau
dans des conditions de stress salin. Ce processus est codteux en énergie pour la plante.
Des plantes transgéniques de tomate, accumulent du sodium dans leur feuilles mais pas
dans les fruits ou les graines. Ces plantes se sont montrées extrémement tolérantes au
stress salin et conservent dans ces conditions de bonnes qualités de fruit chez la tomate
et d’huile chez Brassica napus ( ZHANG et al., 2001).
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Dans les conditions optimales, les plantes maintiennent un haut ratio cytosolique
K+/Na+. Le stress salin entraine 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, (CLAUSSEN et al., 1997). Le prélévement de K+ est essentiel
pour la turgescence cellulaire et le déroulement des processus biochimiques sous stress

salin.

3.4.4. Biosynthése d’osmoprotectants

Sous stress salin, la concentration des sucres solubles augmente dans les nodules
des légumineuses. Parmi ces sucres on trouve le tréhalose comme substrats
osmoprotecteurs (LOPEZ et al., 2008b ; LOPEZ et LLUCK, 2012). En plus, la salinité
provoque 1’augmentation des aminoacides dans les nodules du haricot qui peut étre
expliquée par I’ajustement osmotique ou la dégradation des protéines (TEJERA et al.,
2005). Chez M. truncatula transgénique, la salinité a provoqué 1’accumulation de

proline dans les nodules qui a amélioré la croissance et la fixation symbiotique d’azote
(VERDOY et al., 2006).

3.4.5. Biosynthése d’antioxydants

Le stress salin induit la production et la formation des formes réactives de
I’oxygene (FRO, les radicaux superoxides (O2-), les peroxydes d’hydrogéne (H202) et
les radicaux hydroxyles (OH-). Ces formes causent des dommages oxydatifs a
différentes composantes cellulaires tels que les lipides membranaires, les protéines et
les acides nucléiques (HALLIWELL et GUTTERIDGE, 1989). En effet, ’oxygene est
un facteur critique pour la nitrogénase, qui est tres sensible a sa présence et
irréversiblement inhibée dans un temps tres court (HILL, 1988 ; BURRIS, 1991). En
outre, des études ont montré que 1’inhibition de la nitrogénase par I’O2 est le résultat de
la formation du radical hydroxyle au niveau du site actif de I’enzyme et que les FRO
peuvent résulter de I’oxydation de la nitrogénase et de la ferrédoxine, mais surtout de
1I’auto-oxydation de la leghémoglobine (PUPPO et HALLIWELL, 1988). Pour atténuer
et réparer les dommages causés par la production de ces FRO, les nodules ont un
systétme complexe des antioxydants (RUBIO et al., 2007 et 2008). Parmi les
composantes de ce systeme on trouve les caroténoides, ascorbates, tréhaloses,
glutathions, tocophérols et les enzymes comme les peroxydases (PO),

polyphénoloxydases (PPO), superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT).
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I. Objectifs de I'étude

La présente étude est menée afin de mieux comprendre 1’effet probable de la
salinité sur I’activité symbiotique chez les Fabaceae. A cet effet, des plants de feve
(Vicia faba L.) sont élevés dans des milieux de culture enrichis en concentrations
salines progressives : 50 ; 100 ; 150 et 200 mM de NaCl. Il était prévu de vérifier
I’effet des degrés de salinité cités sur différents parameétres, a savoir 1’état hydrique
de la plante, la croissance végétale, la croissance nodulaire la synthése des
métabolites primaires et secondaires. Mais, a cause de la pandémie du Covid 19 qui
n’a épargné aucun pays, nos travaux experimentaux sont arrétés juste apres le
repiquage des plants et leur inoculation par des souches de rhizobiums, sans pouvoir
mener 1I’expérimentation jusqu’aux fins ciblées. On s’est suffi, alors, de compléter
notre travail de fin de cycle par I’¢laboration d’une synthése des résultats obtenus par

d’autres auteurs ayant travaillé sur des thémes similaires ou proches du nétre.

Il. Etapes expérimentale réalisées avant la pandémie du Covid 19 :
2.1. Préparation du substrat de culture
Le substrat utilisé correspond a un mélange (V/V) de terreau et de sable fin
tamisé et nettoyé des impuretés, des cailloux et des débris végétaux. Le substrat obtenu
est mis en sacs en plastiques destinés a la plantation, sur une couche mince de gravier

assurant le drainage des excés d’arrosage.

Figure (2) : Substrat de culture mis en sacs
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2.2. Désinfection des graines de feve (Vicia faba L.)

Des graines de Vicia faba L. (Variété: Aguadulce) ont été sélectionnées
rigoureusement en fonction de leur morphologie (taille, couleur et état sanitaire
apparent), passées a la désinfection durant 05 mn a I’eau de javel puis rincées pendant 1
mn a I’eau distillée.

Les semences ont été selectionnees, traitées et commercialisee par la firme « Fito
Semillas » a Barcelone, en Espagne et importée par la SNC CASAP d’Alger. 1l s’agit
d’une variété précoce, vigoureuse et trés productive. Sa faculté germinative est estimée
a 90 % avec un taux de pureté de 98 %. Les gousses contiennent de 6 a 7 grains et
atteignent 23 a 24 cm de long. Les grains ont une taille moyenne et une couleur violette

a 1’état sec.

2.3. Test de germination

Afin de vérifier la faculté germinative des semences a utiliser, un test de
germination a été effectué in vitro dans des boites de Pétri mises a 1’étuve réglée a
25°C.

2.4. Prégermination des graines de Vicia faba L.

Afin d’assurer une culture homogene et saine, on a commencé par une phase de
pré-germination, ou les graines de Vicia faba L. sélectionnées et nettoyées sont mises
dans de petits alvéoles ne contenant que du terreau, a raison d’une graine par alveole,
puis passées a une pulvérisation saturante. Les alvéoles de prégermination sont mis
sous abri, a une température ambiante de 22°C et arrosés a I’eau courante tous les deux

jours jusqu’a germination totale des semences au bout de 10 jours.

2.5. Récolte et conservation des nodules de Vicia faba L.

Les nodules sont préleveés des racines de plants adultes de Vicia faba L. ramenes
d’un champs de féve, puis lavés a 1’eau courante et conservés dans des tubes a essai

contenant du glycérol 60% a 4 C° (Weaver et Frederick, 1982).
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Figure (3) : Nodules conservés au glyceérol

2.6. Isolement et purification des souches bactériennes

L’isolement des souches de Rhizobium est effectué en conditions stériles selon

la technique de Weaver et Frederick (1982). Les nodules conservés au glycérol lavés a

I'eau, trempé dans de I’alcool 70% pendant 5 min, rincés plusieurs fois avec I’eau

distillée, puis trempés dans une solution de chlorure mercurique a 0.1% pendant 3 min.

Apres plusieurs rincages a I’eau distillée, chaque nodule est sectionné transversalement.

Une portion de la zone centrale rouge indiquant la présence de leghémoglobine est

soigneusement prélevée et déposée dans une boite de Pétri contenant du milieu YEM

gélosé.

A partir de chaque dép6t, des stries d’épuisement sont effectuées de fagcon a

avoir des colonies bien isolées au bout de 3 a 5 jours d’incubation a 28C°. Chaque isolat

obtenu est purifié par des repiquages successifs a partir d’une colonie bien isolée.
Tableau (1) : Composition du milieu YEM (Vincent, 1970).

Composants Concentration (g par litre d'eau disée)
K2HPO4 0.59

MgS0O4, 7TH20 0.29

NaCl 0.19

Mannitol 109

Extrait de levure 1

Eau distillée 1000 ml

2.7. ldentification des souches bactériennes

Pour distinguer les différentes formes de bactéries isolées, on procéde

I'observation au microscope des Gram colorés apres avoir réalisé un frottis.
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Pour cela, on dépose sur une lame propre une goutte d'eau stérile, a
laquelle on incorpore, & l'aide d'une anse stérile, une colonie et on dilacére
soigneusement. Pour réaliser le frottis, on effectue un mouvement circulaire, a
I'aide de l'anse stérile, en partant du centre de la lame. La lame est mise au-
dessus du bec bunsen pour sécher le frottis. La lame est, ensuite, recouverte de
violet de gentiane durant une (01) minute, lavée a I'eau distillée, puis recouverte
de lugol pendant 30 secondes. Aprés rincage a l'eau distillée, la lame est
recouverte d'éthanol 10 secondes, lavée rapidement, recouverte en fushine durant

10 secondes et enfin lavée a l'eau distillée.

Sous microscope optique, les bactéries Gram positif apparaissent de
couleur violette et les bactéries Gram négatif sont roses.

2.8. Repiquage des plants de Vicia faba L.

Les plants germés, les plus vigoureux et homogenes, ont été soigneusement
sortis des alvéoles en mottes et repiqués dans les sacs en plastiques contenant le substrat
de culture préparé (terreau + sable). Apres un léger tassement autour des collets,
I’inoculum des souches rhizobiennes est injecté a raison de 3 ml/plant aprés dilution a

I’eau distillée stérile.

Figure (4) : Repiquage des plants de Vicia faba L.
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2.9. Préparation des solutions salines

Pour appliquer la salinité aux concentrations prédestinées, les quantités a
dissoudre ont été prealablement calculées et conservées. Elles sont indiquées dans le
tableau suivant :

Tableau 1 : Concentrations de NaCl utilisées.

50 mM 100 mM 150 mM 200 mM
2,92 g.l? 585g.I" 8,77 gl 11,7 gl?

2.10. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental comprend 05 traitements aux concentrations salines
(0;50; 100 ; 150 et 200 mM), appliqués sur 02 blocs de plants : le premier inoculé et le
second non. Chaque traitement est répété 05 fois, ce qui augmente le nombre total des

échantillons a 50.

Blocs Na Cl (mM)
0 | 50 | 100 | 150 | 200
] - ] = =
Bloc S - ) = =
Non ) = [ = ]
Inoculé = ) = = =
) ] =S [ -
S - ] = =
£l =S - ) - B
Inoculé = = = = =
] | S - -
] - =S = ]

Figure (5) : Dispositif expérimental
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I11.Etapes prévues et non réalisees a cause du Covid19
1.1. Arrosage a la solution nutritive « Hogland » pendant une semaine

Afin de permettre une bonne reprise des plants de feve repiqués, des arrosages
en solution nutritive « Hogland » sont a appliquer de deux a trois fois pendant les deux

premieres semaines apres repiquage.

Tableau (2) : Composition minérale de la solution nutritive Hoagland.

Produit Composition Poids en g/l

Nitrate de potassium KNO3 191,90
Nitrate de calcium (KO3)2Ca4H20 129,80
Nitrate d’ammonium NO3NH4 210
Sulfate de magnésium SO4Mg7H20 61,5
Phosphate monopotassique PO4H2K 54,40
Di-potassiumhydrogénophosphate PO4K2H3H20 34,23
Chlorure de manganése Cl2Mn4H20 1,80
Sulfate de cuivre CuS045H20 0,176
Sulfate de zinc ZnS0O47H20 0,219
Acide borigque H3BO3 2,861
Molybdate d’ammonium MO7024(NH4)7H20 0,285
Complexe ferrique (C10H12FeN2NaO8 0,050

1.2. Application de la salinité

L’arrosage aux solutions salines est & appliquer a partir de la troisieme semaine en
alternance avec 1’arrosage a ’eau courante, a raison d’un apport d’eau contre deux en

sel.

1.3. Mesures biométriques
1.3.1. Mesures biométriques de la partie aérienne
- Longueur de la partie aérienne
Elle consiste a détacher soigneusement les plantes de leurs mottes, les rincer, les
sécher a Dair puis séparer la partie aérienne de la partie souterraine au niveau du collet.
Ensuite, on procede a la mesure, en centimétres, de la partie aérienne a ’aide d’une

régle graduée.
- Longueur d’entre-nceuds

La Longueur est mésuré a I’aide d’une regle graduée.

&



Partie (I1) MATERIEL ET METHODES

- Surface foliaire

la surface foliaire (Sf) est estimée selon la méthode de PAUL et al .,(1979) qui
consiste a placer la feuille du papier calque, a découper les contours de la feuille puis
peser la partie du calque représentant la feuille (Pf), a déterminer par pesee le poids (Pq)
correspondant a une surface (Sq) connue d’un carré de méme papier calque et a déduire
la surface de la feuille (Sf) par la formule :
Sf(cm?) = (Sq x Pf) / Pq

- Volume de la partie aérienne

Il est mesuré par immersion du systéme aérienne dans une éprouvette graduée (en
ml) remplie d’eau, selon le principe de la poussée d’Archiméde, soit : «Le volume d’un
corps immergé est égal au volume du liquide déplacé (dénivellation).
- Poids frais de la partie aérienne

On pése la partie racinaire a I’aide d’une balance de précision .

1.3.2. Mesures biométriques de la partie souterraine
- Longueur de la partie racinaire

La longueur des racines est mesurée aprés déterrement et exprimée en
centimetres (cm).

- Volume de la partie racinaire

Il est mesuré par immersion du systeme racinaire dans une éprouvette graduée
(en ml) remplie d’eau, selon le principe de la poussée d’Archimede, soit : «Le volume
d’un corps immergé est égal au volume du liquide déplacé (dénivellation).

- Poids frais de la partie racinaire

Le poids, frais ou sec, est mesuré a I’aide d’une balance de précision et exprimé
e gramme (g).

1.3.3. Mesures biométriques nodulaires
- Nombre de nodule par plant
Les racines apres étre séparées de la partie aérienne, sont soigneusement lavées
puis déposees dans un récipient en verre rempli d’eau, qui nous facilite le comptage

manuel des nodules.
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- Volume des nodules par plant

Le volume des nodules détachés de chaque échantillon est mesuré par
immersion de ces derniers dans une éprouvette graduee (en ml) et lecture du volume de

liquide déplacé.

- Poids frais des nodules par plant

Le poids frais des nodules est déterminé par pesée sur une balance de précision

(9).
1.4. Mesure hydrique : Teneur Relative en Eau (TRE)

Selon la méthode de Barrs et Weatberley (1962), I'avant derniére feuille est
excisée a sa base et immeédiatement pesée pour déterminer le poids frais initial (Pfi). La
partie excisée est trompée dans un gobelet contenant de 1'eau distillée, qu’on place a
I'obscurité a une température de 4 °C pendant 24 heures. La feuilleest & nouveau pesée
pour porter le poids de pleine turgescence (Ppt). Le poids sec (Ps) de la feuille est
obtenu par passage a I'étuve pendant 48 heures a une températurede 80°C. La teneur

relative en eau des feuilles est estimée par I'équation suivante :

TRE (%) = Pfi - Ps /Ppt- Ps

1.5. Dosages biochimiques
- Chlorophylle
Les teneurs en chlorophylle a, chlorophylle b et caroténoides sont déterminées
selon la méthode utilisée par de SHABALA et al., (1998) au niveau de ’avant derniere

feuille.

Un échantillon de 100 mg de la partie médiane de 1’avant derniére feuille est mis
dans un tube a essai en présence de 10ml d’acétone a 95% a 4°C dans l'obscurité
pendant 48heures. La lecture de la densité optique (DO en nm) est faite a 1’aide d’un
spectrophotometre (type UV 1200) a des longueurs d'onde respectives de 663, 645 et
470 nm qui correspondent aux pics d'absorption de la chlorophylle "a", de la
chlorophylle b et des pigments caroténoides. Ensuite le calcul des quantités de

chlorophylles a et b (exprimée en mg/ml) se fait a I'aide des formules suivantes :
Chl a= 9.78 DO663 - 0.99 DO645

Chl b=21.42 DO645 - 4.65 DO663
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Caroténoides = [1000. DO(470) — 1,90.Chl.a — 63,14.Chl.b] / 214

La quantité des pigments chlorophylliens est exprimée en mg/L
- Sures solubles

Les sucres solubles totaux (saccharose, glucose, fructose, leurs dérivés méthyles
et les polysaccharides) sont doses par la méthode de (Dubois et al., 1956). Elle consiste
a prendre 100 mg de matériel végétal, dans des tubes a essai, on ajoute 3 ml d’éthanol a
80% pour faire I’extraction des sucres, puis on laisse a température ambiante pendant 48
heures. Au moment du dosage les tubes sont placés dans 1’étuve a 80°C pour faire
évaporer I’alcool. Dans des tubes en verre propres, on met 2 ml de la solution a
analyser, on ajoute 1 ml de phénol a 5% ; on ajoute rapidement 5 ml d’acide sulfurique
concentré 96% (d = 1,86) tout en évitant de verser de I’acide contre les parois de tube.
On obtient, une solution jaune orange a la surface, on passe au vortex pour
homogeénéiser la couleur de la solution. On laisse les tubes pendant 10 min et on les
place au bain-marie pour 10 a 20 min a une tempeérature de 30°C. A ce moment la

I’absorbance est lue a une longueur d’onde de 485 nm.

- Protéines totales

La méthode retenue pour le dosage des protéines totales est celle de Brad Ford
(1976) qui Utilisé la BSA (Sérum d'Albumine de Bovin) comme standard. Elle consiste
a prendre 10 mg Du matériel végétal, chaque échantillon est broyé avec 5ml d'eau
distillée puis filtré et versé dans un tube a essai contenant 5ml d'eau distillée. Pour le
dosage on prend 0.2ml de réactif Brad Ford avec 0.2 ml de la solution a analyser et
1.6ml d'eau distillée (bien agiter au vortex). Parallelement, il est préparé un essai de
contréle en utilisant 0.2ml d'eau distillée; aprés 5min a une heure on procede a la lecture

de I'absorbance a 595nm.
- Proline

La méthode utilisée pour doser la proline est celle de Troll et Lindsley (1955),
modifiée par Dreier et Goring (1974) et ensuite par Monneveux et Nemmar (1983), qui
consiste a prendre 100 mg du matériel végétal (1/3) médian de la feuille étendard. Puis a
ajouter 2 ml de méthanol a 40% le tout est chauffé a 85°C dans un bain-marie pendant

60 min.
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Apres refroidissement, on préléve 1 ml d’extrait auquel on ajoute : 1 ml d’acide
acétique (CH3COOH), 25 mg de ninhydrine (C6H604) et 1 ml de mélange contenant :
120 ml d’eau distillée ; 300 ml d’acide acétique et 80 ml d’acide orthophosphorique
(H3PO4, d=1,7). Le mélange est porté a ébullition durant 30 min, la solution vire au
rouge, apres refroidissement, 5 ml de Toluene sont rajoutés a la solution qui est agitée,
deux phases se séparent (une phase supérieure et une phase inférieure). Aprés avoir
éliminé la phase inférieure, la phase supéricure est récupérée et déshydratée par I’ajout
d’une spatule de Sulfate de sodium Na2SO4 anhydre. L’absorbance est lue au

Spectrophotometre UV a une longueur d’onde de 528 nm.

- Polyphénols

A 100 pL de I’extrait méthanolique 500 pL est additionné de Folin Ciocalteu
dilué 10 fois avec de I’eau distillée. Le melange est soumis a une agitation au vortex
puis on le laisse reposer 5 minutes a température ambiante. 400ul de Na2CO3 a 7.5%
est ensuite ajoutée. L’ensemble est soumis a 1’obscurité a température ambiante
pendant 60 minutes.

La densité optique (DO) de chaque échantillon est lue a une longueur d’onde
735 nm. Une courbe d’étalonnage est réalisée par 1’acide gallique a différentes
concentrations et pratiqguée dans les mémes conditions opératoires que les
échantillons. La teneur en polyphénols est exprimée en mg d’acide gallique
équivalent (GALLET et LIBRETON, 1995).

- Flavonoides

1500 pl d’eau distillée sont mélangés a 500pl d’extrait méthanolique et 150 pl de
nitrate de sodium a 5%. Le mélange est laissé 5 minutes a température ambiante a
I’obscurité. 150ul de trichlorure d’aluminium a 10% sont ensuite ajoutés au mélange.
Aprés 11 minutes de repos a I’obscurité, 500 ul de soude a 1M est ajouté. Le mélange
est soumis a une agitation au vortex.

La densité optique est lue a une longueur d’onde de 510 nm. Une courbe
d’étalonnage qui servira a la quantification des flavonoides est réalisée par le catéchine
a différentes concentrations (0-200 ug/mL) et pratiquée dans les mémes conditions
opératoires que les échantillons. La teneur en flavonoides est exprimée en pg catéchine

équivalent par g de matiére fraiche (KIM et al., 2003) in (HAMSAS, 2013).
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Les résultats antérieurs, obtenus par d’autres auteurs, que nous avons consultés
pour en faire une synthése se croisent tous dans 1’étude de I’effet de la salinité sur les
Fabaceae, mais le matériel végétal support ainsi que les concentrations salines appliquées

n’étaient pas, dans tous les cas, identiques.

Ainsi, en 2001, SAADALLAH et al. ont étudié la croissance nodulaire chez le
haricot (Phaseolus vulgaris) sous contrainte saline progressive (0 ; 25 et 50 mM de naCl).
BEN KHALED et al. (2003) évoquent 1’effet du stress salin sur le tréfle (Trifolium
alexandrinum L.) inoculé par le Rhizobium. LAZREK-BEN FREHA (2008) nous parle de
la diversité génétique et symbiotique des populations naturelles tunisiennes de Medicago
truncatula sous stress salin. FAGHIRE, en 2012, a travaillé sur le role des rhizobia
symbiotiques dans I’amélioration de la production agricole du haricot sous stress salin. En
2015, TEGGAR discute l'effet du stress salin sur la nodulation chez la lentille (Lens
culinaris L.). Quant & CHERIFI et al., en 2017, ils ont choisi de travailler sur 1’effet du
chlorure de sodium (NacCl) sur la croissance de six especes d’acacia. Concernant BAHOUS

NIA et al., leur travail de fin d’étude, en 2019, portait sur I’effet de la salinité en présence de

I’acide salicylique sur la nodulation chez la féve (Vicia faba L.).

1.1. Mesures biométriques
1.1.1. Mesures biométriques de la plante

1.1.1.1. Biomasse de la plante entiere
Le travail de SAADALLAH et al. (2001) a été mené pour Vérifier ’effet de la

salinit¢ sur deux variétés d’haricot (BAT477 et BRB17) inoculées avec une souche
rhizobiale (CIAT899). Sept (07) jours apres le semis, les plantules sont réparties en 4 lots :
le premier irrigué avec une solution témoin, le second et le troisieme irrigués avec la méme
solution additionnée respectivement de 25 et de 50 mM NaCl. Le dernier lot est cultivé

préalablement sur milieu témoin et 28 jours apres semis, il est soumis a 25 mM NaCl.

Chez les deux variétés d’haricot, les résultats obtenus indiquent que le poids sec de
la plante entiére est nettement réduit sous I’effet de la contrainte saline. Cette réduction
progresse avec |’augmentation de la concentration saline de 25 a 50 mM NaCl
Néanmoins, cet effet négatif est moins prononcé chez les plants exposés tardivement a la

salinité, 28 jours apres le semis (Fig.6).
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Figure (6) : Variations du poids sec de la plante entiére d’haricot (Phaseolus vulgaris) en
fonction de la salinité et la durée des traitements salins (SAADALAH et al., 2001)

Les chiffres portés dans les histogrammes correspondent aux indices de sensibilité au
sel, IS : IS = 100 - (MS NaCl — MS témoin) / MS témoin ; 0, 25 et 50 : plantes irriguées
depuis la germination avec solution nutritive contenant respectivement, 0, 25 et 50 mM
NaCl ; 25 A : plantes soumises a 25 mM NaCl 28 jours apres le semis]

Dans sa these de doctorat en 2008, LAZREK BEN-FRIHA a étudié le
comportement de 10 populations naturelles, en Tunisie, de Médicago truncatula vis-a-vis
de la salinité appliquée a 60 mM de NaCl. Ainsi, la figure (7) révele que le poids sec de la
plante entiére a diminué chez les 10 populations de Médicago, mais avec des différences
entre les populations.

mg/ plante
o4 Matié¢re séche
45 a
b _ b
be be
Lli d d cd cd a ! a
a0d [P b b —
b b b
c
15 4
[ L ) v L) L) L ¥ |:| Sans sel
1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10
pop 60 mM NaCl

Figure (7) : Effet du sel sur la seche de la plante entiére chez 10 populations naturelles de
Médicago truncatula (LAZREK BEN-FRIHA, 2008)

Dans un travail ou 04 concentrations salines (100 ; 200 ; 300 et 400 mM naCl) ont

été appliquées sur 06 espéces d’acacia, CHERIFI et al. (2017) rapportent que des

réductions relatives du poids sec de la plante entiere ont été observées chez les 06 espéces.




Partie (111) RESULTATS ET DISCUSSION

Cependant, il est clair de la figure (8) que les acacias cultivés manifestent une variabilité

spécifique.
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Figure (8) : Taux de réduction du poids sec de la plante entiére sous 1’effet de
salinité chez six espéces d’acacia (CHERIFI et al., 2017)

Les résultats cités ci-dessus permettent d’en déduire que la biomasse séche totale
des Fabaceae est affectée par la salinité et que cet effet s’aggrave lorsque la concentration
saline est augmentée. D’autre part, la tolérance a la salinité varie selon I’espéce et la

variété.

1.1.1.2. Mesures biométriques de la partie aérienne

- Longueur de la partie aérienne

Dans une étude effectuée en 2015, TEGGAR a soumis 04 variétés de lentille (Lens
culinaris) a des concentrions salines progressives, 50 mM, 75 mM et 100 mM de NaCl.
Les résultats obtenus montrent des diminutions progressives, chez I’ensemble des
génotypes utilisés mais de fagons différentes, en réponse aux contraintes salines indiquées

ci-dessus (Figure 9).
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Figure (9) : Effet de la salinité sur la longueur de la partie aérienne chez quatre variétés

Lentille (Lens culinaris) (TEGGAR, 2015)

CHERIFI et al.(2017) soulignent que des réductions relatives de la longueur de la
tige ont été enregistrées chez les plants de 06 espéces d’acacias soumis a la salinité et que
ces réductions croissent a chaque fois ou la concentration saline du milieu augmente
(Figure 10).
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Figure (10) : Taux de réduction relative (%) de la longueur de la tige sous I’effet de la
contrainte saline chez six espéces d’Acacia (CHERIFI et al., 2017)
Cela dit, il nous soit permis de conclure que la longueur de la partie aérienne est
I’un des paramétres affectés par la salinité et que son atteinte est en rapport avec le degré

de salinité du milieu de culture des Fabaceae.
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- Nombre de feuilles par plant

Les travaux de CHERIFI et al. (2017) indiquent aussi que le nombre de feuilles par
plant est affecté par la salinité. Ainsi, des réductions relatives (%) ont été enregistrées chez
les especes d’acacia cultivées, elles oscillent entre 20 % et 90 % et ce relativement aux

concentrations salines appliquées (Figure 11).

Nbr.Fll

100

90 £
80 A
- / x Espéces
60 // /

=== A gummifera

== Achurnea
50

== A.raddiana
410

Achorrida

Réduction relative (%)

30 == A cyclops

20

== A\ cyanophylla
10

100mM 200mM 300mM A400mM
Concentrations de NaCl

Figure (11) : Taux de réduction du nombre de feuilles par plant sous 1’effet de la
salinité chez six espéce d’acacia (CHERIFI et al., 2017)

- Volume de la partie aérienne
BAHAUS NIA et al. (2019) ont appliqué 02 concentrations de NaCl (100 et 200

mM) combinées a 0,5 et 1 mM d’acide salicylique sur des plants de feve (Vicia faba L.)
dont la moitié a été inoculée avec des souches de Rhizobium. Les résultats figurant dans la
figure (12) indiquent que lorsque la salinité est appliquee a seule & 100 mM de NaCl, le
volume de la partie aérienne a Iégerement diminué chez les plants de feve non inoculés en
comparaison au témoin contre une augmentation nette chez les plants inoculés. Lorsque la
concentration saline est levée a 200 mM de NaCl, le volume de la partie aérienne a
considérablement chuté dans les deux milieux ou les plants sont inoculés et ou non

inoculés.
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Figure (12) : Variation du volume de la partie aérienne chez les plantes de feve
(Vicia faba L.) selon la concentration saline et I’inoculation ou non par les Rhizobiums
(BAHAUS NIA et al., 2019)

- Poids frais de la partie aérienne
BEN KHALED et al.(2003) ont mis en culture des plants de tréfle (Trifolium

alexandrinum L.) dans des milieux arrosés respectivementa 0, 2, 4, 6 et 8 g/L de NaCl.
Les résultats enregistrés montrent que la solution saline concentrée a 2 g/L a entrainé une
augmentation du poids frais de la partie aérienne et sa teneur en eau, tandis que les
concentrations salines 4 , 6 et 8 g/L ont abouti a des baisses respectives en poids frais et en

teneur en eau de la partie aérienne (Figure 13).
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Figure (13) : Effet de la contrainte saline (NaCl) sur le poids frais de la partie aérienne du
trefle (Trifolium alexandrinum L.) inoculé par le Rhizobium. Les valeurs sur les
histogrammes correspondent aux teneurs en eau, exprimees en % de la matiére fraiche
(BEN KHALED, et al., 2003)
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- Poids sec de la partie aérienne
Concernant le poids sec de la partie aérienne, des résultats identiques aux

précédents ont été signalés par BEN KHALED, et al. (2003), indiquant, ainsi, que
seulement dans le milieu de culture concentré a 2 g/L NaCl, les poids sec de la partie
aérienne a augmenté. Quant aux autres conditions salines (4 , 6 et 8 g/L), elles ont

provoqué des diminutions progressives (Figure 14).

Matigére séche des organes
aeriens, mg /plante

NaCl{g I")

Figure (14) : Effet de la contrainte saline (NaCl) sur le poids sec de la partie aérienne du
trefle (Trifolium alexandrinum L.) inoculé par le Rhizobium et cultivé sur milieu
hydroponique. (BEN KHALED, et al., 2003)

L’expérimentation de TEGGAR, en 2015, a conduit a des résultats confirmant ce
qui précéde et indiquant que chez les 04 variétés de lentille, les plantes ont manifesté des
baisses en poids sec de la partie aérienne, qui progressent avec 1’augmentation de la
salinité. Toutefois, les diminutions sont beaucoup plus prononcées chez les deux variétés

« Balkan » et « Métropolle » que chez « Ibella » et «Syrie NT » (Figure 15).
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| Figure (15) : Effet de la salinité sur le poids sec de la partie aérienne chez quatre
variétés de lentille (Lens culinaris) (TEGGAR, 2015)

Le travail de LAZREK BEN-FRIHA (2008) a conduit a des résultats similaires a
ceux cités ci-avant et qui indiquent que la concentration saline (60 mM de NaCl) a
entrainé, d’une fagon considérable et différente, des diminutions du PS de la partie

aerienne chez les 10 populations de Médicago (Figure 16).
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Figure (16) : Effet du sel sur la longueur des tiges chez 10 populations naturelles
du Médicago truncatula (LAZREK BEN-FRIHA, 2008)
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BAHAUS NIA et al. (2019) revelent que lorsque les plants de Vicia faba L. sont
stressés a 100 mM de NaCl, aucun changement n’a ét¢ remarqué chez les plants
préalablement inoculés par des souches de Rhizobium, tandis que chez ceux non inoculés
une légére diminution du PS de la partie aérienne. En levant la concentration saline a 200
mM, les résultats indiquent une diminution remarquable chez les plants inoculés et a un

degré moindre chez ceux non inoculés (Figure 17).
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Figure (17) : Variation du poids sec de la partie aérienne chez les plantes de feve
(Vicia faba L.) selon la concentration saline et I’inoculation ou non par les Rhizobiums
(BAHAUS NIA et al., 2019)

1.1.1.3.  Mesures biométriques de la partie souterraine

- Longueur de la partie racinaire
La consultation des résultats obtenus par BAHAUS NIA et al.(2019) renseigne
que globalement les concentrations salines (100 et 200 mM de NaCl) n’affectent pas la
longueur de la partie racinaire des plants de feve, qu’ils soient inoculés ou non (Figure 18).

Il est observé, au contraire, qu’il y’a de 1égéres augmentations.
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Figure (18) : Variation de la longueur de la racine chez les plantes de feve (Vicia faba L.)
selon la concentration saline et I’inoculation ou non par les Rhizobiums
(BAHAUS NIA et al., 2019)

- Volume de la partie racinaire
TEGGAR (2015) est arrivé a ce que, sous 50 mM de NaCl, les 04 variétés de Lens

culinaris ne manifestent aucun changement au plan du volume racinaire. Ce n’est qu’a

partir de 75 mM qu’on commence a observer de trés légéres diminutions (Figure 19).
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Figure (19) : Effet de la salinité sur le volume racinaire chez quatre variétés de
lentille (Lens culinaris) (TEGGAR, 2015)

S’agissant des plants de Vicia faba L., la concentration saline (100 mM de NaCl)
utilisée par BAHAUS NIA et al.(2019) n’a pas affecté le volume de la partie souterraine,
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mais a 200 mM, un abaissement considérable est remarqué chez les plants inoculés aussi

bien que chez les non inoculés (Figure 20).
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Figure (20) : Variation du volume de la partie racinaire chez les plantes de feve
(Vicia faba L.) selon la concentration saline et I’inoculation ou non par les Rhizobiums
(BAHAUS NIA et al., 2019)

- Poids frais de la partie racinaire
BEN KHALED, et al. (2003) ont révélé que le PF racinaire s’est considérablement
amélioré sous 2 g/L de NaCl et a des degrés moindres sous 4 et 6 mM, alors que dans le

milieu arrosé a 8 mM, un net abaissement a été enregistré (Figure 21).
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Figure (21) : Effet de la contrainte saline (NaCl) sur le poids frais de la partie racinaire du
tréfle inoculé par le Rhizobium. Les valeurs sur les histogrammes correspondent aux
teneurs en eau, exprimées en % de la matiere fraiche (BEN KHALED, et al., 2003)
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Les résultats illustrés dans la figure suivante indiquent une diminution du PF
racinaire chez tous les plants de féve, inoculés ou non, lorsqu’ils sont stressés a 100 mM de
NaCl. Dans les conditions plus stressantes (200 mM), le PF des racines a considérablement

baissé en présence et en 1’absence d’inoculation.
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Figure (22) : Variation du poids frais de la partie racinaire chez les plantes de féve
(Vicia faba L.) selon la concentration saline et I’inoculation ou non par les Rhizobiums
(BAHAUS NIA et al., 2019)

- Poids sec de la partie racinaire
Chez les plants de Trifolium alexandrinum L. alimentés en 2 , 4 ou 6 g/L de NaCl,
le PS racinaire a progressivement augmenté en comparaison au témoin, mais en levant la
concentration saline a 8 g/L, il a clairement diminué (Figure 23).
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Figure (23) : Effet de la contrainte saline (NaCl) sur le poids sec de la partie racinaire chez
Trifolium alexandrinum L. inoculé par le Rhizobium (BEN KHALED, et al., 2003)
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Dans des conditions de culture stressantes (50 ; 75 et 100 mM de naCl), il s’est

induit une diminution progressive du PS racinaire chez les plants appartenant aux 4

variétés de lentille (Lens culinarisis) (Figure 24).
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Figure (24) : Effet de la salinité sur le poids sec racinaire chez quatre variétés de

lentille (lens culinaris) (TEGGAR, 2015)

L’ensemble des plants de Vicia faba L. (inoculés et non inoculés) ayant subi 100

mM de NaCl n’ont pas manifesté de variation considérable sur le PS racinaire. Mais

lorsque la concentration saline est doublée,

le PS de la partie souterraine a

considérablement chuté chez les échantillons inoculés et ceux non inoculés (Figure 25).
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Figure (25) : Variation du poids sec de la partie racinaire chez les plantes de feve
(Vicia faba L.) selon la concentration saline et I’inoculation ou non par les Rhizobiums

(BAHAUS NIA et al., 2019)
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1.1.2. Mesures biométriques nodulaires
- Nombre de nodules par plant
Chez les plants de Phaseolus vulgaris, le nombre de nodules est affecté par la
salinité lorsque cette derniere est appliquée précocement, notamment a 50 mM de NaCl.
Toutefois, I’application tardive de 25 mM entraine une augmentation du nombre de
nodules. L’effet négatif est plus prononcé chez la variété « BAT477 », alors que celui
améliorant est plus marqué chez « BRB17 ».
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Figure (26) : Effet de la salinité sur le nombre de nodules par plant d’haricot
(Phaseolus vulgaris) (SAADALLAH, 2001)

Des réductions du nombre de nodules sont enregistrées chez les plants des 4
variétés de Lens culinaris stressés a la salinité. Ces diminutions augmentent au fur et a

mesure que les concentrations salines sont revues en hausse.
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Figure (27) : Effet de la salinité sur le nombre de nodule par plant chez quatre variétes de
lentille (Lens culinaris) (TEGGAR, 2015)
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Selon les résultats obtenus par BAHAUS NIA et al. (2019), de légeres
augmentations en nombre de nodules ont été enregistrées chez les plants de Vicia faba L.
ayant subi 100 mM de NaCl. La ou la salinité est levée a 200 mM, aucun nodule n’a été
observé chez les plants inoculés, tandis que chez les plants non inoculés le nombre de

nodules a été identique a celui du témoin.
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Figure (28) : Variation du nombre de nodules chez les plantes de féve (Vicia faba L.)
selon la concentration saline et I’inoculation ou non par les Rhizobiums
(BAHAUS NIA et al., 2019)

- Volume nodulaire
Le traitement a 100 mM de NaCl a entrainé une diminution remarquable du volume
nodulaire chez les plants de Vicia faba L. préalablement inoculés et aucun effet n’a été
enregistré chez les plants non inoculés. Cependant, le volume des nodules est devenu

presque nul sous traitement a 200 mM.
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Figure (29) : Variation du volume nodulaire chez les plantes de féeve (Vicia faba L.)
selon la concentration saline et I’inoculation ou non par les Rhizobiums
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(BAHAUS NIA et al., 2019)
- Poids sec nodulaire

Chez les plants de Phaseolus vulgaris, le poids sec nodulaire est affecté par la
salinité lorsque cette derniere est appliquée précocement, notamment a 50 mM de NaCl.
Toutefois, I’application tardive de 25 mM entraine une augmentation du nombre de
nodules. L’effet négatif est plus prononcé chez la variété « BAT477 », alors que celui
améliorant est plus marqué chez « BRB17 ».

Les résultats obtenus par SAADALLAH et al.(2001) montrent que la salinité
affecte aussi le poids sec nodulaire chez les plants de Phaseolus vulgaris traités a 25 et 50
mM de NaCl, notamment lorsque ’application de la salinité est précoce, au repiquage.

Cette influence de la salinité est plus marquée chez la variété «BRB17».
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Figure (30) : Effet du sel sur la matiére séche nodulaire, g.plante™
(SAADALLAH, 2001)

1.2. Dosages biochimiques

- Azote total
TEGGAR (2015) a procédé au dosage de I’azote total chez des plants appartenant a

4 variétés de lentille (Lens culinaris) stressés a différentes concentrations salines, a savoir
0; 50; 75 et 100 mM de NaCl. Les résultats obtenus révelent qu’on assiste a une

diminution de la teneur en azote total, qui croit avec 1’augmentation des concentrations

salines (Figure 32).
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Figure (32) : Effet du NaCl sur la variation du taux d’azote en % de matiére séche des
feuilles chez quatre variétés de Lens culinaris (TEGGAR, 2015)

- Fixation symbiotique d’azote (FSA)

Apres avoir appliqgué 25 mM de NaCl sur 4 geénotypes de Phaseolus vulgaris
préalablement inoculés par 2 souches de Rhizobium, FAGHIRE (2012) affirme que la
fixation symbiotique d’azote (FSA) s’est avérée, sous tous les traitements, inférieure au
témoin (Figure 31). La FSA a été estimée comme étant la différence entre la quantité
finale d’azote (% d’N) dosée a la récolte et celle d'azote fourni au début sous forme d’urée
(3 mM/plant, correspondant a 84 mg N) (VADEZ et DREVON, 2001 ; AYDI et al., 2008 ;
BARGAZ et al., 2011a) in (FAGHIRE, 2012).
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Figure (31) : Effet de la salinité sur la fixation symbiotique d’azote (FSA) chez 4
génotypes de Phaseolus vulgaris combinés avec 2 souches de Rhizobium.
(FAGHIRE, 2012)
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- Efficacité nodulaire
Les resultats obtenus par (FAGHIRE, 2012) montrent que chez toutes les
combinaisons testées, le traitement salin a négativement affecté I'efficacité nodulaire avec

quelques variations entre les combinaisons symbiotiques testées (Figure 32).
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Figure (32) : Effet de la salinité sur I'efficacité nodulaire, estimée par les quantités d'azote
fixé pendant la période du traitement chez 4 génotypes de Phaseolus vulgaris combinés
avec 2 souches de Rhizobium. (FAGHIRE, 2012)
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CONCLUSION GENERALE

L'utilisation de plus en plus abusive des engrais chimiques aboutit souvent a
mettre a la hausse les colts de production et les risques d'affecter le milieu. Le recours
a l'exploitation des Fabaceae, pour des raisons agronomiques, economiques et
écologiques est devenu de haute nécessité afin de bénéficier de leur capacité de fixer
I'azote atmosphérique et de limiter, ainsi, les apports d'engrais azotés (ALKAMA et
al., 2002; JEDER et al., 2003). Cependant, ces avantages attendus sont exposés a étre
influencés par les contraintes biotiques ou abiotiques pouvant affecter I'état
physiologique de la plante tel que les maladies, la déficience nutritionnelle, la toxicité,
la salinité, etc. Ce qui se répercute directement sur l'activité fixatrice de l'azote
attendue de l'association symbiotique (BROCKWEL et al., 1995). Le présent travail
est mené dans le but de vérifier I'effet inhibiteur probable de la contrainte saline sur la
nodulation et, par conséquent, sur la fixation d'azote atmosphérique chez les

légumineuses.

Malgre la diversité des espéces végétales et des concentrations salines utilisées,
les travaux de recherche que nous avons consultés ont abouti a des résultats

convergeant, dans leur globalité, vers des points qui se résument au suivant:

La biomasse seche de la plante entiere des Fabaceae est affectée par la salinité
et cet effet est de plus en plus aggravé tant que la concentration saline augmente.

D’autre part, la tolérance a la salinité varie selon I’espece et la variét¢ (SAADALLAH

etal., 2001 ; LAZREK BEN-FRIHA, 2008 ; CHERIFI et al., 2017).

A T’exception de la concentration saline 2 g NaCl/L, ou il est observé un léger
accroissement du poids frais de la partie aérienne chez les plants du tréfle (Trifolium
alexandrinum L.) (BEN KHALED, et al., 2003), I’ensemble des parameétres
biométriques mesurés au niveau de la partie supérieure, chez les différentes especes de
Fabaceae étudiées, ont subi un effet dépressif, qui ne cesse d’augmenter au fur et a
mesure que la concentration du sel augmente (SAADALLAH et al., 2001 ; LAZREK
BEN-FRIHA, 2008 ; TEGGAR, 2015 ; CHERIFI et al., 2017 ainsi que BAHAUS NIA
et al., 2019). Cet effet concerne la longueur de la tige, le nombre de feuilles, le

volume, le poids frais et le pois sec de la partie aérienne chez 1’ Acacia, la lentille (Lens

.
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culinaris), feve (Vicia faba L.), le haricot (Phaseolus vulgaris), le Médicago
truncatula et le tréfle (Trifolium alexandrinum L.). Au niveau racinaire, ces
parameétres sont moins affectés par la contrainte saline. Chez le trefle inoculé par les
Rhizobiums, le traitement avec 2; 4 et méme 6 g NaCl par litre a entrainé une
augmentation du poids frais et du poids sec aussi (BEN KHALED, et al., 2003).

Concernant les nodules, leur nombre, le volume et le poids sec ont tous
diminué sous traitement a la salinité et les diminutions enregistrées ont été relatives
aux concentrations salines (SAADALLAH et al., 2001 ; FAGHIRE, 2012 ; BAHAUS
NIA et al., 2019). Cet effet diminuant s’est répercuté, par conséquent, sur la fixation
symbiotique d’azote et I’efficacité nodulaire (FAGHIRE, 2012). Ces résultats sont en
accord avec des travaux similaires menés par GARG et SINGLA (2004), AYDI et
al.,(2008) et ELFRIHA S. (2011).

Vu I'importance des Fabaceae en général et de la fixation d’azote
atmospherique par voie symbiotique en particulier, il est & allouer & ce sujet beaucoup
plus de considération et que la recherche en question soit multipliée en vue d’ajouter

des éclaircissements sur I’interaction « Salinité — Légumineuses — Rhizobiums ».
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