Ao Gl A0k y Saall Ay 8 Al Ay gaal)
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
el Cm gl g Ml el 5513
MINISTERE DE I’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE IBN KHALDOUN, TIARET

FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE
DEPARTEMENT DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE

2N
’{/‘/‘

\) (e a“L

THESE

Présentée pour obtention du Diplome
p p
de

DOCTORAT EN SCIENCES
Spécialité
Sciences de la Nature et de la Vie

par
M. Kada SOUANA

Intitulée

Etude de Pinteraction « acide salicylique-salinité » sur
la réponse physiologique et moléculaire de la feve

(Vicia faba L.)

Soutenu publiquement le :

Devant les membres de jury :
Président Ahmed ADDA Prof. Université Ibn Khaldoun, Tiaret.
Examinateur Lakhdhar BELABID Prof. Université de Mascara.
Examinateur Ali MILOUDI Prof. Université de Mascara.
Examinateur Ahmed HADDAD Prof. Université d’El-Bayadh.
Directeur Khaled TAIBI MCA Université Ibn Khaldoun, Tiaret.
Co-directeur Mokhtar AMIRAT MCA Université Ibn Khaldoun, Tiaret.

Année universitaire 2020-2021



udla

1y o)1 ZLaY) 2L 3 dals dala JSGG da glall dua prall Jualaall (paaty jlia) ()
Al ol odgy Liad Uy 138 & jaise 2yl 3 & adaae 0¥ cpdll (a1 Sl elaadl b 8 Jal e
Jsll il e da gl e A5 el JEY) (e cagaall 8 clluallid) (aes 50 ans ) Caags
Ol )y (el (a2 5 aall el | el o sl saadl) (il e @l (Vicia faba L)
Al ¢ saill andi &5 celld 2oy Eliallid) (aea 5 o 503 saall 2518 (e ddlide @l 308 1 J gl Dl (g
ey 3V ddaiil 5 szl Joasil) ¢ 51 (5 5ill ¢ gadall Gl cdlalaa oy Sl ¥ alal) dpilal)
30 saleadl)

Ll gai (i Lagh ) ] e a8 st 38 A glal) (0 Lgale Juaniall giliall @yl
Adail 3 55 Al Lgilla Cppnty elally Baganall J sl il el el Alaias) | o o) spnadll adaliti g
Adlca) 2ay da pale S0 bl Janil (i) sl Cpdaail) DS 3 508 (e 23 38 5 300SU Balicaal) ey Y|
O sl Balain) 5 ¢ guall Jiadll dlee g Adald) olie Agdlad o Lalially e o) clluadlall aea
ald dgall LlaYl n Jasdl GOUAY) Gady Lads cale JSG Aauslill ) ) Jilisy 303
a5 Jumdl 1303 sedal 3 Aguadulce sl bl QIS o) 5 in U g Gal s LGS DG yiiny
) Gl el s ) Histal (1 s Jaaills 0 jlaa elall Jasca it cpuanl A Ja 5 5l sanid
o Jia) 3 (53 A1y sl Jaaill ) Adlial edas 1 (8 eelall 3 55 o 38 5l 18y clilassllidl meal aal
e 0.5 ils cons Qb US55y Aguadulee (1) sl daail) o o 38 5 ¢G5 sl Jaleal) 135
Y se e Tl s Juadl S35 Histal 5 ) daail) sty Loty clilisllid) Gaas Y sa

el Jsdl) il e Gpead Jaine sai abaia€ ellidlid) (ans Jlie] oKar caY1 (S
By Aallal ol V) sl s 3 e Jsill del ) Glee Walod ellidlid) aes aladin) i o
Adlall laliall (8 i ) IS ds sLally 330 A S e Jalacll Wlad Galoa) 5 Ui S Sl iy

daalidall cilalsl)
c‘;_?}..al\ d:m:d\ MT)‘)L:J\ QYJ\_\A}\ ‘Z\_JSLJ\ Al Vicia faba L. ‘MM\ G-V EN ‘«L)ﬂ\ :\A)Lq
SO Baliaall ey 31 ¢ oanzalinl) Japall ¢ 500 (30 sl



Résumé

La selection et I'amélioration des cultures soumises a la salinité constituent un besoin urgent
pour augmenter la production agricole et alimentaire afin de nourrir la population humaine
croissante. Le but de la présente étude est d’évaluer le réle de 1’apport exogéne de l'acide
salicylique (AS) dans I’atténuation des effets néfastes de la salinité sur la feve (Vicia faba L.) &
I’échelle physiologique et moléculaire. De ce fait, deux génotypes de la féve ont été soumis a
différentes concentrations de NaCl et de I’acide salicylique dans un dispositif factoriel complet.
Apres cela, la croissance, I'état hydrique, les échanges gazeux, la photosynthése, I’homéostasie
ionique, I’ajustement osmotique et I’activité des enzymes antioxydantes ont été évalués.

Les résultats obtenus révélent que la salinité induit plusieurs limitations de la croissance des
plantes et des attributs physiologiques. En réponse, les plants de la feve stressées a la salinité ont
amélioré leur état hydrique et leurs activités enzymatiques antioxydantes. Il est a noter que la
tolérance des deux génotypes au NaCl a été considérablement améliorée par I’apport exogene de
I’acide salicylique qui a permis le maintien de I’intégrité de la membrane cellulaire et du processus
photosynthétique, la restauration de I’homéostasie ionique et la diminution des dommages
oxydatifs. Dans I’ensemble, la différence entre les génotypes est plutot quantitative que qualitative
méme si le génotype Aguadulce a montré une croissance optimale et une meilleure réponse
physiologique et moléculaire sous stress salin en comparaison au génotype Histal. Toutefois, les
effets bénéfiques de I’acide salicylique varient en fonction de sa concentration, de la concentration
saline, du génotype testé et du parameétre étudié ; le génotype Aguadulce se comporte mieux sous
le traitement a 0,5 mM AS tandis que le génotype Histal manifeste un comportement meilleur sous
le traitement 1 mM AS.

Par conséquent, I’acide salicylique peut étre considéré comme étant un régulateur de
croissance potentiel pour améliorer la réponse de la feve a la salinité. L’application de I’acide
salicylique fournirait une base pratique pour une large culture de la feve dans les terres marginales
et pourrait proposer une solution alternative écologique et économique efficace pour traiter les sols

affectés par les sels principalement dans les régions arides.
Mots clés

Tolérance a la salinité, acide salicylique, Vicia faba L., état hydrique, échanges gazeux,

photosynthése, homéostasie ionique, ajustement osmotique, enzymes antioxydants.



Abstract

Selection and improvement of crops subjected to salinity constitute an urgent need for
increasing agricultural and food production in order to feed the growing human population. The
aim of the present study is to evaluate the role of salicylic acid (SA) application in mitigating the
adverse effects of salinity on faba bean (Vicia faba L.) at the physiological and molecular levels.
Fort this purpose, two faba bean genotypes were subjected to various concentrations of NaCl and
salicylic acid in a full factorial design. After that, growth, water status, gas exchanges,
photosynthesis parameters, ions homeostasis, osmotic adjustment and antioxidant enzymes
activities were evaluated.

The obtained results demonstrated that salinity induced several limitations in plants growth
and physiological attributes. In response, salt stressed faba bean plants improved water status and
enhanced antioxidant enzymatic activities. Remarkably, salt-tolerance of both genotypes was
significantly improved by salicylic acid application which allowed the maintenance of cell
membrane and photosynthetic process, restoring of ion homeostasis and the diminution of
oxidative damages. Overall, the difference between genotypes is rather quantitative than
qualitative even if the genotype Aguadulce displayed better growth, physiological and molecular
response under salt stress than the genotype Histal. Besides, the beneficial effects of salicylic acid
vary according to its concentration, the tested genotype and the studied parameter; the genotype
Aguadulce performs better under the treatment with 0.5mM SA while the genotype Histal
manifests greater behavior under the treatment with 1mM SA.

Therefore, salicylic acid can be considered as potential growth regulator to improve the salt
response of faba bean. The application of salicylic acid would provide a practical basis for wide
cultivation of faba bean in marginal and wastelands under-cultivated and might propose an
effective ecological and economical alternative solution to deal with salt-affected soils mainly in

arid regions.
Keywords

Salt tolerance, salicylic acid, Vicia faba L., water status, gas exchanges, photosynthesis, ions

homeostasis, osmotic adjustment, antioxidants enzymes
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AAS . Acétyle acide salicylique

ABA : Acide abscissique

Ac : Absorbance du controle
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AlA : Auxine
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Signification des symboles et des abréviations

H20>
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MDHAR
MENA
MFSC
Mha
mM
mmho
MPa
NADP
Pfi

Pn

Ppt

Ps

PSF
PSII
PSR
SDN
SDP
SOD
SOS
TRE

WUE
pmol

Yw

: Peroxyde d’Hydrogéne

: High affinity K* Transporter

. International Programme for Technology and Research in Irrigation and
Drainage (Programme international pour la recherche et la technologie en
irrigation et drainage)

: Intergovernmental Technical Panel on Soils

: Métre

: Ascorbate

: Middle East and North Africa (I'Afrique du Nord et le Moyen-Orient)

: Matiéres Fertilisantes ou Supports de Culture

: Million d’hectares

: Milli-mole
: Milli-mhos
: Méga-pascal

: Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
: Poids frais initial

: Assimilation nette de CO>

: Poids de pleine turgescence

: Poids sec

: Poids sec foliaire

: Photosysteme 11

: Poids sec racinaire

: Stimulateur de défenses naturelles

. Stimulateur de défense des plantes

: Superoxyde dismutase

. Salt overly sensitive

: Teneur relative en eau

: Volume

: Efficience instantanée de I'utilisation de I'eau
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Selon un rapport de la FAO, précedant le Sommet Mondial sur la Sécurité Alimentaire
organisé a Rome en 2009, la population mondiale doit passer de 6.8 milliards a 9.1 milliards
en 2050, soit un tiers de bouches de plus a nourrir. Un défi tres difficile a relever par le
secteur agricole souffrant déja de nombreuses contraintes d’ordre naturel et anthropique. La
salinité est I’un des problémes environnementaux les plus contraignants a la croissance de la
plupart des vegétaux, et aux especes cultivées en particulier, induisant des baisses
considérables des productions agricoles.

Prés de 400 millions d’hectares de terre sont affectés par la salinisation (Nag et Das,
2014), dont 80% sont d’origine naturelle et 20% d’origine anthropique. Dans les régions
arides et semi arides, la contrainte hydrique est aggravée par la salinité accrue, a son tour, par
I’irrigation intensive avec des eaux riches en sels (Munns et Tester 2008). Plus d’un tier de
I’alimentation mondiale est produite sur des sols irrigués représentant ainsi 20% des terres
arables du monde entier (Nag et Das, 2014) alors que 20% de ces surfaces irriguées sont
affectées par la salinité (FAO, 2018). En Afrique, il y’a 39 Mha de sols salins, soit 2% de
I’ensemble des terres agricoles, parmi lesquels 34 Mha sont considérés sodiques (FAO et
IPTRID, 2006).

Les pays du bassin méditerranéen comptent plus de 16 millions d'hectares ou la salinité
ne cesse de s’aggraver sous I’effet d’un fort ensoleillement et une faible pluviométrie (FAO,
2008). Selon Douaoui et Hartani (2008), plus de 20% des sols irrigués en Algérie sont
concernés par le probleme de salinité. Dans de telles conditions, le recours a I’irrigation
s’impose, méme avec des eaux freqguemment saumatres. Ainsi, dans ces sols caractérisés par
une insuffisance des eaux de drainage et une forte évapotranspiration, les sels ne s’infiltrent
pas en profondeur, mais ils remontent et s’accumulent dans la rhizosphére. En raison des
changements climatiques, cette menace pesante risque d’empirer dans les années a venir
(Wouyou et al., 2017).

La salinité est due aux fortes concentrations en sels solubles, a savoir en particulier NaCl,
Na>SOs et KCI. Toutefois, les analyses des eaux et des sols salés indiquent que le chlorure de
sodium (NaCl) demeure la principale forme retrouvee, représentant entre 50 a 80% des sels
solubles totaux. Il est considéré comme le sel le plus redoutable du fait que les deux ions qui
le composent, Na* et CI-, sont toxiques pour les plantes quand ils sont accumulés a des

concentrations élevées (Rengasamy, 2010).
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La contrainte saline affecte la plante en lui inhibant la nutrition hydrique et minérale ce
qui peut lui entrainer aussi une oxydation intracellulaire qui détériore 1’intégrité membranaire.
Les perturbations métaboliques sous I’effet de la salinité se traduisant généralement par un
disfonctionnement physiologique (activité stomatique, rendement photosynthétique et
échanges gazeux), des baisses de croissance et pouvant méme se solder par la mort de la
plante. L’effet de la contrainte saline se traduit, ainsi, par une triple contrainte, osmotique,
ionique et oxydative, que la plante subit d’une fagon consécutive (Adda et al., 2014 ; Taibi et
al., 2016). Munns et Tester (2008) et Ben Yahmed (2013) suggérent que la phase osmotique
se passe juste apres la perception du sel par des récepteurs transmembranaires. Elle est due a
une diminution du potentiel osmotique au niveau de la rhizosphere, qui réduit la capacité
d’absorption de 1’eau par les poils absorbants au niveau des racines et inhibe, par conséquent,
I’assimilation sélective des ions via la membrane plasmique. Cependant, la phase ionique est
déclenchée suite a la précédente et s’accentue, surtout, lorsque le sel est véhiculé dans la
plante par flux de transpiration.

Face a cette complexité de stress induite par la salinité, les plantes halophytes et, a un
degré moindre celles dites glycophytes tolérantes, mettent en place différentes stratégies
adaptatives. Leur tolérance des plantes est mesurée par leur capacité a percevoir le stress, le
générer et transmettre le signal aux différentes parties de la plante initiant un ensemble de
modifications physiologiques et moléculaires pour (i) maintenir les molécules du stress
oxydant a un niveau acceptable; (ii) réajuster 1’équilibre osmotique et (iii) rétablir
I’homéostasie ionique (Hopkins, 2003).

L’acide salicylique (AS) est une phytohormone de nature phénolique synthétisée dans les
plantes exposées aux stress biotiques, mais ces dernieres années il se révéle de plus en plus
son efficacité dans la réponse des plantes aux stress abiotiques, y compris la salinité (Hayat et
al., 2010 ; Khelloufi, 2017). Il a été identifié dans 36 plantes appartenant a des groupes
taxonomiques différents (Hayat et al., 2010) et il est supposé étre présent chez tous les
végétaux (Hopkins, 2003 ; Dempsey et al., 2011). L’application exogéne d’AS sur les plantes
soumises aux différents stress a été etudiée par plusieurs chercheurs. Son réle dans le
rétablissement de différents parameétres physiologiques et moléculaires a été signalé chez plus
d’une espéce, a savoir le blé (Arfan et al., 2006), 1’orge (El Tayeb, 2005), le mais (Gunes et
al., 2005), etc.

Le choix des génotypes adaptées aux conditions environnementales défavorables est
devenu plus qu’important pour la réussite des programmes de sélection et d’amélioration des
plantes (Taibi et al., 2014 ; Taibi et al., 2015).
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L’objectif de ce travail est d’évaluer les effets de I’application de I’acide salicylique, a
différentes concentrations, sur le comportement physiologique et moléculaire de deux
génotypes de la féve Vicia faba L. soumis a des concentrations croissantes en NaCl. De ce
fait, la croissance, I’état hydrique, les échanges gazeux, le rendement photosynthétique,
I’intégrité membranaire, I’homéostasie ionique et 1’activité enzymatique antioxydante ont été
évalues.

L’analyse comparative de la réponse physiologique et moléculaire, entre les deux
génotypes soumis a la salinité, pourrait fournir les informations nécessaires aux programmes
de sélection et d’amélioration génétique de la feve. En outre, la sélection des génotypes les
plus adaptés a des conditions environnementales spécifiques contribue efficacement a leur

introduction dans les zones affectées par la salinité.
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Chapitre 1. Synthése bibliographique

1. Contrainte saline
1.2. Définition et origines

La salinisation peut étre définie comme étant le processus d’accumulation des sels
minéraux solubles dans le sol a des niveaux nuisibles pour les plantes (Tanji, 2004). Ces sels
comprennent du chlorure, sulfate, carbonate et bicarbonate de sodium, potassium, magnésium
et calcium, mais sont principalement sous la forme de NaCl et NaSOs (Beghin, 2019).
L’accumulation des sels hydrosolubles dans le sol présente deux origines, 1’une, dite
salinisation primaire, est naturelle (altération de roche mére, évaporation d'anciennes mers ou
lacs salés ou apports naturels externes) et affecte 80 % des terres salinisées. La seconde, appelée
salinisation secondaire, est d’origine anthropique et est due a des pratiques agricoles
inadéquates, en particulier 1’irrigation (Ruan et al., 2010 ; Barbouchi et al., 2013). Les eaux
d’irrigation chargées en sels et I’évaporation de I’eau a I’état pur sont a I’origine du processus
d’accumulation des sels dissouts si un systéme de drainage adapté n’est pas mis en place
(IPTRID et FAOQ, 2006).

Selon la FAO « Organisation des Nations Unies pour I’ Alimentation et 1’ Agriculture » et
I’ITPS « Intergovernmental Technical Panel on Soils » (2015), la salinité est due aux fortes
concentrations en sels solubles, a savoir en particulier NaCl, Na>SO4 et KCI et a des effets
directs sur la croissance et le développement des plantes. Quant a la sodicité, due a la
concentration excessive des ions de sodium en particulier, elle entraine une détérioration
importante des propriétés physiques du sol et affecte indirectement la croissance des cultures
via une augmentation de la croGte de surface, une mauvaise infiltration de I'eau et une aération
réduite de la zone racinaire. Dans la majorité des sols salins, le NaCl est la forme principale,
représentant entre 50 a 80 % des sels solubles totaux (Rengasamy, 2010 ; Ben Nja, 2014). Il est
considéré comme le sel le plus redoutable du fait que le Na* et le CI" sont toxiques pour les

plantes quand ils sont accumulés a des concentrations élevées (Kaewmanee et al., 2013).

1.2. Salinité et sodicite
La salinité d’un sol se mesure par la conductivité électrique (CE) d’un extrait de pate
diluée. La CE de I’eau pure a une valeur tres faible, qui augmente avec I’accroissement de la

concentration des sels. Ainsi, la CE fournit une estimation utile de la quantité de sels solubles
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dans le sol (Harter et Motis, 2017). Deux unités de mesure différentes sont communément
utilisées pour ’exprimer : le millimhos/cm (mmho.cm™) et le déci Siemens/m (dS.m™).

Un sol est défini comme salin si la conductivité électrique de son extrait est égale ou
supérieure & 4 dS.m™* a 25 °C correspondant & 40 mM de NaCl, soit 2.4 g/l (Shrivastava et
Kumar, 2015).

Tableau 1. Classification de la salinité des sols (Maillard, 2001).

Classes Conductivité de I’extrait du sol (dS.m™)
Non salin 0-2
Légerement salin 2-4
Modérément salin 4-8
Fortement salin 8-16
Tres fortement salin > 16

Les sols salins se caractérisent par un pH généralement inférieur a 8,5 et supérieur a 7,
une teneur en sodium ne dépassant pas 50% des cations en solutions avec une structure riche
en sels solubles, mais non dégradée (Benkaddour, 2014). Selon les mémes auteurs, un sol
alcalin (ou sodique) se distingue par une CE inférieure a 4 dS.m™ a 25 °C, un pH supérieur a
8.5, une saturation en Na* dépassant 15% de la capacité d’échange cationique (CEC) avec une

accumulation des sels en profondeur.

Tableau 2. Classification de la salinité de 1’eau (Maillard, 2001).

Concentration

Classes EC (dS.m™) en sels (mg.I) Type d’eau
Non saline <0.7 <500 Eau potable et d’irrigation
Légerement saline 0.7-2 500 — 1500 Eau d’irrigation
Modérément saline 2-10 1500 — 7000 | 1°° eau de drainage et eau souterraine
Tres saline 10 -25 7000 — 15000 | 2"% eau de drainage et eau souterraine
Tres fortement saline 2545 15000 - 35000 | Eau souterraine trées salée
Saumure > 45 > 45000 Eau de mer

En outre, I’abondance des cations Na* aboutit a la sodification du sol en détériorant sa
structure et le rendant imperméable, ce qui empéche le drainage (Bennett et al., 2009). Un sol
est dit sodique lorsque plus de 15% des cations échangeables sont des ions Na* (Harter et Motis,
2017).
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1.3. Gravite et ampleur de la contrainte saline

La salinité est I'un des facteurs les plus redoutables qui limitent la productivité des
cultures agricoles, notamment dans les régions arides et semi-arides (Munns et Tester, 2008).
Les rendements moyens des cultures importantes comme le blé et le riz sont estimés seulement
a 20 a 50% des rendements potentiels qui pourraient étre atteints dans des conditions optimales
(Beghin, 2019). Ces pertes sont dues principalement a la sécheresse et la salinité, facteurs qui
risquent probablement d’empirer dans le futur en raison des changements climatiques

(Shrivastava et Kumar, 2015 ; Wouyou et al., 2017).

Tableau 3. Tolérance au sel de certaines grandes cultures et especes légumiéres (Harter et
Motis, 2017).

Seuil maximal de | Salinité maximale de Diminution du
salinité du sol sans | 1’eau pouvant étre rendement par
Culture perte de utilisée sans unité dS.m?
rendement (dS.m" réduction de d’augmentation
h rendement (dS.m*) (%)
Grandes cultures tolérantes au sel :
- Blé 6.6 4.0 7.1
- Orge 8.0 5.3 5.0
- Coton 1.7 51 5.2
- Betterave a sucre 7.0 4.7 59
Légumes modérément tolérants:
- Artichaut 6.1 4.1 115
- Asperge 4.1 2.7 2.0
- Betterave rouge 4.0 2.7 9.0
- Courgette 4.9 3.3 10.5

Malgré la gravité du probléme, les statistiques précises, récentes et actualisées concernant
les surfaces des sols affectés par le sel a travers le monde restent peu disponibles (Lucrezia et
al., 2016). Néanmoins, il est connu que les sols salins sont naturellement présents sous tous les
climats et sur tous les continents, partout ou I’évaporation excede les précipitations pluviales

de fagon permanente ou temporaire (Girard et al., 2005 ; Ben Kaddour, 2014).
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Tableau 4. Tolérance relative au sel de certaines légumiéres (Harter et Motis, 2017).

Seuil maximal de salinité du sol Diminution du rendement
Culture ) 1
légumigre sans perte de rendement par unité dS.m
(dS.m) d’augmentation (%)

Cultures sensibles:

- Haricot 1.0 19

- Carotte 1.0 14

- Fraise 1.0 33

- Oignon 1.2 16
Cultures modérément sensibles:

- Navet 0.9 9

- Radis 1.2 13

- Laitue 1.3 13

- Poivron 15 14

- Patate douce 15 11

- Feve 1.6 10

- Pomme de terre 1.7 12

- Tomate 2.5 10

- Concombre 2.5 13

Certaines sources estiment que le monde perd au moins 3 ha de terres arables chaque
minute a cause de la salinité du sol (IPTRID et FAO, 2006). Pres de 6.5 % de la surface totale
du monde et environ 20% de la surface cultivée sont déja touchées par la salinité du sol (Hakim
et al., 2014). En Afrique, 39 Mha de terres arables, soit 2% du continent, sont des sols salins et
34 Mha parmi ces terres sont des sols sodiques (FAO, 2008). Dans la région du Proche-Orient
et de I'Afrique du Nord (NENA), la salinisation est considérée la menace la plus grave apres
I'érosion du sol, affectant 11.2% des sols (FAO et ITPS, 2015). Aux pays du Maghreb, plus de
30% des eaux d’irrigation sont chargées de sels, ce qui conduit avec le temps a une
accumulation des toxines aussi bien dans la rhizosphere que dans les différentes parties des
plantes (Rahmoune et al., 2008). En Algérie, 3.2 Mha de terres sont affectés par la salinisation
(Benmahioul et al., 2009) et plus de 20% des sols irrigués sont concernés par des problemes de
salinité (Rouabhia et Djabri, 2010).

1.4. Composantes du stress salin

Le stress salin induit chez la plante deux contraintes, qui ne se déroulent pas
simultanément. La phase osmotique se produit quelques minutes a quelques jours aprés
I’exposition aux sels et quelques jours a quelques semaines, selon 1’espéce, commence a se

développer la phase ionique (Munns, 2002).
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La premiere phase est immeédiate et due a la diminution du potentiel osmotique au niveau
de la rhizosphere, ce qui réduit la capacité d’absorption de 1’eau au niveau des racines et inhibe,
par conséquent, la croissance des jeunes feuilles (Munns et Tester, 2008). Le stress osmotique
n’est pas spécifique a la salinité, mais il est induit aussi par d’autres contraintes abiotiques

comme la sécheresse, le gel et le froid.

Application du
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Figure 1. Réponse de la croissance pendant les deux phases du stress salin (Rungrat et al.,
2016 ; Sahar, 2019).

Les réponses au stress salin agissent en deux temps : (i) la phase osmotique, liée a l’effet du sel
autour des racines et inclus des réponses de court terme entrainant la fermeture des stomates
et la réduction de la croissance. (ii) la phase ionique est liée a I'accumulation du sel a ['intérieur
de la plante. L ’accumulation des ions a des niveaux toxiques dans la partie aérienne est
responsable de la sénescence précoce.

La phase ionique, quant & elle, est déclenchée lentement quand le sel est transporté dans
la plante par flux de transpiration (Munns et Tester, 2008 ; Ben Yahmed, 2013). L’accumulation
des ions, Na" en particulier, a des concentrations toxiques dans les feuilles engendre un
dysfonctionnement métabolique général (Glenn et al., 1999 ; Sahar, 2019), conduisant le plus
souvent a la réduction de la biomasse, I’arrét de la croissance foliaire et la sénescence des
feuilles matures (Munns et Tester, 2008 ; Lohaus et al., 2000). La teneur relative en eau des

feuilles et la transpiration sont également affectées (Rengasamy, 2006).
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2. Effet de la salinité sur la plante

Chez la plupart des especes végétales, les ions Na* sont considérés plus toxiques et
atteignent des seuils de toxicité avant le CI, alors que pour d’autres espéces, telles que le soja
et le citronnier, c’est le C1” qui est plus redoutable (Munns et Tester, 2008). Les effets de la
contrainte saline sont vérifiables a des niveaux différents, a savoir la physiologie de la plante
stressée, le statut hydrique, I'intégrité membranaire, les échanges gazeux au niveau foliaire et
la photosynthése. L activité symbiotique et le métabolisme azoté pourraient, chez les fabacées,
sont également affectés.

2.1. Effet sur la physiologie de la plante

Le stress salin manifeste chez la plante une difficulté¢ du captage de I’eau par les racines
et/ou par une toxicité due a I’accumulation des sels dans la plante (Rai, 2017). Il est a I’origine
de la réduction du rythme d’apparition des feuilles et la surface foliaire sont également réduits
par la salinité (Ruan et al., 2010). Selon Ben Yahmed (2013) et Ben Nja (2014), la réduction
de la feuille est le premier effet phénotypique observable chez les glycophytes stressees a la
salinité. Une sénescence précoce des feuilles est due a des modifications hormonales et a
I’émergence d’un stress oxydatif induit par les composantes osmotiques et ioniques du stress
salin (Ghanem et al., 2008 ; Kosova et al., 2013). Une réduction du flux d'assimilas vers les
tissus méristématiques signalée par Ben Yahmed (2013) est a 1’origine de I’inhibition de
croissance induite par un arrét ou une diminution de la division et/ou 1’¢longation cellulaire
(Rivero et al., 2014). La croissance des parties aériennes est souvent plus affectée que celle des
parties racinaires (Albacete et al., 2008).

Teakle et Tyerman (2010) rapportent que ces modifications morphologiques sont dues a
une contrainte osmotique primaire suivie par un stress ionique dd a une déficience en K™ et Ca™
et une accumulation des ions Na* et CI-. Chez les glycophytes, la toxicité ionique induite par le
stress salin est visible chez les feuilles les plus agées, qui accumulent plus de Na* et Cl en
comparaison aux feuilles juvéniles en raison de leur forte évapotranspiration (Munns et Tester,
2008). Les ions Na* et Cl" s’accumulent a des doses toxiques au niveau des feuilles matures
provoquant leur expansion puis leur sénescence, contrairement a ce qui peut étre observé au
niveau des feuilles jeunes (Ben Yahmed, 2013). Si le pourcentage de sénescence des feuilles
matures est supérieur au taux de production de nouvelles feuilles, I’activité photosynthétique
sera dans I’incapacité de répondre au besoin en carbohydrates des jeunes feuilles qui voient leur
croissance réduite (Munns et Tester, 2008). Pour ce qui est des feuilles des halophytes, que
leurs feuilles soient jeunes ou agées, elles procédent a une accumulation préférentielle des sels

pour équilibrer le potentiel osmotique (Teakle et Tyerman, 2010).
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D’autre part, le stress salin peut affecter la syntheése protéique, la photosynthese et les
métabolismes lipidiques (Rojas-Tapias et al., 2012). A un seuil élevé, il entraine une inhibition
de nombreux processus physiologique et biochimique. 1l peut induire un stress hydrique, une
toxicité ionique, des troubles nutritionnels, un stress oxydatif, une altération des processus
métaboliques, une desorganisation de la membrane et une réduction de la division cellulaire.
Ce qui se traduit par la réduction de la croissance, le développement, voire la survie de la plante
(Boukerma, 2017).

2.1.1. Effet sur le statut hydrique

La salinité de la solution du sol a un seuil élevé conduit a une situation de « sécheresse
physiologique » liée a la diminution du potentiel osmotique externe (Beghin, 2019). Cette
composante hydrique du stress salin induit une limitation de 1’absorption et du transport de
I’eau (Snoussi et al., 2004), une réduction de la conductance stomatique (Munns, 2002) et la
transpiration foliaire (Rengasamy, 2010). Avec ces changements du statut hydrique la plante
tente a réduire les pertes transpiratoires et minimiser ’entrée des ions Na* (Beghin, 2019). Cette
efficience de I’utilisation de I’eau est, donc, une composante essentielle de la résistance a la
salinité (Acosta-Motos et al., 2017) qui s’accompagne, en contre partie, avec une baisse de
’activité photosynthétique du fait d’une limitation de I’apport de CO2 (Beghin, 2019). La
réduction des teneurs en eau conduit a une perte de turgescence qui est a I’origine d’une

réduction de I’élongation cellulaire (Zidane, 2017).

2.1.2. Effet sur le statut nutritionnel

La nutrition minérale est considérablement perturbée par 1’accumulation intensive des
ions Na* et Cl autour de la zone pilifere de la plante. Un déréglement de la perméabilité
membranaire en est induit, entravant ainsi I’absorption de certains ions essentiels comme le
Ca** et le K*. Sachant que les ions Ca** sont indispensables a la stabilité des phospholipides de
la bicouche membranaire et de la pectine des parois, une augmentation du ratio Na*/Ca**
provoque le détachement des ions Ca*™, affectant ainsi 1’intégrité membranaire et celle des
parois végétales (Manchanda et Garg, 2008). D’autre part, I’activité enzymatique est affectée
par le sel, ce qui entraine un dysfonctionnement de tout le métabolisme cellulaire (Munns et
Tester 2008).

Baha (2015) met le point sur des antagonismes nutritionnels fréquents chez les plantes
élevées dans des milieux salins. La présence des ions Na* dans la solution du sol réduit
I’absorption des ions K* avec qui ils rentrent en compétition pour le méme transporteur situé

sur la membrane et, de méme, les CI" limitent I’assimilation des NOs". En outre, les Na* se

-10 -
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disputent avec les Ca*™ les mémes sites de fixation membranaires (Haouala et al., 2007). 1l est
confirmé, aussi, que la salinité du sol est a 1’origine des carences en phosphore chez la plante,
qui développe des symptdmes de déficience et que 1’addition de cet élément, au moment

opportun, restaure la croissance (Grattan et Grieve, 1999).

2.1.3. Effet sur ’intégrité membranaire

La membrane cellulaire est caractérisée par sa permeabilité sélective facilitant le passage
de I’cau et des petites substances non chargées par rapport aux macromolécules chargées
(Allario, 2009). La salinite augmente la rigidité de la paroi cellulaire et diminue la conductance
fluidique de la membrane plasmique (Liu et al., 2016) en affectant, ainsi, sa perméabilité par
I’augmentation de l'influx d'ions externes et I'efflux des solutions du cytosol (Zhang et al.,
2015). Par ailleurs, la perméabilité de la membrane est augmentée suite a la perturbation de sa
composition lipidique et protéique par le stress salin (Lutts et al., 2004). Les espéces réactives
de l'oxygene (ERO) sont susceptibles de degrader les acides gras insaturés des lipides
membranaires a la suite de leur peroxydation, ce qui conduit a la dégradation des membranes
cellulaires (Blokhina et al. 2003).

L’exces de sel exerce un effet déstabilisant la membrane plasmique par diminution de sa
teneur en phospholipides, dénaturation des protéines et augmentation de sa perméabilité (Arif,
2015). Dans des conditions de fortes concentrations externes de Na*, ces derniers pénétrent
dans les cellules racinaires par des canaux et transporteurs d'ions non spécifiques provoquant
une dépolarisation électrique des membranes, une réduction de la turgescence cellulaire et un
décollement de la membrane plasmique de la paroi. Cela engendre une activation des canaux
calciques Ca™ et une modification de la concentration cytoplasmique en Ca™. Ce dernier joue
un role clé dans la stabilisation de la structure de la paroi cellulaire, le maintien de I'intégrité
structurelle et fonctionnelle de la membrane cellulaire, la régulation du transport et des
échanges ioniques, en plus d'agir comme messager dans la signalisation de la contrainte saline
(Zhang et al., 2006 ; Choi et al., 2017). Une concentration trop forte de la solution du sol en
un ion particulier peut altérer le prélévement d’autres nutriments par la plante. Le N* peut, dés
lors, entrer en compétition avec le Ca** et le K*, tandis que les ions CI- peuvent entraver
I’absorption du NO3", POs* et SO4% (Beghin, 2019).

2.1.4. Effet sur les échanges gazeux et la photosynthése
L'efficacité de la photosynthese est un indice déterminant la performance globale de la
plante traduite par une bonne croissance (Mekhloufi, 2019). Cependant la photosynthese est

souvent affectée par le stress salin pour des causes stomatiques et d’autres d’origine non
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stomatiques. Ces causes ne sont pas exclusives, car la réduction de la photosynthése est, le plus
souvent, due a des causes multiples (Beghin, 2019).

Il est admis que la fermeture des stomates est justifiée par la nécessité de limiter les pertes
en eau et que seule la composante hydrique induite par le stress salin intervient a ce niveau.
Cette composante entraine une surproduction d’acide abscissique (ABA) dans les racines et sa
translocation vers les stomates (Chaves et al., 2003). Toutefois, il est a rappeler que la
régulation stomatique implique ’activation de nombreux transporteurs d’ions entre cellules de
garde et cellules annexes et qu'une perturbation de I’alimentation minérale pourrait avoir un
impact a cet égard (Beghin, 2019). Des carences en K* et/ou en Ca*™ que subissent, parfois, les
plantes exposées a la salinité pourraient causer un déreglement stomatique. De méme, des
polyamines interagissant avec des transporteurs de K* sont directement impliquées dans la
réponse a la salinité chez un certain nombre d’espéces (Liu et al., 2000). Selon Acosta-Motos
et al. (2017), une fermeture limitée des stomates réduit plus la transpiration que la
photosynthése et que 1’efficience instantanée de 1’utilisation de I’eau, que 1’on peut définir
comme le rapport de la photosynthése nette sur la transpiration instantanée, a tendance a
augmenter au niveau des plantes stressées. Bien que la fermeture des stomates soit la principale
cause limitant la diffusion du COg, I’influence de la conductance stomatique (conductance du
mésophylle) n’est pas a rejeter (Beghin, 2019). Des études récentes signalent que le sel peut
modifier 1’histologie des feuilles en croissance et qu’il a un impact sur la conductance du
meésophylle (Roy et al., 2014).

La fermeture stomatique est a 1’origine de la diminution de 1’assimilation du CO, liée
aussi a la réeduction de la surface foliaire et la conductance stomatique. La limitation de la
diffusion de CO> dans les stomates et les cellules du mésophylle altére, ainsi, la carboxylation
de la Rubisco et provoque des modifications au niveau de la photochimie des feuilles et du
métabolisme du carbone (Jallouli, 2019). Cependant, il a été observé que Dactivité
photosynthétique par unité de surface foliaire peut rester inchangée méme en cas de fermeture
stomatique (James et al., 2006). Ce paradoxe peut étre expliqué par des changements au niveau
de la taille des cellules qui se rétrécie ainsi que par une augmentation de la densité des
chloroplastes (Ben Yahmed, 2013). L’accumulation des ions Na* cause des carences en K*qui
entraine I’inhibition des enzymes photosynthétiques, notamment celles nécessitant le K*
comme cofacteur. D’autre part, la forte accumulation des ions Cl entraine une dégradation de
la chlorophylle (Munns et al., 2006). La teneur en chlorophylle diminue chez les plantes
sensibles, alors qu’elle augmente chez les plantes tolérantes (Murthy et Sudhir, 2004).

Selon Gururani et al. (2015) et Jallouli (2019), la réduction du CO2 dans le chloroplaste

entraine un exces de 1’énergie photochimique au niveau de la membrane suite a I’accumulation
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du pouvoir réducteur, allouant ainsi les électrons au dioxygéne (O2). Ce qui active la
photorespiration au détriment de la photosynthése et entraine la génération et 1’accumulation
des espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO). Cette accumulation des ERO peut causer des
dommages au niveau du Photosysteme II (PSII) et de ’ADN et entrainer la dégradation des

lipides et des protéines.

2.2. Effet sur la symbiose « Fabacée-rhizobium »

L’effet de la salinité sur 1’activité symbiotique « fabacée-rhizobia » peut étre direct en
inhibant le processus d’infection et le développement des nodules ou suite aux dommages
exerces sur la physiologie de la plante (Cesar et al., 2011 ; Faghire, 2012). La diminution de
l'activité fixatrice d’azote est généralement entrainée par une réduction de la respiration
nodulaire due a un abaissement du taux d'O. ou une décroissance de la production de la
Iéghemoglobine par les nodules (Delgado et al., 1994 ; Bargaz et al., 2011 ; Faghire, 2012).
Selon Cordovilla et al. (1999) et Serraj et al. (1998), I’accumulation des ions toxiques (Na* et
CI") dans les nodosités affecte le métabolisme des nodules et inhibe leur activité fixatrice. La
nodulation est plus sensible a cet effet durant ses premiéres phases qu’ultérieurement (Cesar et
al., 2011 ; Faghire, 2012). Dans leurs études effectuées sur la luzerne et le haricot, Lopez et al.
(2008) et Faghire et al. (2011) suggérent que la salinité provoque une inhibition des activités
de la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC, EC 4.1.1.31) et de la malate déshydrogénase
(MDH, EC 1.1.1.37), qui fournissent aux bactéroides le carbone a partir des hexoses-6P.
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3. Tolérance des plantes a la salinité et facteurs en relation

Munns (2002) définit la tolérance a la salinité comme étant la capacité de la plante a
survivre longtemps pendant la phase ionique. Autrement-dit, c’est la capacité de I’organisme
végétal a empécher I’accumulation du sel a des niveaux toxiques dans les feuilles (Sahar, 2019).
Negr et Schmo (2017) suggerent que la capacité de tolérance des plantes a la salinité est
influencée par différents facteurs, notamment I’espece, le stade de développement et la durée
du stress. Ils ajoutent qu’au plan expérimental, cette tolérance pourrait étre évaluée par 1’étude
de plusieurs parametres tels que la croissance, le statut hydrique, 1’homéostasie ionique, la

photosynthése, le rendement, la sénescence, etc.

3.1. Influence de ’espéce

Les niveaux de tolérance a la salinité sont trés variables entre les espéces vegétales. Ce
qui a permis aux physiologistes de les classer en :

- Halophytes : especes tolérantes ayant la capacité de maintenir leur développement
durant la phase ionique en mettant en place des mécanismes d’adaptation leur permettant de
survivre dans des conditions relativement salines (Sahar, 2019). Ces mécanismes permettent le
maintien de ’homéostasie ionique du cytoplasme via I’exclusion des ions toxiques du sel et la
régulation osmotique des cellules par la synthese des osmolytes compatibles entre autres sucres,
polyols et acides aminés (Parihar et al., 2015). Parmi les espéces cultivées, seuls le cotonnier et
la betterave ont des ancétres potentiellement halophytes (Beghin, 2019 ; Glenn et al., 1999).
Les estimations indiquent que les halophytes représentent 1 a 2 % des espéces végeétales
terrestres et qu’elles seraient présentes dans presque la moiti¢ des familles taxonomiques, sans
qu’il y’en ait une liste exhaustive du fait de I’absence d’un seuil de tolérance unanimement fixé
(Beghin, 2019). Seulement un petit nombre d’entre elles supportent des teneurs en sels de
I’ordre de I’eau de mer, 35 g.I* (Ruan et al., 2010).

- Glycophytes : espéces sensibles et incapables de survivre longtemps durant la phase
ionique (Munns, 2005). Cependant, certaines etudes comparant les mécanismes de tolérance a
la salinité chez les halophytes et les glycophytes suggérent que ces derniéres manifestent des
processus similaires pour faire face a la salinité (Bartels et Dinakar, 2013). La plus grande
proportion serait tolérante a des teneurs inférieures ou égales a 50 mM de NaCl (Ruan et al.,
2010). Selon Ben Njab (2014), les glycophytes peuvent étre réparties comme suivant :

o Glycophytes tolérantes : espéces pouvant supporter des concentrations élevées en
NaCl, atteignant 7 g.I* et

o Glycophytes sensibles : espéces ne tolérant pas plus de 2 a 3 g.I"t de sel dans la solution

du sol.
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Figure 2. Variation de la tolérance a la salinité selon I’espéce (Munns et Tester, 2008).

La tolérance est représentée par la variation- en matiere seche des feuilles apres 3 semaines de
stress salin par rapport au contréle.

Ainsi, la domestication et I’amélioration génétique des especes halophyles sont a adopter
pour palier aux effets néfastes de la salinité sur les plantes cultivées, méme dans les zones déja
affectées (Ruan et al., 2010 ; Cheeseman, 2016).

3.2. Influence du stade de développement

Des études menées a ce propos indiquent que I’influence du stade de développement sur
la tolérance au stress salin varie d’une espéce a 1’autre. Ainsi, I’espéce Arabidopsis thaliana
présente une meilleure tolérance au sel au stade de germination et une sensibilité au stade
végétatif (Quesada et al.,, 2002) et aprés transition florale (Sahar, 2019). Le méme
comportement a éteé remarqué chez le riz, qui réacquiert sa tolérance durant les stades ultérieurs
de développement pour redevenir sensible pendant la pollinisation, puis tolérant a maturité
(Khanetal., 2016). L’application d’une concentration modérée en sel au stade reproducteur sur
des plants de tomate et de melon améliore non seulement la tolérance a la salinité, mais aussi
la qualité des fruits (Shannon et Grieve, 1998 ; Foolad et al., 1999).

3.3. Influence de la durée d’exposition au stress

La réponse au stress salin a court terme peut montrer une réduction du taux de croissance
apparemment similaire entre plantes tolérantes et sensibles. Ce n'est qu'aprés une longue
période que la tolérance ou la sensibilité peut étre déterminée avec précision lorsque les
mécanismes spécifiques commencent a se manifester permettant a certaines espéces de résister

aux conditions salines (Higbie et al., 2010).
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L’accumulation des sucres au niveau des feuilles d’Arabidopsis thaliana varie en fonction

de la durée de stress salin, une augmentation a partir du 4°"° jour du stress, puis un

rétablissement apres 11 jours (Sahar, 2019).

4. Mécanismes d’adaptation a la salinité

L’excés de sels dans le sol provoque un triple stress secondaire ionique, oxydatif et
osmotique que les plantes doivent gérer en mettant en place des stratégies adaptatives
(Ahmadizadeh et al., 2011 ; Das et al., 2015). La tolérance de la plante a la salinité est mesurée
par sa capacité a percevoir le stress, le générer et transmettre le signal aux différentes parties de
la plante initiant, ainsi, un ensemble de modifications physiologiques et moléculaires pour (i)
maintenir les molécules du stress oxydant a un niveau acceptable, (ii) réajuster 1’équilibre

osmotique et (ii1) rétablir ’homéostasie ionique (Figure 3).

A. Stress oxydatif

‘ C. Stress ionique

Stratégies de Carence en K'/exces d'influx de Na*
détoxication ‘

B. Stress osmotique

Inhibition
‘ Activité enzymatique

Synthése de protéines
Photosynthése

Inhibition
Transport d’eau

Croissance
Photosyntheése

Sénescence
des feuilles

Homéostasie ionique
[Ajustement osmotique} Extrusion du Na'

; .
Accumulation des solutés Exc!usmn du Na
Compartimentation du Na*

Figure 3. Effets délétéres liés a la toxicité du stress salin et réponse cellulaire mise en place

pour assurer la tolérance (Luu, 2020).

L’excés de Na' et Cl” provoque des changements au niveau de la structure des protéines
et une dépolarisation membranaire qui peuvent conduire a la perception de la toxicité ionique,
ce qui permet aux enzymes récepteurs et protéines transmembranaires de détecter lestress (Zhu,
2003).

La membrane cellulaire est, ainsi, la premiére partie qui pergoit le stress sous forme d’un
stimulus et entraine une transduction du signal du stress a I’ensemble de la plante, qui déclenche

une cascade de signalisation finissant par I’induction de nombreuses réponses d’ordre
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physiologiques et moléculaires en vue de la restauration d’une croissance normale (Tafforeau,
2002). Les produits de I’expression génétique vont permettre le rétablissement de ’homéostasie
cellulaire et vont assurer une protection fonctionnelle et structurale aux cellules végétales (Rao

et al., 2006).

4.1. Adaptation morphologique

Afin de réduire les pertes d’eau par transpiration dans les parties aériennes et maintenir
le flux de I’eau et des photoassimilats dans les tissus vasculaires, une augmentation de la
biosynthése de I’ABA est déclenchée entrainant la fermeture des stomates et la réduction du
taux de croissance (Fricke et al., 2006). Un accroissement de 1’¢longation racinaire couplé a un
arrét de croissance aux parties aériennes est spécifique d’une réponse a un déficit hydrique
induit par le stress salin (Allario, 2009). La plante peut faire face a la salinit¢ en limitant
indirectement son bilan photosynthétique par la modification qualitative ou/et quantitative les
teneurs en pigments (Parida et Das, 2005), la réduction du nombre de feuilles (Khelloufi, 2019)
et la diminution de la surface foliaire due a I’inhibition de I’¢longation cellulaire (Duarte et al.,
2013 ; Baha, 2015). Le processus d’abscission peut, ¢galement, étre accéléré pour assurer un
équilibre entre la surface d'absorption de 1'eau par les racines et la surface foliaire (Beghin,
2019). Cela permet de déduire qu’une réduction de croissance, au niveau de la plante, n’est pas
nécessairement synonyme de dégats. En effet, les espéces halophytes poussant dans leur milieu

naturel ne présentent pas toujours des taux de croissance importants (Munns et Tester, 2008).

4.2. Homéostasie ionique
La tolérance d’une plante au stress salin correspond a sa capacité de rétablir son propre
équilibre ionique. En effet, la stratégie d’adaptation sert @ maintenir la teneur du cytoplasme en
Na" et CI" des niveaux équilibrés par :
- leur exclusion extracellulaire lorsque 1’accumulation dépasse les niveaux tolérés ;
- leur inclusion et séquestration dans les vacuoles ;
- la limitation de leur translocation vers les parties aériennes par voie xylémienne;
- leur retransportation des feuilles aux racines par voie phloémienne et

- larégulation d’une assimilation sélective via la membrane plasmique.

-17 -



Chapitre 1. Synthese bibliographique

5. Accumulation du K* pour maintenir un 4. Permettre le retour des ions
rapport K* /Na* élevé - AKT1, HAK1, HAKS... Na* vers les racines - HKT1
Feuille
],.. Ex'pt.Jlser vers‘ Na* Cytosol
I'extérieur le Na H+ &
2 X o y
interne - SOS1 SOS1 K /et
Na*
Vacuole
2. Confiner le Na* dans H*
la vacuole - NHX1 Na’ s
NHél « EXTERIEUR » ol
3 Na Racine
Na T —
EXTERIEUR *
‘:* Na'
Empécher I'entrée du Na* 3. Empécher la translocation du Na*

dans la plante et les cellules vers les parties aériennes - HKT1

Figure 4. Stratégies impliquée dans I’homéostasie ionique mise en place par la plante dans les

cellules racinaires afin de leur permettre de tolérer un stress salin (Luu, 2020).

4.2.1. Ajustement ionique par compartimentation

Pour maintenir le potentiel hydrique du cytosol, les ions Na* et CI” présents dans ce dernier
pénétrent dans la vacuole et s’y accumulent, limitant ainsi leur toxicité cytoplasmique
(Sottosanto et al., 2007). Chez les halophytes telles que la salicorne (Salicorna bigelovii) et la
soude maritime (Sueda maritima), les concentrations des ions Na* et CI" peuvent dépasser 1000
mM dans les vacuoles (Khan et al., 2006) et 100 a 250 mM de Na* dans les chloroplastes et le
cytoplasme (Flowers et al., 2015). La compartimentation de ces ions dans la vacuole permet,
ainsi, a la cellule de maintenir une faible concentration de Na*dans le cytoplasme, minimisant
ainsi son effet toxique (Uzilday et al., 2015). D’autre part, elle crée une forte pression
osmotique, favorisant I’absorption d’eau et améliorant, par conséquent, la turgescence des
cellules (Apse et Blumwald, 2007).

La compétition du Na* avec le K" inhibe 1’absorption de ce dernier, lui permettant de
pénétrer au cytosol a travers les transporteurs High affinity K* Transporter (HKT1) et des
canaux non sélectifs de cations (4-NSCC) (Yokoi et al., 2002). Le passage des ions Na* a travers
la membrane plasmique et le tonoplaste est assuré par la voie d’antiport Na*/H* dont I’activité
dépend de la stimulation des protéines SOS;, SOS; et SOSs (Yamaguchi et Blumwald 2005).
Selon (Fahmideh et Fooladvand, 2018 ; Chinnusamy et al., 2004), une cascade de signalisation
se produit dans le cytosol, commencant par la fixation du Ca?* sur la protéine SOSs. Cette

derniére subit des modifications structurales que provoquent les liaisons du Ca?*, favorisant
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ainsi la fixation de la protéine SOS;. Le site inhibiteur de SOS; est levé par la fixation de SOSs,
permettant au site catalytique de se libérer. Le complexe SOS,-SOSs active, par
phosphorylation, la SOSi, protéine antiport Na*/H" située sur la membrane plasmique et
responsable de I’exclusion du Na* a I’extérieur du cytoplasme. Le méme complexe SOS2-SOSs3
active aussi I’antiport NHX au niveau du tonoplaste pour permettre aux ions Na* de pénétrer

dans la vacuole et s’y séquestrer.
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Figure 5. Régulation d’homéostasie ionique par voie SOS «Salt Overly Sensitive» et NHX au

niveau de la membrane plasmique et le tonoplaste vacuolaire (Fahmideh et Fooladvand, 2018).

La stratégie de compartimentation d’ions toxiques se fait, également, au niveau des tissus
et organes. C’est pourquoi, les teneurs racinaires en Na* sont souvent plus élevées que celles
des parties aériennes, ce qui témoigne d’une tentative de la plante de limiter la translocation de
ces ions vers des organes photosynthétiques (Beghin, 2019). Cela n’exclut pas qu’une
accumulation préférentielle des ions Na* se déroule au niveau des feuilles les plus agées,
préservant de ce fait les feuilles jeunes dont le métabolisme est vital pour la survie de la plante
(Wouyou et al., 2017).

4.2.2. Ajustement ionique par exclusion

L’exclusion des ions du sel vers le milieu externe est I’un des meécanismes de réajustement
ionique, nécessitant un transport actif contre le gradient de concentration (Zhang et al., 2011).
Les ions entrent dans les plantes par les racines et sont véhiculés par le xyleme jusgqu'aux tiges
et feuilles. L3, ils sont soit stockés dans les feuilles 4gées des plantes de type « includer », soit

une partie est reconduite vers le phloéme pour étre ramenée aux racines comme est le cas chez
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les plantes dites « excluder » (Munns et Tester, 2008). Les espéces « includer », halophytes en
général, réduisent la quantité d’ions Na* dans le xyléme pour que la quantité de sel fournie aux
feuilles soit adéquate aux besoins de la croissance (Flowers et Colmer, 2015).

Au niveau des feuilles, les ions seront soit séquestrés dans la vacuole, 1’épiderme foliaire
ou les limbes agés pour épargner les constituants cellulaires vitaux (Apse et Blumwald, 2007),
soit excrétés par des trichomes (poils vésiculeux) ou des glandes salines vers I’extérieur
(Acosta-Motos et al., 2017). L’excrétion par les glandes salines est sélective : les ions Na*, CI
et HCO3™ sont excrétés contre le gradient de concentration, tandis que les ions Ca**, NO3", SO4>
et HoPOy, ils sont maintenus (Hopkins, 2003). Les plantes de type « excluder », quant a elles,
sont celles sensibles au sel et ne retiennent que peu de Na* dans les feuilles, I’excés est véhiculé

aux racines (Zidane, 2017).

4.2.3. Ajustement ionique par régulation membranaire

Mouhaya (2008) rapporte que la chute de la turgescence, induite par la salinité, conduit a
des modifications au niveau de la structure membranaire. Apres leur détection par un récepteur
kinase-cyclase membranaire, ce dernier catalyse rapidement la conversion du guanosine
3’triphosphate (GTP) en 3°, 5’-guanosine monophosphate cyclique (GMPc). L’augmentation
de la concentration cytosolique en GMPc¢ entrainera I’activation de I’influx du Ca*™ via les
CNGC (canaux membranaires non sélectifs) et 1’inactivation des canaux membranaires VI-
NSCC afin de réduire I’influx du Na™.

Les aquaporines sont des protéines transmembranaires par lesquelles diffuse 1’eau, d’une
cellule a I’autre, plutdt aisément qu’a travers la bicouche lipidique (Sade et al., 2009). La
direction et I’amplitude des flux d’eau transitant par les aquaporines dépendent, comme au
niveau de la bicouche lipidique, des gradients de potentiels hydriques entre le milieu
intracellulaire et son extérieur. Cependant, les aquaporines peuvent étre fermées en réponse a
des variations du pH ou de la concentration en Ca** intracellulaire (Allario, 2009). La régulation
de I’ouverture des aquaporines (protéines présentes dans les membranes et facilitant le transport
de ’eau) et leur modification quantitative servent, également, au rétablissement de I’intégrité

membranaire (Sade et al., 2009).

4.3. Synthése d’osmoprotectants

La présence excessive des ions Na* et CI" dans le cytoplasme risque d’entrainer une
toxicité cellulaire. Pour échapper a cette éventuelle menace, la plante recourt au réajustement
de son propre potentiel osmotique, ce qui lui assure la continuité de 1’absorption de 1’eau, la

préservation de ses cellules en état de turgescence et, par conséquent, la protection de I’activité
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enzymatique et les macromolécules intracellulaires contre la déshydratation. Afin de maintenir
un gradient de potentiel hydrique favorable a 1’absorption hydrique, le potentiel hydrique
interne doit étre abaissé en dessous de celui du sol (Allario, 2009 ; Flowers et al., 2015).

Cette stratégie communément utilisée consiste a accumuler dans le cytoplasme des
solutés inorganiques comme les ions, le K* en particulier, ou organiques tels que les sucres, les
acides organiques et les acides aminés (Ruan et al., 2010 ; Ben Nja, 2014). Quoiqu’ils soient
accumulés a de trés fortes concentrations, ces composés organiques présentent un fort niveau
de solubilité¢ et n’interagissent pas dans le métabolisme cellulaire (réplication d’ADN,
interactions ADN-protéines et mécanismes métaboliques), ce qui a conduit a les appeler
« solutés compatibles » ou « osmoprotecteurs » (Munns et Tester, 2008). Des sucres solubles
(fructose, glucose, saccharose et tréhalose), des dérivés d’acides aminés quaternaires (proline
et la glycine-bétaine et la R-alanine betaine) et des polyols (sorbitol, mannitol) sont les plus
fréguemment rencontrés (Faghire, 2012 ; Beghin, 2019). Cependant, ils ne sont pas spécifiques
au stress salin, leur accumulation est observée en conditions de différents stress abiotiques qui

induisent une perturbation des teneurs en eau chez la plante (Beghin, 2019).

4.4. Synthese d’antioxydants

Les especes réactives de I’oxygéne (ERO) sont des molécules oxydantes regroupant
principalement le superoxyde (O2"), I'oxygene singulet (O2"), le peroxyde d’hydrogéne (H202)
et I'ozone (Oz). Leur synthése par la plante ne constitue pas, en soi, une situation de stress
oxydant, car elle se passe méme en conditions normales pour agir comme molécules signal
contribuant a la tolérance osmotique. Néanmoins, les conditions stressantes en induisent une
surproduction.

Ben Nja (2014) souligne que dans une plante soumise aux contraintes salines, la genese
des ERO a pour origine un dysfonctionnement des métabolismes photosynthétique et
respiratoire. Une réduction de la photosynthese suite a une fermeture des stomates conduit a
une diminution de la teneur en NADP™ réduisant les possibilités de piégeage de 1’02 par les
systémes antioxydants couplés a la photosynthese. La fermeture des stomates induit également
une augmentation de la pression en O, dans les feuilles, ce qui active la photorespiration au
détriment de la photosynthése chez les C3 et augmente la production de H2O dans les
peroxysomes (Ghannoum, 2009). De fagon concomitante, les activités respiratoires, comme
celles de plusieurs oxydases, dont la NADPH oxydase membranaire et la diamine oxydase
cytologique, sont stimulées, induisant une production accrue de ERO (Mazel et al., 2004 ; Tsai
et al., 2005).

-21-



Chapitre 1. Synthese bibliographique

Une accumulation accrue des ERO entraine la degradation de la chlorophylle et des
lipides membranaires et affecte 1’activité enzymatique, les protéines et les acides nucléiques
(Miller et al., 2010 ; Balakhnina et al., 2010). Pour limiter la production de ces composés ou
maitriser leur effet par détoxification, la plante peut mobiliser deux sortes d’antioxydants,
enzymatiques et non enzymatiques. Une molécule est dite antioxydante si elle a le pouvoir de
retarder ou empécher 1’oxydation d’un substrat, méme lorsqu’elle est présente en une faible
concentration par rapport a celle de ce substrat (Halliwell et Whiteman, 2004).

En revanche, ’accumulation des ERO sous conditions de stress est a 1’origine de la
stimulation des systémes de défenses par 1’enclenchement des voies de signalisation, qui
stimulent 1’augmentation d’activités enzymatiques antioxydantes et les mécanismes de

réparation des dommages oxydatifs (Scandalios, 2005 ; Yaiche, 2017).

4.4.1. Antioxydants enzymatiques

Les enzymes antioxydantes telles que le superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT),
L’ascorbate peroxydase (APX) et la glutathion peroxydase (GPx) interviennent pour catalyser
la conversion de formes antioxydantes et assurer leur régénération (Jallouli, 2019). Lors du
cycle d’Asada, I’APX catalyse la transformation de 1’H202 en H20O, ce qui induit la production
de monodéhydro-ascorbate et de déhydroascorbate. Ces composés sont, a leur tour, transformés
sous I’action d’une réductase pour redonner de 1’ascorbate (MDHAR) ou pour oxyder le
glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG). Sous ’action de la glutathion réductase,
le glutathion oxydé est ensuite réduit en GSH (Beghin, 2019).

ASC

H,0O, V

APX

GSSG NADPH

H,0 NADP*

MDHA /" NAD®P)H

\} DHA

Figure 6. Cycle d’Asada (Beghin, 2019).
Outre les enzymes impliquées dans le cycle d’ Asada, la catalase joue un r6le déterminant

au sein des peroxysomes pour assurer la réduction de 1’H20, produite par la photorespiration

dont I’intensité augmente généralement en conditions de stress.
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Les superoxydes dismutases (SOD) jouent un réle fondamental dans la détoxication des
anions superoxydes. Plusieurs SOD ont eté identifiées dans le monde végétal : elles peuvent
étre associées au cuivre, au zinc, au manganése ou au fer comme co-facteur (Yang et Guo,
2018).

4.4.2. Antioxydants non enzymatiques

Il s’agit 1a de molécules antioxydantes, de nature non enzymatique, que la plante
synthétise pour empécher la surproduction des ERO avant qu’ils n’induisent de dégats (Miller
et al., 2010). Les plus connus chez les plantes sont le glutathion, les composés phénoliques, les
flavonoides, les anthocyanes et 1’acide ascorbique (Akram et al., 2017). Selon Deng et al.
(2012) et Ben Yahmed (2013), la fonction des enzymes antioxydantes n’est pas durable, car
elles deviennent inactives dés le démarrage de la sénescence. Ils ajoutent qu’un systéme
antioxydant non enzymatique performant améliorera la tolérance de la plante vis-a-vis du stress
et permettra de protéger les enzymes antioxydantes des dégats causés par les radicaux

hydroxyles.

4.5. Induction hormonale

Les phytohormones sont des molécules indispensables a la régulation de processus
biologiques comme la croissance, le développement et la reproduction, mais aussi les
mécanismes de défense des plantes (Bari et Jones, 2009). Leur intervention constitue une des
caractéristiques importantes des voies de signalisation de la résistance (Flowers et al., 2015).
Elles interviennent dans la signalisation intercellulaire en diffusant le signal émis par la cellule
stressée aux cellules voisines et, par conséquent, au reste de la plante (Yaiche, 2017). Les
principales molécules impliquées dans les mécanismes de résistance sont 1’acide salicylique
(AS), I’acide jasmonique (AJ), I’acide abscissique (ABA) et ’éthléne (ET) (Bari et Jones,
2009 ; Lopez et al., 2008). Dans ses études effectuées sur les pathogénes nécrotrophes (stress
biotiques), Van Loon et al. (2006) affirment que ’acide salicylique exerce le role majeur dans
I"activation de défense contre les pathogénes, tandis que le AJ et I’ET sont préférenticllement
associés. Les cytokinines (CK), les gibbérellines (GA), les brassinostéroides (BR), et I’auxine
(AIA) peuvent également intervenir dans la résistance, mais les études a ce propos ne sont pas

assez nombreuses pour le confirmer (Pieterse et van Loon, 2007).
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5. Acide salicylique, hormone de stress

L acide salicylique (AS) est une phytohormone de nature phénolique associée au stress
biotique, mais ces dernieres années il y a eu de plus en plus des rapports sur la participation de
I’AS dans les réponses des plantes aux stress abiotiques, dont la salinité (Hayat et al., 2010 ;
Khelloufi, 2017). Il est présent chez tous les végétaux, mais les plus fortes teneurs sont
rencontrées dans les tissus attaqués par des agresseurs pathogéenes (Hopkins, 2003 ; Dempsey
et al.,, 2011). Il a été identifié dans 36 plantes appartenant a des groupes taxonomiques
différents, entre autres, le riz, le soja et I"orge ou la teneur en acide salicylique est d"environ 1
mg/g de matiére fraiche (Hayat et al., 2010). L’AS est un compose phénolique synthétisé dans
les plantes en réponse a plusieurs stress biotiques et abiotiques (Loake et Grant, 2007 ; Shahba
et al., 2014). Bien que Jayakannan et al., (2015) soulignent qu’un apport exogéne d’AS inhibe
la germination des graines chez de nombreuses espéces, I’inverse a été rapporté par (Lee et al.,
2010 ; Echi et al., 2013) lorsqu’il est appliqué en présence de la salinité. C’est une hormone
impliquée dans la synthése des kinases, qui jouent un réle important dans la régulation de la
division et la différenciation cellulaire (Shahba et al., 2014).

5.1. Identification biochimique et biosynthese

L’acide salicylique (C7HeO3) est un composé phénolique présent en abondance dans
I’écorce et les feuilles de saule (Salix alba) et dans les fruits, sous forme estérifiée de salicylate
de méthyle (Heller, 1998). A 1’¢état libre, I’aspect d’une poudre cristalline, peu soluble dans
I’eau, mais hautement soluble dans des solvants polaires organiques, fondant a 157-159 °C
(Montserrat, 2009). Il entre dans la composition de I’aspirine sous la forme connue
d’acétylsalicylique. 1l est utilis¢ comme conservateur alimentaire et comme substance
antiseptique, mais son intégration en grandes quantités peut étre toxique pour les étres vivants
(Boukraa, 2016). Vu son role de signalisation en cas stress biotiques ou abiotiques, les
entreprises de I’agro-alimentaire cherchent a développer des produits a base d’acide salicylique
capables de stimuler les défenses naturelles des plantes (Hopkins, 2003 ; Faessel et al., 2014).

Deux voies de biosynthese sont responsables de la production de 1’acide salicylique. 11
peut étre synthétisé par voie de la phenylanine via la PAL et/ou a partir du chorismate via

I’isochorismate synthase.
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Figure 7. Voie de biosynthése de ’acide salicylique (Chen et al., 2009).

PAL : phénylalanine amonia-lyase ; IPL : isochorismate pyruvate lyase ; BA2H : benzoic-acid-
2hydroxylase ; ICS: isochorismate synthase.

5.2. Acide salicylique, éliciteur de défense

Les plantes produisent des métabolites secondaires trés diversifiés (alcaloides, terpenes,
polyphénols) qui ne sont pas indispensables a la croissance et au développement, mais qui sont
essentiels pour I'adaptation et la défense vis a vis des stress (Ramirez-Estrada et al., 2016 ;
Gourguillon, 2017). L'élicitation est une technique utilisée pour augmenter la production de
métabolites d'intérét. Un éliciteur est un composé qui stimule les réactions de défense et peut
donc induire le métabolisme secondaire pour protéger les cellules et la plante entiere (Baenas
et al., 2014 ; Ramirez-Estrada et al., 2016).

La terminologie associée aux produits de stimulation est variee et complexe du fait du de
I’absence de son harmonisation entre les scientifiques d’une part et entre eux et les autres
opérateurs, a savoir les professionnels producteurs, les agriculteurs utilisateurs et les textes
d’homologation. Ainsi, le terme « éliciteur » fortement utilisé dans la littérature scientifique
correspond a celui préféré dans les textes réglementaires officiels et le langage des organisations
professionnelles : Stimulateur de Défenses Naturelles (SDN) ou stimulateur de Défense des
Plantes (SDP) (Faessel et al., 2014). (Fardeau et Jonis, 2003), scientifiques de I’Institut
Technique de I’Agriculture Biologique (ITAB) et I’Institut National de la Recherche
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Agronomique (INRA), définissent un éliciteur comme « substance capable, dans certaines
conditions, de stimuler des mécanismes de défenses naturelles. Ces défenses naturelles seraient
dirigées soit contre des bioagresseurs (maladies des cultures, mauvaises herbes), soit contre des
stress abiotiques ». Quant au SDN ou SDP, I’ Association Frangaise de Protection des Plantes
(AFPP) les définit, en 2013, comme « substances ou produits, naturels ou non, capables
d’induire (ou de préparer a 1’induction), chez les plantes traitées, un état de résistance aux
bioagresseurs ». Selon la méme source, on parle d’« éliciteur exogéne » lorque ce dernier est
libéré ou porté par un agent pathogéne ou un ravageur et il est appelé « éliciteur endogéne » s’il
est produit par la plante elle-méme sous 1’action d’un stress.

A cet effet, Faessel et al. (2014) ont établi une cartographie regroupant et organisant les
termes courants en fonction des définitions et des destinations des produits de stimulation, a
savoir la plante, le sol ou les Matiéres Fertilisantes ou Supports de Culture (MFSC). Deux
grandes catégories sont, ainsi, a distinguer (Figure 8):

- Les SDP (ou SDN) : Substances ou micro-organismes dont la cible est la plante afin d’y
induire les réponses de défense face aux stress biotiques. Certains éliciteurs peuvent étre
compris.

- Les biostimulants : ayant comme cible la plante, le sol et/ou les MFSC et servant a favoriser
la croissance, le développement et la nutrition des plantes. Sont compris dans les

biostimulants une diversité de termes entre autres certains éliciteurs.

Biostimulant de la plante ®

Additif
agronomique °

Chélatant et
complexant

Inhibiteur de
nitrification
ou d'uréase

/ Stimulateur \
de croissance et/ou |
de développement |

Activateur

de sol

Substance de
croissance

Stimulateur de
défenses des
plantes (SDP) '

Biofertilisant

. Potentialisateur

MATIERE FERTILISANTE OU
SUPPORT DE CULTURE

Figure 8. Cartographie des cibles des principales terminologies identifiées pour les produits de

stimulation des plantes (Faessel et al., 2014).
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L’¢élicitation peut étre de nature biotique ou abiotique ; elle est genéralement reconnue
par des récepteurs membranaires des cellules végeétales, la transduction du signal engendrera
ensuite des variations dans le métabolisme (Zhao et al., 2005). Parmi les éliciteurs biotiques,
on retrouve les éliciteurs exogenes qui proviennent d'organismes non végétaux, et les éliciteurs
endogenes qui sont des hormones végétales. Ainsi, la production d'éliciteurs endogenes peut-
étre induite par des éliciteurs exogénes ou abiotiques (Gourguillon, 2017). Les éliciteurs
peuvent déclencher sous stress abiotique une cascade d’événements menant a 1’expression de
résistance via la production d’osmoprotecteurs qui permettent de maintenir 1’équilibre hydrique
entre la cellule et son environnement, la régulation de 1’ouverture des stomates ainsi que la
synthése des protéines de stress comme 1’osmotine (Zhu, 2003).

L'acide salicylique (AS) est fréquemment utilisé comme éliciteur pour augmenter la
synthese de métabolites secondaires (Dias et al., 2016). 1l permet de porter au double la teneur
en phénylpropanoide d'Hypericum perforatum (Gadzovska et al., 2013) et tripler les
ginsenosides dans des suspensions de Panax ginseng (Ali et al., 2006). Un triplement de la
teneur en acide gymnestique a été observé chez Gymnema sylvestris (Chodisetti et al., 2015).
L’AS est aussi utilisé pour stimuler la biosynthese des alcaloides (Wang et al., 2007). D’autres
analogues ou dérives de 1’AS peuvent étre utilisés comme éliciteurs, c'est le cas de l'acide 2,6-

dichloroisonicotinique ou du benzothidiazole (Ramirez-Estrada et al., 2016).

5.3. Acide salicylique, éliciteur d’adaptation aux stress abiotiques

Plusieurs recherches suggérent que I’AS et certains de ses dérivés tels que I’acide
sulfosalicylique (ASS) et I’acétyle acide salicylique (AAS) participent a la régulation de
plusieurs voies métaboliques et physiologiques sous conditions abiotiques (Shakirova et al.,
2003). L apport exogene de I’AS peut étre effectué par irrigation ou par pulvérisation foliaire.
Son application exerce des effets positifs en augmentant la tolérance au froid chez le blé et le
mais (Nemeth, 2002) et le poivron (Korkmaz, 2007), au gel chez le mais (Janda et al., 2005) et
a la salinité chez Arabidopsis thaliana (Borsani, 2005), I’orge (El-Tayeb, 2005), le blé (Nazar,
2015) ainsi qu’a la sécheresse chez la tomate et la féve (Senaratna et al., 2000) et le melon
(Korkmaz et al., 2007). Cependant, Szalai et al. (2005) signalent que la combinaison de I’AS a
des concentrations élevées de NaCl peut aboutir a une augmentation du taux de 1’un de ses
précurseurs qui est I’acide-ohydroxy- cinnamic (OHCA) chez le mais. D’autre part, Mabood et
Smith (2007) révelent que I’AS inhibe I"expression des genes de nodulation chez les Rhizobia,
alors que Martinez-Abarca et al. (1998) rapportent qu’une accumulation de I’AS a été observée
dans les racines de la luzerne, inoculées avec une souche incompatible de Rhizobium ou avec

une souche mutante NOD.
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6. Fabaceae
6.1. Généralités

La famille des Fabaceae emprunt son nom du genre Faba (du latin faba signifiant féve).
Or, le genre Faba n’est plus courant et s est succédé par le genre Vicia. Par conséquent, la féve,
autrefois appelée Faba vulgaris, est nommée maintenant Vicia faba. En termes de surfaces
consacrées et productions realisées, les Fabaceaes, appelées couramment Légumineuses,
constituent la seconde famille de plantes cultivées apres les céréales (Gepts et al., 2005). Leur
diversité spécifique, 700 genres et 20.000 especes, leur confere une grande diversité
morphologique, allant des plantes herbacees, voire lianes, aux grands arbres forestiers (Gepts
et al.,, 2005). Les taxonomistes subdivisent cette famille en trois sous-familles : les
Papilionoidées, que 1’on rencontre majoritairement dans les régions tempérées, les
Mimosoidées et les Césalpinioidées (Bargaz, 2012). Sur 976 especes des 18 genres de Fabacées
fourragéres et/ou pastorales, 336 especes sont endémiques a la région méditerranéenne
(Abdelguerfi et Abdelguerfi-Laouar, 2004). Les Papilionoideae sont la plus grande sous famille
de I’arbre des Fabaceaes. On distingue les protéagineux a graines (pois, haricot, féverole, pois
chiche et lentilles), les protéagineux fourragers (luzerne et tréfle) et les oléoprotéagineux (soja
et arachide).

Les Légumineuses fournissent majoritairement des glucides et des protéines en plus d’une
variété éléments nutritionnels, lipides, fibres, éléments minéraux et vitamines (Schneider et al.,
2015). Les especes a graines contiennent de 20 a 40% de protéines et sont particuliérement
riches en lysine et acide aminé essentiel pour la croissance (Duranti et Gius, 1997). Elles
couvrent 33% des besoins humains en protéines (Rugheim et al., 2012), fournis principalement
par la culture du haricot, petit pois, pois chiche et feve (Graham et Vance, 2003). Le soja et
I'arachide fournissent plus de 35% des besoins mondiaux en huiles végétales (FAO, 2007). La
luzerne et le tréfle constituent une base importante de la production de lait et de viande rouge
en raison de leur richesse en énergie, azote et fibres (Gama et al., 2007). Au-dela de ces vertus,
certaines eseces légumineuses sont utilisées dans la production d’une large gamme de produits
industriels, entre autres, les biocarburants, les plastiques biodégradables et les isoflavones pour
réduire les risques de cancer et diminuer le taux de cholestérol sanguin (Graham et Vance, 2003
; Gepts et al., 2005).

Par ailleurs, les plantes de cette famille ont la capacité de former des symbioses avec les
bactéries fixatrices d’azote atmosphérique du genre Rhizobium. C’est une symbiose spécifique,
car une souche de rhizobiums ne peut infecter qu’un nombre limité d’espéces de l€égumineuses.
L'interaction entre la plante hote et les rhizobiums commence par un échange de signaux

moléculaires (Long, 1996). Les racines exsudent des composés phénoliques, flavonoides,
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capables d'activer la transcription des génes Nod chez les Rhizobiums. Le NodD, geéne
synthétisé de fagon constitutive, est impliqué dans la reconnaissance du signal et dans
I’activation de la transcription des autres génes Nod (nod, noe et nol) (Aoki et al., 2010). Grace
a leur capacité symbiotique, les Fabaceae constituent un excellent précédent cultural pour les
cultures exigeantes en engrais azotés, en enrichissant le sol en quantités considérables d’azote
ammoniacal (Rachef et al., 2005). Elle permet une économie d’intrants, lors de leur culture et
celle des productions suivantes, estimée entre 40 et 60 millions de tonnes d’azote par an
(Graham et Vance, 2003). Ainsi, leur intégration des cultures dans les systéemes agro-
écologiques permet d’économiser les cotts de fertilisation azotée et d’éviter les émissions
polluantes liées a la fabrication et a 1’épandage d’engrais azotés industriels, au stockage et
I’épandage des effluents d’¢levage ou des boues résiduaires industrielles ou urbaines (Schneider

etal., 2015).

6.2. La feve (Vicia faba L.)
6.2.1. Apercu géneral

La féeve (Vicia faba L.) est une plante annuelle qui peut étre cultivée sous des climats
variées, du niveau de la mer jusqu'a une altitude de 3700 m (Gordon, 2004). Son cycle
biologique se boucle au bout de 5 mois, passant par six stades, germination, levée,
développement végétatif, développement reproductif, sénescence de la gousse et sénescence de
la tige (Chaux et Foury, 1994 ; Brink et Belay 2006). Les variétés cultivées dans les pays du
bassin méditerranéen sont de jours courts, elles nécessitent une photopériode minimale de 9
heures et 30 minutes pour fleurir (Patrick et Stoddard, 2010). Les graines de la feve peuvent se
maintenir 6 a 10 ans et méme plus, elles ont une germination hypogée, c’est-a-dire que les
cotylédons restent en terre et I’épicotyle seul émerge du sol (Chaux et Foury, 1994). Gallais et
Bannerot (1992) répartissent 1’espece Vicia faba L., selon la taille des graines, en 3 sous-
speces : (i) Vicia faba minor, féverole, caractérisée par des graines de petite taille et servant a
I’alimentation du bétail ; (ii) Vicia faba equina, autre féverole, ayant des graines moyennes et
destinée également a 1’alimentation du bétail et (iii) Vicia faba majora, feve destinée a la

consommation humaine, dont les graines sont grosses.

6.2.2. Origine
Vicia faba L. est originaire des régions du Moyen Orient (Peron, 2006). Des restes
remontant a 6.000 ans de cette culture ont été trouvés a Jerico, en Palestine (Cuberoj, 2011).

C’est une espece qui a été domestiquee trés tét dans le monde. Peron (2006) suggere que la
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féve, le pois et la lentille sont les plus vieilles espéces légumiéres introduites, avant 10.000 ans,

en agriculture.

6.2.3. Valeur nutritionnelle

Vu sa teneur élevée en protéines, lipides, fibres solubles et insolubles, glucides
complexes, vitamines (B9 et C) et en minéraux, notamment le potassium, le phosphore, le
calcium, le magnésium, le cuivre, le fer et le zinc (Gordon, 2004), la féve constitue un aliment
nutritif tres important surtout pour les populations a faible revenus (Daoui, 2007). Ses graines
sont également riches en composés phénoliques, y compris flavonols, quercitine, myricétine et

un groupe de flavonoides supplémentaire appelé catéchines (Balakhnina et al., 2010).

6.2.4. Contraintes biotiques et abiotiques

La féve est soumise a plusieurs maladies et ravageurs, a savoir des maladies fongiques
(les taches de chocolat causée par Botrytis cinerea et Botrytis fabae, 1’anthracnose, la rouille,
etc.), des maladies virales telle que la mosaique jaune et des insectes ravageurs (les pucerons,
le lixus, le bruche de la feve, etc.) (Rachef et al., 2005). D’apreés Zaghouane (1991), les
contraintes environnementales varient en fonction de la localisation géographique et des
conditions agro-écologiques. Elles s’expriment notamment par le gel lors de la floraisont et le
siroco qui effecte les gousses encore jeunes. La littérature scientifique indique que la feve est
considére comme glycophyte moyennement tolérante a la salinité et sensible a la sécheresse.
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1. Matériel végétal

Le choix du matériel végetal est porté sur la féve Vicia faba L. car en plus de son
importance écologique, agronomique et nutritionnelle, elle constitue une véritable plante
modele pour les études de comportement des plantes aux stress abiotiques.

Deux génotypes, tres cultivés dans les exploitations algériennes, ayant différents degrés de
tolérance a la salinité a savoir ‘Aguadulce’ et ‘Histal’ ont été testés dans la présente étude. Les
semences traitées des deux génotypes ont éte fournies et commercialisées par la firme espagnole
«Semillas Fito SA».

2. Conditions de culture

Des graines saines et homogenes ont été stérilisées en utilisant de I'hypochlorite de sodium
(0,5%, v/v) pendant 5 minutes, suivies de plusieurs lavages avec de I'eau distillée. Aprés cela,
les graines ont été mise a germer entre du papier filtre humide mis dans des boites de Pétri dans
une chambre de croissance sous des conditions contr6lées (température de 18 a 25 °C, humidité
relative entre 70 a 90%) a I'obscurité.

Apres germination, les plantules saines et uniformes ont été sélectionnées et transplantées
individuellement dans des pots de culture contenant un mélange de tourbe commerciale et de
vermiculite (v: v).

La culture a été menée sous des conditions contrdlées dans une serre (600 pmol m?2-s*t
d'intensité lumineuse, température 25/18 °C jour/nuit, 16 h de photopériode et 70% d'humidité
relative). Les plantules ont été irrigués avec une solution nutritive compléte de Hoagland deux

a trois fois par semaine.

3. Conduite de I’expérience

Les expériences ont été réalisées sur des plants agés de quatre semaines. Le stress salin a
été induit par 1’apport du NaCl a deux concentrations 100 et 200 mM. De plus, l'acide
salicylique a étée appliqué a des concentrations de 0.5 mM et 1.0 mM (C7HsO3; acide 2-
hydroxybenzoique; Sigma-Aldrich, C 99.0%).

L’acide salicylique a été dissous dans 0.02% de Tween 20 (polyoxyéthylénesorbitan
monolaurate, Sigma Chemicals, Royaume-Uni).

Le NaCl ou l'acide salicylique (mélangé avec du Tween-20) ont été dissous dans la solution

nutritive de Hoagland qui a été appliquée directement sur les pots pour l'irrigation. Les plantes
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témoins ont été irriguées avec la solution nutritive Hoagland sans apport de NaCl ni de 1’acide
salicylique. Les plantes non traitées avec de l'acide salicylique ont recu le méme volume de

Tween-20 ajouté a la solution nutritive pour I'nomogénéité des traitements.

Lot (I) : Traitement témoin
v Témoin+ 0 mM d’A.S
v' Témoin + 0.5 mM d’A.S
v Témoin+ 1 mM d’A.S
Lot (I1) : Traitement a la solution saline concentrée a 100 mM
v' 100 mM de NaCl + 0 mM d’A.S
v" 100 mM de NaCl + 0.5 mM d’A.S
v' 100 mM de NaCl + 1 mM d’A.S
Lot (I11) : Traitement a la solution saline concentrée a 200 mM
v" 200 mM de NaCl + 0 mM d’A.S
v' 200 mM de NaCl + 0.5 mM d’A.S
v' 200 mM de NaCl + 1 mM d’A.S

Il est a noter qu'aucun dommage visible n'a été observé sur les plantes stressées au cours
de I'expérience. Dans I'ensemble, les plantes ont été disposées selon un plan factoriel complet
avec deux génotypes de la féve, trois traitements au sel (c'est-a-dire 0, 100 et 200 mM NaCl) et
trois traitements a l'acide salicylique (c'est-a-dire 0, 0.5 et 1 mM AS).

Pour chaque traitement, huit répétitions ont été établies et analysées. Les plantes ont été

récoltées apres dix jours de traitement.

4. Mesures et analyses effectués
4.1. Parametres liés a la croissance
Le poids sec des parties aériennes et des racines (mg) a été déterminé a l'aide d'une balance

de précision apres le passage des échantillons a I’étuve a 80 °C pendant 48 heures.

4.2. Détermination du statut hydrique
4.2.1. Potentiel hydrique foliaire
Le potentiel hydrique des feuilles (¥ feuille) des plantes témoins et stressées a été

mesuré en utilisant une chambre a pression selon la méthode de Scholander et al. (1965).
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4.2.2. Teneur relative en eau

La teneur relative en eau de la feuille (TRE) a été déterminée par la méthode décrite par
Barrs et Weatberley (1962). Selon cette méthode, I'avant derniere feuille est coupée a la base
du limbe, elle est pesée immédiatement pour déterminer le poids frais initial (Pfi).

La partie excisée de la feuille est trompée dans un gobelet contenant de I'eau distillée,
qu’on place a l'obscurité a une température de 4 °C pendant 24 heures. La feuille est ensuite
retirée et passée dans un papier buvard pour absorber 1’eau de la surface et puis a 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

température de 80 °C. La teneur relative en eau de la feuille est estimée par I'équation suivante

TRE (%) = [Pfi — Ps] / [Ppt — Ps] x 100

4.3. Mesure des échanges gazeux photosynthétiques

La conductance stomatique (gs, mol m2 s, la transpiration foliaire (E, mmol H,O m
s, Passimilation nette de CO, (Pn, umol CO2 m? s1), la concentration intercellulaire en CO>
(Ci, umol CO2 mol™?), et I'efficience instantanée d'utilisation de I'eau (WUE inst; pmol CO;
mmol™* H,0) ont été déterminées par un systéme portable de photosynthése (Model Li-6400,
LICOR Biosciences Inc., Lincoln, USA).

Les mesures ont été directement effectuées entre 9h00 et 12h00 sur les feuilles des plantes
soumises aux divers traitements. Les valeurs de ces parametres ont été prises apres stabilisation

des niveaux photosynthétiques.

4.4. Mesure de I’activité du photosysteme |1

L'émission de la fluorescence de la chlorophylle a, permet I'évaluation de I'activité du
photosysteme Il qualifiée comme étant I’efficience photochimique maximale du PSII (Fv/Fm).
Cette mesure a été realisée a l'aide d'un Handy Plant Efficiency Analyser (Handy PEA,
Hansatech Ltd, UK).

Cet appareil consigne automatiquement la fluorescence initiale (FO): c‘est la valeur
minimale de la fluorescence lorsque tous les accepteurs d‘électrons du photosysteme Il (PSII)
sont completement oxydés. La fluorescence initiale FO a pour origine les chlorophylles qui
forment les antennes collectrices du PSII. La fluorescence maximale (Fm) correspond a la

valeur maximale de la fluorescence obtenue pour la méme intensité lumineuse. Cette valeur est
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obtenue lorsque toutes les premiéres quinones accepteuses d‘électrons sont complétement
réduites et le rendement quantique est exprimé par le rapport Fv/Fm = (Fm-F0)/Fm, dans lequel
Fv est la fluorescence variable.

Le rendement quantique traduit I'efficacité du PSII a utiliser la lumiére pour la conversion
photochimique (effet Kausky). La valeur du rendement quantique approche la valeur de 0.8
chez une plante non stressée, et diminue chez les plantes soumises a la contrainte.

Avant les mesures, le limbe foliaire est pré-adapté a 1’obscurité en plagant le clip du
fluorometre sur ce dernier en position fermée pendant 30 minutes. Sur le plan physiologique,
cette opération supprime le flux des photons source d‘énergie pour la photosynthése, ceci vide
la chaine de transfert d'électrons. Les centres réactionnels sont alors totalement disponibles.

La fluorescence est induite par une lumiére rouge de 600 w/m2 produite par trois diodes
placées dans la téte de mesure. Cette téte de mesure est placée sur les pinces, et immédiatement
apres les 30 min d'adaptation a I'obscurité, la pince est mise en position ouverte et la mesure est
effectuée sur la surface testée. Les accepteurs d'électrons du PSII sont saturés. L'énergie
lumineuse excédant les possibilités de collecte du PSII est alors réémise sous forme de
fluorescence, selon une cinétique particuliére. Ensuite, la chaine de transfert d'électrons
s'enclenche et atteint un régime stationnaire.

L'intensité de la fluorescence monte rapidement d'une valeur initiale FO vers une valeur
maximale (Fm) en moins d'une seconde. L'acquisition des données & la longueur d'onde de 730
nm se fait pendant une seconde : toutes les 10 ps pendant les deux premiéres millisecondes et

ensuite chaque milliseconde.

4.5. Mesure de I'intégrité membranaire

L’intégrité membranaire est évaluée par la quantification de la fuite relative d'ions estimée
par la mesure de la conductivité sur des disques foliaires de 1 cm selon la méthode décrite par
Li et al. (2014). La conductivité électrique (CEO) des disques foliaires prélevés a partir de la
feuille et mis a flotter dans 20 mL d'eau distillée est mesurée. Les disques sont ensuite mis a
bouillir pendant 5 minutes a 60 °C, la lecture de la conductivité correspondante au flux d’ions
(CE1) est également effectuée. La troisieme mesure de la conductivité est effectuée apres
I’augmentation de la température des disques a 100 °C. L'intégrité membranaire est déterminée

selon I'équation suivante :

Fuite relative d'ions (%) = [(EC1 — ECO0) / (EC2 — EC0)] x 100
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4.6. Dosage des ions sodium et potassium

Apres dessiccation, le matériel végétal est réduit en poudre fine au moyen d‘un mortier
en porcelaine. Des quantités connues de poudre végétale (de I’ordre de 30 mg) préalablement
desséchées sont attaquées par I'acide nitrique (HNO3) a 0.5% sous une température ambiante
pendant 4 jours. Les extraits sont par la suite filtrés sur du papier filtre. Les ions Na* et K* sont

dosés par spectrophotométrie a flamme.

4.7. Mesure des activités enzymatiques des antioxydants
Les activités enzymatiques de la superoxyde dismutase (SOD), de la catalase (CAT), de
I’ascorbate peroxydase (APX), et de la glutathion réductase (GR) ont été déterminées selon le

protocole décrit par Carkmak et al. (1993).

4.7.1. Extraction des enzymes

Les enzymes antioxydantes ont été extraites a 4 °C par homogénéisation de 500 mg poids
frais de feuilles dans Tris-HCI (100 mM, pH 7.5) contenant dithiotrol (5 mM), MgClI2 (10 mM),
EDTA (1.0 mM), acétate de magnésium (5 mM), PVP (1.5%), PMSF (1.0 mM) et 1 pug/mL
d’aproptinine dans un mortier en porcelaine. L’homogeénat a été centrifugé a 10.000 rpm

pendant 15 minutes a 4° C et I’activité enzymatique du surnageant est immédiatement mesurée.

4.7.2. Activité Superoxyde dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1)

L’activité superoxyde dismutase (SOD) est déterminée en mesurant par
spectrophotométrie a 560 nm I’inhibition de la réduction photochimique du nitro-bleu de
tétrazolium (NBT) par I’anion superoxyde produit suite a la photo-réaction de I’oxygene et de
la riboflavine en présence d’un donneur d’électron comme la méthionine. Une unité d*activité
SOD est définie comme étant la quantité d’enzyme nécessaire pour une inhibition de 50% du
taux de réduction du NBT.

Le milieu reactionnel est constitue de 2.2 mL de tampon phosphate (0.1 M, pH 7.8), de
0.25 mL de méthionine (13 mM), de 0.25 mL de riboflavine (1.2 uM), de 0.25 mL de NBT (63
uM), de d’EDTA a 0,1 mM, et 50 pL de I’extrait enzymatique.

La réaction est effectuée a 25 °C sous une intensité lumineuse de 500 watts pendant 15
minutes. La réaction est ensuite arrétée en placant la plaque a I’obscurité et a 4°C pendant
environ 10 minutes, puis I’absorbance est lue au spectrophotometre. Un témoin est réalisé et
placé directement a I’obscurité. Le maximum de réduction photochimique du NBT, Amax, est

déterminé a partir de puits exposés a la lumiére et contenant le mélange réactionnel sans extrait

- 35-



Chapitre 11. Materiel et méthodes

enzymatique. Le pourcentage d’inhibition de la réaction photochimique du NBT par les SODs

est calculé selon la formule :

SOD = (% inh / 50) / (C prot x Ve)

avec
% inh = ((Ae / Ac) x 100)
C prot : concentration en protéine obtenues par la méthode de Bradford (mg/mL)
Ve : volume de 1‘extrait
% inh : pourcentage d‘inhibition de la réaction de formation du formazan
Ae : absorbance de 1‘extrait (Abs lumiére — Abs obscurite)

Ac : absorbance du contrdle

4.7.3. Activité Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6)
La CAT catalyse la décomposition du H202 en H20 et O2. L activité catalase (CAT) est
mesurée par spectrophotométrie en suivant la disparition du peroxyde d’hydrogéne a 240 nm.
Le milieu réactionnel est constitué de 2.55 mL de tampon phosphate (50 mM, pH 7) et de
200 pL d’extrait enzymatique. La réaction est initiée par I’ajout de 250 pL d’H202 (37.5 mM).

La réaction est suivie par l‘enregistrement de 1‘absorbance a 240 nm pendant une minute.

4.7.4. Activité Ascorbate peroxydase (APX) (EC 1.11.1.11)
L activité ascorbate peroxydase (APX) est mesurée par spectrophotométrie en suivant
I’oxydation de I’ascorbate par le peroxyde d’hydrogene a la longueur d’onde de 340 nm.

La réaction catalysée est la suivante :
2 H202 + Ascorbate Monodéshydroascorbate — 2 H20 + O2
Le milieu réactionnel est constitué du tampon phosphate (50 mM, pH 7), d’acide
ascorbique (0.5 mM), du H20> (0.4 mM) et d’extrait enzymatique.

L activité enzymatique set calculée en utilisant le coefficient d’extinction de I’ascorbate

qui est de 2.8 mM* cm™.
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4.7.5. Activité Glutathion réductase (GR) (EC 1.6.4.2)
L activité glutathion réductase (GR) est mesurée par spectrophotométrie en suivant la
disparition du NADPH a 340 nm. La réaction catalysée est la suivante :

GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP*

Le milieu réactionnel est constitué¢ de 400 uL. de tampon phosphate (0.1 M, pH 7.8), de
25 uL de glutathion oxydé (10 mM), de 25 pLL de NADPH (0.5 mM), de 50 uL. MgCl> (3 mM)
et 100 uL d‘extrait enzymatique.

La réaction est initiée par I’ajout du NADPH+H". L’activité enzymatique est suivie en
fonction du temps par mesure de 1‘absorbance a 340 nm (une mesure toutes les minutes pendant
30 min a 25°C). La quantité de glutathion réduit par seconde est calculée a partir de la pente

initiale en utilisant le coefficient d’extinction du NADPH a 340 nm, €=6.2 mM*.cm™.

5. Analyses statistiques

Avant l'analyse, le test de Levene a été appliqué pour vérifier I'analyse des exigences de
variance. L'importance des différences entre différents les traitements ont été évalués a l'aide
d'une analyse de variance, avec un degré de confiance de 95% niveau. Le test de Duncun post-
hoc a été utilisé pour estimer I'nomogénéité des groupes. Les corrélations entre les parameétres

mesurés ont été déterminées en se basant sur le coefficient de Pearson.

-37-



Résultats



Chapitre I11. Résultats

D’innombrables études indiquent que des baisses considérables en productions agricoles
sont dues a la salinité. Ce qui entraine d’énormes pertes économiques et financiéres que
supportent les états voulant faire face aux besoins alimentaires de leurs populations, qui ne
cesse d’augmenter. Ce dilemme a conduit les scientifiques a s’orienter vers la sélection
variétale des espéces cultivées afin d’augmenter leur tolérance au stress salin. Etant donné que
I’acide salicylique est considéré comme molécule de signalisation de stress, le présent travail
suppose qu’un apport exogene pourrait modérer les effets agressifs de la salinité que peuvent
subir les deux genotypes de feve (Vicia faba L.) testés, Aguadulce et Histal, sous des
concentrations croissantes de NaCl. L’accent a été mis sur une éventuelle variabilité dans la

réponse physiologique et moléculaire au sein de 1’espece.

1. Parameétres de croissance

La biomasse végétale, au niveau aérien ainsi qu’au niveau des racines, est I’un des
marqueurs morphologiques les plus discriminants qui traduisent 1’effet des conditions
environnementales sur la croissance des plantes. A cet effet, il a été déterminé le poids sec

foliaire et racinaire.

1.1. Poids sec foliaire

Hormis les plantes soumises a la salinité élevée a 200 mM NacCl, le poids sec foliaire
s’avere significativement supérieur chez le génotype Histal par rapport au génotype
Aguadulce (Fig. 9).

Les plants des deux génotypes subissent une baisse trés hautement significative
(P<0.000***) de leur poids sec foliaire comparativement au témoin lorsque le milieu devient
de plus en plus concentré en sel. Cela se traduit par des taux de réduction respectifs de
56.67% et 61.11% chez le génotype Aguadulce et de 60.91% et 68.18% chez le génotype
Histal sous les concentrations salines respectivement élevées a 100 et 200 mM de NaCl
(P<0.000***, Fig. 9).

Pour ce qui est de I’effet de I’application de 1’acide salicylique, des augmentations
significatives du poids sec foliaire sont enregistrées chez les deux génotypes, que ce soit sous
les conditions contrbles ou celles stressées a 100 mM de NaCl (P<0.000***). Dans les
milieux dépourvus de salinité, les taux d’augmentation enregistrés chez le génotype

Aguadulce sont de 1’ordre de 22.22% et 11.11% respectivement sous 0.5 et 1 mM d’acide
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salicylique. Cependant, les taux d’augmentation sont de 1’ordre de 8.18% et 9.09% chez le
génotype Histal. Quant aux plantes stressées a 100 mM de NaCl, I’apport de I’acide
salicylique a entrainé des augmentations significatives avec des taux respectifs de 53.85% et
61.54% chez le génotype Aguadulce contre 55.81% et 58.14% chez le génotype Histal
Néanmoins, chez les plantes arrosées a 200 mM NaCl, seule la concentration 0.5 mM de
I’acide salicylique induit une augmentation de ce paramétre ; le taux d’augmentation est de

28,57% chez le génotype Aguadulce et 17,14% chez le génotype Histal.
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Figure 9. Effet de 1’acide salicylique sur la variation du poids sec foliaire chez les plants de

deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la salinité.

Les lettres au-dessus des histogrammes représentent les groupes homogenes selon le test de Duncan
pour chaque génotype. L’astérisque indique si la différence entre les deux génotypes est statistiquement

significative au niveau de chaque traitement.

Ainsi, le poids sec foliaire des plantes des deux génotypes semble étre amélioré par
I’apport exogene de I’acide salicylique, que ce soit sous les conditions témoins ou celles
pourvues de salinité. L’effet bénéfique de 1’acide salicylique est plus net chez les plantes
stressées a 100 mM de NaCl que chez celles stressées a 200 mM et il est plus prononcé chez

le génotype Aguadulce que chez le génotype Histal.

1.2. Poids sec racinaire
Le poids sec de la partie racinaire est, dans 1’ensemble, supérieur chez le génotype

Aguadulce. Toutefois, il s’est enregistré I’inverse chez les plantes témoins ayant regu 0.5 et 1
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mM d’acide salicylique, soient respectivement 0.67 g et 0.66 g chez le génotype Aguadulce
contre 0.71 g et 0.69 g chez le deuxiéme (Fig. 10).

Les résultats obtenus révelent que les deux concentrations salines élevées a 100 et 200
mM NaCl ont induit des diminutions hautement significatives de la biomasse racinaire seche
des plants des deux génotypes. Des taux de diminution respectifs de 63.64% et 70.91% sont

enregistrés chez les plantes du génotype Aguadulce contre 63.46% et 73.08% chez Histal.
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Figure 10. Effet de I’acide salicylique sur la variation du poids sec racinaire chez les plants de

deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la salinité.

Les plantes ayant subi un apport en acide salicylique (0.5 et 1 mM) ont manifesté une
amélioration de leur biomasse seche racinaire, notamment chez les plantes stressées a 100
mM NacCl et a un niveau moindre dans le milieu contréle. Dans ce dernier, 1’apport de 0.5 et 1
mM d’acide salicylique a entrainé des taux d’augmentation respectifs de 21.82% et 20% chez
le génotype Aguadulce contre 36.54% et 32.69% chez Histal. Chez les plantes stressees a 100
mM de NaCl, les taux d’augmentation dus a I’application de I’acide salicylique ont été
hautement significatifs (P<0.001***) atteignant respectivement 115% et 105% chez
Aguadulce contre 115.79 % et 105. 26% chez Histal. En ce qui concerne les plantes stressees
a 200 mM NacCl, I’addition de I’hormone a induit des augmentations de 18.75% et 25% chez
le génotype Aguadulce. Chez le génotype Histal, cette constatation demeure valable
seulement chez les plantes approvisionnées en 1 mM de I’acide salicylique (28.57%), tandis

que chez celles ayant recu 0.5 mM d’acide salicylique, aucune variation n’a été observée.
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Il est a noter que I’apport exogene de 1’acide salicylique a paru, donc, atténuant 1’effet
agressif de la salinité sur le poids sec racinaire. Cet effet est trés nettement significatif lorsque
la concentration saline correspond & 100 mM NaCl avec une différence insignifiante entre les

deux génotypes.

1.3. Ratio poids sec foliaire/poids sec racinaire

Le ratio PSF/PSR renseigne sur la différence de réponse de croissance de la partie
aérienne et celle racinaire face aux traitements appliqués. Ainsi, I’observation globale de la
figure 6 indique que la croissance de la biomasse séche foliaire a été supérieure a celle
racinaire sous les différents traitements notamment dans les milieux témoins. Il est a noter que
cette observation a été plus prononcée chez le génotype Histal que chez Aguadulce.

L’application de I’acide salicylique seul a entrainé des diminutions de différence de
biomasse seche entre les deux parties aérienne et souterraine, notamment chez les plantes du
génotype Histal. Pour ce qui est de DI’effet de la contrainte salinité, des augmentations
progressives du ratio PSF/PSR ont été observées chez les plantes stressées a 100 et 200 mM
NaCl (Fig. 11).
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Figure 11. Effet de I’acide salicylique sur la variation du ratio poids sec foliaire/poids sec
racinaire chez les plants de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la

salinité.

Des diminutions significatives du ratio PSF/PSR ont été enregistrées chez les plantes
ayant subi I’apport de 0.5 ou 1 mM d’AS en présence de 100 mM NaCl. En revanche, ce ratio
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a beaucoup augmenté chez les plantes soumises au traitement combiné 0.5 mM AS et 200
mM NaCl puis a légérement diminué quand la concentration d’AS a été doublée dans le
milieu de culture.

Il se conclut, ainsi, que les deux concentrations salines (100 et 200 mM NaCl) ont
atténue la croissance de la partie souterraine. L’inverse a été remarqué apres I’apport exogéne
de ’AS a 0.5 et 1 mM sous les conditions salines a 100 mM NaCl, tandis qu’aux milieux
salinisés & 200 mM NaCl, I’effet d’AS n’a été remarqué qu’avec la concentration 1 mM AS.

2. Parameétres hydriques
2.1. Potentiel hydrique foliaire

La mesure du potentiel hydrique renseigne sur la capacité des cellules a retenir 1’eau.
Moins il y aura d’eau libre dans la plante, plus la pression nécessaire pour la faire sortir sera
forte. Cette pression est exprimée en Bar ou en MPa et sa valeur est toujours négative.

Les résultats obtenus indiquent que le potentiel hydrique foliaire des plantes du
génotype Histal est plus bas que celui du génotype Aguadulce lorsque le milieu de culture est
dépourvu de salinité, que I’acide salicylique soit appliqué ou non. Ainsi, les valeurs
enregistrées chez les plantes témoins et celles traitées a 0.5 et 1 mM sont respectivement de
I’ordre de -0.53, -0.73 et -0.68 MPa chez le génotype Histal contre -0.5, -0.56 et -0.62 MPa
chez le génotype Aguadulce. Le méme constat est fait chez les plantes stressées a 100 mM
NaCl en absence de I’acide salicylique ou s’est enregistré -1.2 MPa chez Histal contre -1.17
MPa chez Aguadulce. Mais la constatation s’est inversée chez les plantes élevées dans les

autres milieux salins (Fig. 12).
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Figure 12. Effet de 1’acide salicylique sur la variation du potentiel hydrique foliaire chez les

plants de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la salinité.

Le traitement a 100 et 200 mM NaCl a entrainé des diminutions tres hautement
significatives du potentiel hydrique et ce chez les plantes des deux genotypes. Les taux de
diminution ont atteint respectivement 134 % et 152 % chez le génotype Aguadulce contre
128.57% et 134.29% chez Histal.

A T’exception des plantes du génotype Histal traitées par 1 mM d’acide salicylique sous
conditions stressantes 100 mM NaCl, ou le potentiel hydrique a vu une légére augmentation
de 0.83%, I’apport de I’acide salicylique a, dans I’ensemble, accru 1’abaissement de ce
parametre. Ainsi, I’addition de 0.5 et 1 mM d’acide salicylique a induit chez les plantes du
génotype Aguadulce stressées a 100 mM de NaCl des taux de diminution respectifs de 5.13%
et 6.84% contre 1.67% chez Histal. En levant la concentration de NaCl a 200 mM, les taux
d’abaissement qu’entraine 1’ajout d’acide salicylique sont de I’ordre de 4.76% et 2.86% chez
le génotype Aguadulce et 6.5% et 4.55% chez Histal.

Il se conclut de ce qui précede que 1’application de 1’acide salicylique a, en général,
accentue la diminution du potentiel hydrique chez les plantes des deux génotypes, qu’elles

soient stressées ou non a la salinité.

2.2. Teneur relative en eau
Dans les milieux exempts de salinité, il a été remarqué des teneurs relatives en eau
(TRE) légerement supérieures chez les plantes du génotype Aguadulce. Le phénoméne s’est

inversé lorsque le sel est présent dans le milieu de culture (Fig. 13).
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Des baisses trés hautement significatives ont été observees chez les plantes stressées a la
salinité (P<0.001***). Les taux de diminution ainsi enregistrés ont atteint 22,83% chez
Aguadulce et 16,48% chez Histal sous traitement a 100 mM NaCl contre des taux de
réduction respectifs de 31.52% et 29.67% lorsque la concentration saline a été doublée.

Dans les milieux dépourvus de salinité, la TRE s’est 1égérement améliorée chez les
plantes traitées a I’acide salicylique. Les taux d’accroissement releves ont été estimés a 1.09%
chez le genotype Aguadulce et 1.1% chez Histal en cas de traitement a 0.5 mM contre des

taux respectifs de 2.17% et 2.2% lorsque la concentration d’hormone a été élevée a 1 mM.
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Figure 13. Effet de 1’acide salicylique sur la variation de la teneur relative en eau (TRE) chez

les plants de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la salinite.

L’application de I’A.S semble, également, avoir amélioré la TRE dans les milieux de
culture soumis au NaCl. L’addition de 0.5 mM d’A.S a 100 mM de NaCl a entrainé un taux
d’amélioration de 2.82% enregistré chez Aguadulce et 1.32% chez Histal contre des taux
d’augmentation respectifs de 4.23% et 1.32% lorsque I’A.S est appliqué a 1 mM. En cas
d’association de 200 mM NaCl avec 0.5 mM d’A.S, la TRE a augmenté a un taux de 3.17%
chez Aguadulce et 4.69% chez Histal. Des taux d’accroissement respectifs de 1.59% et 1.56%

ont été inscrits lorsque la concentration d’A.S a été doublé a 1 mM.
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3. Photosynthese et échanges gazeux
3.1. Photosynthése nette

Les plantes stressées a 200 mM de salinité en présence de 0.5 et 1 mM d’AS n’ont pas
éprouvé de difference significative chez les deux génotypes en réponse aux traitements
appliqués concernant le rendement photosynthétique. Néanmoins, sous les autres conditions
de culture, cette différence de comportement était significative et les valeurs enregistrées
étaient, en général, Iégerement supérieures chez le génotype Aguadulce (Fig. 14).

Lorsque la salinité a été appliquée seule, cela a considérablement influencé le taux de
photosynthése nette chez les plantes des deux génotypes et les taux d’abaissement induits par
le NaCl étaient tres hautement significatifs. Ainsi, sous traitement a 100 mM NacCl, le taux de
diminution était de 24.29% chez Aguadulce et 26.16% chez Histal. En levant la concentration
a 200 mM NaCl, la chute a été estimée respectivement a 33.99% et 34.16% chez les deux

génotypes.
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Figure 14. Effet de 1’acide salicylique sur la variation du taux de la photosynthése nette chez

les plants de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la salinité.

La photosyntheése nette s’est nettement ameéliorée suite a [’application de I’acide
salicylique sur les plantes témoins, notamment celles ayant recu 0.5 mM, chez lesquelles
I’effet a été hautement significatif (P<0.001***). Des résultats similaires ont été constatés
chez les plantes élevées dans des milieux salins enrichis en AS. Ainsi, la combinaison de 0.5
et 1 mM de I’hormone a 100 mM NaCl a entrainé des augmentations respectives de 2.8% et

5.82% chez le génotype Aguadulce contre 5.3% et 8.43% chez Histal. En élevant la
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concentration saline a 200 mM, il s’est enregistré des accroissements estimés respectivement
4 6.15% et 5.61% chez Aguadulce contre 5.41% et 6.22% chez Histal.

Les résultats cités ci-dessus, correspondants a la photosynthése nette, réaffirment 1’effet
bénéfique de I’application exogéne de 1’acide salicylique qui atténue les effets néfastes de la

salinité sur le rendement photosynthétique.

3.2. Conductance stomatique

Les valeurs de conductance stomatique enregistrées dans les milieux contréles
n’expriment pas de différence significative entre les deux génotypes. Les seules distinctions
significatives ont été constatées chez les plantes stressées exclusivement a 100 mM NaCl et
celles ayant recu 200 mM NaCl additionnés a 0.5 et 1 mM d’A.S (Fig. 15).

L’application de la salinité a induit des abaissements de la conductance stomatique, qui
étaient hautement significatifs chez les plantes traitées a 100 mM NaCl (P<0.01**) et tres
hautement significatifs chez celles ayant subi 200 mM NaCl (p<0.001***). Les taux de
diminution enregistrés étaient respectivement de ’ordre 18.18% et 48.37% chez le génotype
Aguadulce, contre 16.48% et 29.67% chez Histal.
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Figure 15. Effet de 1’acide salicylique sur la variation de la conductance stomatique chez les

plants de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la salinité.

La présence d’A.S dans les milieux témoins n’a entrainé aucune variation significative.
Cependant, son addition aux deux concentrations salines a induit des augmentations

significatives. Des taux d’amélioration de 9.52% et 10.71% ont été enregistrés chez les

- 46 -



Chapitre 111. Résultats

plantes Aguadulce arrosées respectivement avec 0.5 et 1| mM d’A.S, combinés a 100 mM
NaCl. Chez le génotype Histal, les deux concentrations d’A.S ont conduit a un taux
d’accroissement similaire équivalent a 8.14%. Dans les milieux contenant 200 mM NacCl, la
présence d’A.S a une concentration 0.5 mM a entrainé des augmentations estimées a 28.3%
chez Aguadulce et 31.48% chez Histal, contre des taux respectifs de 30.19% et 29.63%
induits par I’application de 1 mM AS.

Ainsi, I’application d’A.S, a 0.5 et 1 mM, est supposée avoir un effet améliorant la
conductance stomatique chez les plantes stressées a 100 et 200 mM NaCl. Cet effet est plus

prononcé lorsque ’hormone est additionnée a la concentration saline élevée a 200 mM NaCl.

3.3. Transpiration foliaire

Chez les plantes dépourvues de salinité, la transpiration foliaire est nettement supérieure
chez le genotype Histal comparativement a Aguadulce (Fig. 16). Quant au reste des
traitements, hormis ceux correspondant a la combinaison de 200 mM NaCl aux deux
concentrations d’AS, les analyses statistiques ont révélé des différences aussi significatives

chez les deux génotypes malgré que les valeurs obtenues soient tres voisines (P<0.05%).
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Figure 16. Effet de 1’acide salicylique sur la variation de la transpiration foliaire chez les

plants de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la salinité.

Des baisses tres hautement significatives induites par la salinité ont été constatées sous

les deux concentrations 100 et 200 mM NacCl. Les taux d’abaissement ainsi enregistrés ont été
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respectivement égaux a 44.23% et 51.15% chez le génotype Aguadulce contre 51.02% et
55.78% chez Histal.

L’apport d’AS a, pour ’ensemble des traitements, remis la transpiration foliaire en
hausse, notamment chez les plantes contréles enrichies en 0.5 mM, ou les taux de relévement
étaient trés significatifs. D’autre part, cet effet était moins significatif dans les milieux salins,
mais plus prononcé a 100 mM NaCl, ou les taux relevés étaient de 1’ordre de 11.72% et
13.79% chez les plantes Aguadulce contre 13.19% et 13.89% chez Histal. Ces résultats
confirment, ainsi, 1’effet bénéfique de I’apport exogéne d’acide salicylique sur la transpiration

foliaire.

3.4. Concentration intercellulaire en CO2

Concernant I’effet de la salinité et I’AS sur la concentration intercellulaire en COo, le
génotype Aguadulce semble avoir réagi plus efficacement (Fig. 17). Dans les milieux
contrdles, la différence entre les comportements des plantes des deux génotypes n’a été
significative que sous le traitement a 0.5 mM AS. Pour ce qui est des plantes exposées a la
salinité, le seul traitement face auquel les deux génotypes ne se sont pas comportés de fagcons

significativement différentes est celui correspondant a 100 mM NacCl.
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Figure 17. Effet de 1’acide salicylique sur la variation de la concentration intercellulaire en
CO2 chez les plants de deux genotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la

salinité.
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La concentration intercellulaire en CO> a considérablement diminué chez les plantes
stressées @ 100 mM NaCl. Les taux de diminution ont été évalués a 33.77% chez Aguadulce
contre 34.64% chez Histal. Lorsque la concentration saline a été doublée, la teneur en CO>
dans les espaces intercellulaires a fortement chuté, atteignant des taux de baisse de 52.79%
chez le génotype Aguadulce et 55.56% chez Histal.

L’application d’AS a exercé des effets nettement positifs, notamment chez les plantes
conduites dans des milieux salins, ou les teneurs en CO: intercellulaires se sont
significativement améliorées. Les taux d’amélioration, correspondant aux concentrations 0.5
et 1 mM appliquées, étaient respectivement estimés a 18.81% et 24.26% chez Aguadulce
contre 16.5% et 19.5% chez Histal lorsque la salinité était concentrée a 100 mM NacCl. En
augmentant la concentration saline a 200 mM NacCl, les teneurs en CO intercellulaires ont, a
leur tour, augmenté s’élevant respectivement a des taux de 43.06% et 40.07% chez Aguadulce
contre 48.53% et 45.59% chez Histal.

3.5. Efficience photochimique maximale du photosystéme 11

La réponse des plantes des deux génotypes aux différents traitements a été
significativement différente. A 1’exception des milieux de culture ou I’on associ¢ 0.5 et 1 mM
d’AS a 100 mM NaCl, I’efficience photochimique maximale du photosystéme Il a été plus
prononceée chez les plantes du génotype Aguadulce comparativement a Histal (Fig. 18).

Des réductions significatives de 1’efficience photochimique du photosystéme II ont été
enregistrées chez les plantes arrosées uniquement au NaCl. Ces diminutions se sont aggravées
avec I’augmentation de la concentration saline. Ainsi, sous traitement a 100 mM NaCl, les
baisses de I’efficience photochimique ont été estimées a 4.11% chez Aguadulce et 2.85% chez
Histal. Les taux d’abaissement ont atteint respectivement de 6.6% et 6.64% lorsque la

concentration de NaCl a doublé.

=49 -



Chapitre 111. Résultats

O Aguadulce OHistal

=0.90 -

£ a

=

=

=085 1 ¢ b

78 b a

a b [« L= cdp D c

- T HE * d de C *

2 0.80 {1 | ¢ | T .

E * e

E [ i fd

=

g 0.75 A

3

L

o 0.70 | , ,
o 05 1 0 05 1 o 05 1

0 100 200

Figure 18. Effet de I’acide salicylique sur la variation de I’efficience photochimique
maximale du photosysteme Il chez les plants de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce

et Histal) stressés a la salinité.

Hormis les plantes témoins du génotype Histal enrichies a 0.5 mM d’AS, ’efficience
photochimique maximale du photosysteme II s’est significativement améliorée chez les
plantes des deux génotypes ayant recu de I’acide salicylique. Les meilleurs taux
d’augmentation ont été enregistrés sous traitement & 0.5 mM additionnés a 100 et a 200 mM

NaCl, soient respectivement 2.6% et 2.67% chez Aguadulce contre 2.6% et 2.7% chez Histal.

3.6. Efficience instantanée de I’utilisation de I’eau

A l'exception des plantes stressées a 100 mM NaCl chez lesquelles I’efficience
instantanée de 1’utilisation de I’eau (WUE inst) a été identique chez les deux génotypes, les
valeurs de ce paramétre ont eté nettement supérieures chez le génotype Aguadulce (Fig. 19).

La salinité, appliquée seule a 100 et 200 mM NaCl, a considérablement augmenté
I’efficience instantanée de I’utilisation de ’eau. Les taux d’accroissement progressaient
significativement au fur et a mesure que le milieu de culture soit plus concentré en sel, soient
respectivement 19.29% et 35.12% chez le génotype Aguadulce contre 36.01% et 48.89% chez
le génotype Histal.
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Figure 19. Effet de I’acide salicylique sur la variation de [I’efficience instantanée de
I’utilisation de 1’eau chez les plants de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal)

stressés a la salinité.

Des diminutions significatives ont été enregistrées chez les plantes du génotype
Aguadulce enrichies en AS dans les conditions contrdles. Néeanmoins, aucun effet n’a été
constaté chez les plantes du génotype Histal. Chez les plantes arrosées avec des solutions
contenant I’AS additionné a 100 mM NaCl, les valeurs de I’efficience instantanée de
I’utilisation de I’eau ont continué significativement son augmentation. Lorsque 1’hormone a
été ajoutée a 200 mM NacCl, les taux de variation enregistrés étaient non significatifs. Ainsi,
une diminution de 1.37% a été relevée chez les plantes Aguadulce ayant regu 1 mM d’AS

contre de légéres augmentations inférieures a 1% dans le reste des traitements.

4. Homéostasie ionique
4.1. Teneur en sodium

Les différents traitements salins appliqués ont entrainé des augmentations significatives
de la teneur en sodium (Na*), qui était supérieures chez le génotype Aguadulce que chez le
génotype Histal (Fig. 20). Les teneurs maximales de feuilles en sodium ont éte enregistrées
chez les plantes soumises a la salinité élevées a 200 mM NaCl.

Des augmentations hautement significatives ont été remarquées chez les plantes
stressées @ 100 mM NaCl. Les taux correspondants enregistrés étaient de 1’ordre de 35.56%
chez Aguadulce et 33.65% chez Histal. En levant la concentration saline a 200 mM, la teneur

en Na* a suivi son accroissement a des taux respectifs de 55.56% et 55.54%.
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Figure 20. Effet de I’acide salicylique sur la variation de la teneur en sodium chez les plants

de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la salinite.

L’application de I’AS sur les plantes témoins était a I’origine a des diminutions de la
teneur en Na', qui étaient Iégéres mais significatives, allant de 2.67% jusqu’a 4.17%.
Cependant, I’addition de I’hormone aux milieux salins a significativement remis la teneur en
sodium en baisse, notamment chez les plantes stressées a 200 mM NaCl ou les taux
d’abaissement enregistrés variaient de 10.1% a 13.47%. Il se conclut ainsi que, malgré les
légéres augmentations de la teneur des plantes en Na* causées par la présence d’AS, ce

dernier a considérablement atténué ’effet de la contrainte saline.

4.2. Teneur en potassium

Les teneurs en potassium (K*) enregistrées étaient, dans 1’ensemble, supérieures chez le
génotype Aguadulce comparativement au génotype Histal (Fig. 21).

La contrainte saline a entrainé des chutes considérables des teneurs en K*, qui étaient
hautement significatives sous traitement a 100 mM NaCl et trés hautement significatives
lorsque la salinité fut augmentée a 200 mM NacCl. Les taux correspondants étaient équivalents
a16.09% et 50.57% chez le genotype Aguadulce contre 19.05% et 49.17% chez Histal.
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Figure 21. Effet de I’acide salicylique sur la variation de teneur en potassium chez les plants

de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la salinité

Chez les plantes témoins ainsi que celles stressées a la salinité, la teneur en K* s’est
significativement améliorée suite a I’application de I’AS. La présence de I’hormone (0.5 et 1
mM) dans milieux exempts de sel a entrainé des taux d’augmentation équivalant
respectivement a 19.54% et 37.93% chez Aguadulce contre 15.48% et 29.76% chez le
génotype Histal. La méme constatation a été faite lorsqu’on I’a additionnée a la salinité. Ainsi,
des taux respectifs de 10.96% et 32.88% ont été enregistrés chez les plantes Aguadulce
stressées a 100 mM NaCl contre 15.48% et 29.76% chez le génotype Histal. Lorsque la
concentration de NaCl est passée au double, les augmentations ont atteint respectivement
32.56% et 53.49% chez le génotype Aguadulce contre 28.81% et 47.54% chez le génotype
Histal.

4.3. Ratio K*/Na*

Le calcul du ratio K*/Na* renseigne sur 1’état d’équilibre ionique au niveau cellulaire de
la plante. Chez les plantes témoins et celles ayant regu 100 mM NacCl, les valeurs du ratio
K*/Na* étaient inférieures chez le génotype Aguadulce en comparaison au génotype Histal et

I’inverse a été remarqué chez les plantes traitées a 200 mM NaCl (Fig. 22).
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Figure 22. Effet de I’acide salicylique sur la variation du ratio K*/Na* chez les plants de deux

génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la salinité

Concernant les plantes stressées au NaCl, il s’est observé des chutes trés hautement
significatives du ratio K*/Na*, qui s’intensifiaient graduellement avec I’augmentation de la
concentration saline dans le milieu de culture. Ainsi, les taux de diminution enregistrés chez
les plantes traitées @ 100 mM NaCl étaient de I’ordre 38.1% chez les plantes du génotype
Aguadulce contre 39.43% chez le génotype Histal, tandis que celles ayant subi 200 mM NaCl,
leur taux étaient respectivement 68.23% et 67.3%.

Les valeurs du ratio ont augmenté d’une fagon significative chez les plantes enrichies en
AS concentré a 0.5 mM et d’une maniére hautement significative lorsque la concentration de

I’AS est de 1 mM, que le milieu de culture soit muni ou exempt de sel.

5. Intégrité membranaire

Le phénomeéne de la fuite d’¢électrolytes s’est beaucoup plus prononcé chez les plantes
du génotype Histal que chez le génotype Aguadulce, que ce soit sous traitements contréles ou
ceux soumis a la salinité traduisant ainsi une perte de I’intégrit¢ membranaire (Fig. 23).

La fuite d’électrolytes était minimale chez les plantes témoins mais elle a
significativement augmenté et s’est accentuée au fur et a mesure que la salinité augmente dans
le milieu de culture. Les taux d’élévation ont été estimés a 140% chez le génotype Aguadulce
et a 125% chez le génotype Histal sous salinité a 100 mM NaCl. Lorsque la concentration
saline augmente a 200 mM, les taux d’augmentation des fuites d’électrolytes atteignent
respectivement 370% et 366.67%.
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Figure 23. Effet de I’acide salicylique sur la variation de la fuite d’électrolytes chez les plants

de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la salinite.

L’application des deux concentrations d’AS a remis significativement ce parametre a la
baisse chez les plantes contréles ainsi que celles stressees a la salinité. Les taux d’abaissement
induits par I’application de 0.5 mM AS aux plantes témoins ont été évalués a 10.4% chez le
génotype Aguadulce et 16.67% chez le génotype Histal contre 17.11% et 25% lorsque la
concentration de I’AS a été augmentée a 1 mM.

Par ailleurs, I’augmentation de la fuite d’électrolytes due a la salinité a été atténuée suite
a l’addition d’AS. Les taux correspondants étaient de 1’ordre de 8.33% chez le génotype
Aguadulce et 7.41% chez le génotype Histal sous le traitement a 100 mM NaCl additionné a
0.5 mM d’AS contre 20.83% et 14.81% quand la concentration de I’acide salicylique passe a
1 mM. En levant la salinité au double, il a été enregistré des taux respectifs de 12.77% et
23.21% en cas de 0.5 mM contre 17.02% et 21.43% sous le traitement & 1 mM.

6. Activités enzymatiques antioxydantes
6.1. Superoxyde dismutase

A I’exception des milieux de culture ou les plantes de la féve ont été arrosees a 0.5 et 1
mM d’AS associées a 200 mM NaCl, il est remarqué des activités enzymatiques superoxyde
dismutase (SOD) significativement supérieures chez le génotype Aguadulce en comparaison
au génotype Histal (Fig. 24).

La contrainte saline a induit des augmentations progressives et hautement significatives

de Tactivité enzymatique de la superoxyde dismutase. Chez les plantes du génotype
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Aguadulce soumises a 100 mM NaCl, P’activité de cette enzyme a augmenté a un taux
équivalent a 49.33%, qui a atteint 158.67% lorsque la concentration saline a été levée a 200
mM NaCl. Les taux d’augmentation ont valu respectivement 54.79% et 161.64% chez le

génotype Histal sous les mémes conditions.
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Figure 24. Effet de I’acide salicylique sur la variation de I’activité enzymatique superoxyde
dismutase chez les plants de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a

la salinité.

L’application d’AS chez les plantes témoins était a 1’origine de légéres augmentations
des activités enzymatiques de SOD, qui se sont révélées significatives sur le plan statistique.
Lorsque I’AS a été additionné aux plantes soumises a la salinité, ces augmentations se sont
significativement accrues et il a été remarqué que cet effet était proportionnel a la
concentration appliquée de I’AS.

Ainsi, le taux d’augmentation de l’activité enzymatique du SOD chez le génotype
Aguadulce était de I’ordre de 35.71% lorsque 0.5 mM d’AS a été ajoutée au traitement a 100
mM NaCl et a atteint 51.79% quand la concentration de I’AS a été portée au double.
Cependant, la combinaison d’AS avec 100 mM NaCl a entrainé des taux d’augmentation
respectifs de 32.74% et 47.79% contre 19.9% et 21.99% sous le traitement a 200 mM NaCl

chez le génotype Histal.
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6.2. Ascorbate peroxydase

Pour ce qui est de I’effet des différents traitements sur I’activité enzymatique de
I’ascorbate peroxydase (APX), des différences significatives ont été remarquées entre les
deux génotypes (Fig. 25). Cependant, il est a souligner que les activités enzymatiques de APX
étaient supérieures chez le genotype Histal pour les plantes témoins et celles traitées a la

salinité. Toutefois, I’inverse a été constaté aprés 1’ajout de I’acide salicylique au milieu de

culture.
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Figure 25. Effet de 1’acide salicylique sur la variation de I’activité enzymatique ascorbate
peroxydase chez les plants de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés

a la salinité.

Des augmentations progressives hautement significatives ont été enregistrées chez les
plantes soumises a la salinité, soient des taux de 70% et 160% résultant du traitement a 100
mM et 200 mM NaCl chez le génotype Aguadulce. Quant aux plantes du génotype Histal, les
activités enzymatiques de APX ont augmenté respectivement a 93.55% et 161.94%.

L’activité enzymatique de APX a augmenté davantage chez les plantes témoins ayant
subi un apport exogéne en AS, notamment a la concentration 1 mM. Concernant les plantes
stressées a la salinité, 1’addition de 0.5 et 1 mM d’AS a significativement accentué
I’augmentation des activités de cette enzyme, surtout sous la concentration a 100 mM NacCl.

Les taux d’accroissement, ainsi, induits équivalaient respectivement a 41.18% et 54.9%
chez le génotype Aguadulce, contre 16.83% et 18.33% chez le génotype Histal. Cet effet di a

I’addition d’AS était moins prononcé chez les plantes soumises a 200 mM NaCl. Les taux
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correspondants étaient respectivement de 1’ordre de 7.69% et 5.9% chez le génotype

Aguadulce contre 2.83% et 0.62% chez le genotype Histal.

6.3. Catalase

Les différents traitements appliqués ont abouti a des variations positives des activités
enzymatique de la catalase (CAT), qui étaient nettement supérieures chez le génotype
Aguadulce (Fig. 26). Les différences entre les deux génotypes étaient, dans 1’ensemble,

statistiquement significatives.
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Figure 26. Effet de I’acide salicylique sur la variation de I’activité enzymatique catalase chez

les plants de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stressés a la salinite.

Les activités enzymatiques de la catalase ont augmenté d’une fagon hautement
significative et ce proportionnellement a la concentration saline appliquée (100 et 200 mM
NaCl). Les taux d’augmentation enregistrés correspondent respectivement a 76.36% 110.91%
chez les plantes du génotype Aguadulce, contre 104% et 124% chez le génotype Histal.

L’apport de I’AS aux plantes a induit une augmentation significative de I’activité
enzymatique CAT. Ainsi, chez les plantes témoins, les taux d’augmentation enregistrés
étaient respectivement de I’ordre de 5.45% et 14.55% pour le génotype Aguadulce, contre
10% et 12% chez le génotype Histal. Pour ce qui est des plantes soumises a 100 mM NaCl
combiné a I’AS, les taux d’accroissement des activités enzymatiques CAT ont atteint 20.62%
et 24.74% chez le génotype Aguadulce, contre 10.78% et 16.67% chez le génotype Histal.

Lorsque la concentration saline a été doublée dans le milieu de culture, les accroissements de
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I’activité enzymatique étaient équivalents a 24.14% et 20.69% chez les plantes du génotype

Aguadulce, contre 20.54% et 15.18% chez celle du génotype Histal.

6.4. Glutathion réductase
Dans I’ensemble, la contrainte saline a induit une stimulation de I’activité enzymatique
du glutathion réductase (GR). Toutefois, les valeurs enregistrées étaient supérieures chez les

plantes du génotype Histal (Fig. 27).
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Figure 27. Effet de 1’acide salicylique sur la variation de I’activité enzymatique glutathion
réductase chez les plants de deux génotypes de Vicia faba L. (Aguadulce et Histal) stresses a

la salinité.

Les plantes soumises & la salinit¢é ont considérablement augmenté leur activité
enzymatique GR, qui a progressé avec I’élévation de la concentration saline de 100 a 200 mM
NaCl. Chez le génotype Aguadulce, les taux de croissance relevés correspondaient
respectivement a 45.16% et 98.39% contre 60.94% et 92.19% chez le génotype Histal.

L’apport exogeéne de I’AS aux plantes témoins n’a pas mené a des variations
considérables. Cependant, son addition a 0.5 et 1 mM d’AS aux plantes soumises a 100 mM
NaCl a conduit a des augmentations significatives estimées a 13.33% et 12.22% chez le
génotype Aguadulce contre 10.68% et 8.74% chez le génotype Histal. En outre, I’apport de
I’AS aux plantes stressées par 200 mM NaCl induit des taux d’accroissement respectifs de
22.76% et 16.26% chez le génotype Aguadulce et de 24.39% et 19.51% chez le génotype
Histal.
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Les comportements physiologique et nutritionnel des plantes sont limités par différentes
conditions environnementales sous lesquelles elles se développent (Gonzélez-Alcaraz et al.
2014). La salinité des sols est I’une des contraintes du milieu les plus importantes sous les
conditions climatiques aride et semi-aride dans le monde (Muscolo et al. 2015). La
compréhension des mécanismes d’adaptation des plantes a la salinité s’avere d’une
importance primordiale pour remédier a ces facteurs (Shevyakova et al. 2013). De ce fait, la
sélection et I’amélioration des génotypes tolérants au sel représentent une stratégie efficace
pour améliorer la productivité des plantes dans les zones souffrant de conditions
environnementales défavorables (Hernandez 2019). Par conséquent, la comparaison entre les
génotypes dans la tolérance au sel peut étre tres utile pour décrire les mécanismes pertinents
qui pourraient aider a reconnaitre les génotypes tolérants au stress et révéler les facteurs
limitants qui pourraient étre utilisés dans la sélection et I’amélioration génétique des plantes
(Hanin et al., 2016 ; Taibi et al., 2017 ; Taibi et al., 2018). En outre, les phytohormones
constituent un outil puissant pour atténuer les effets indésirables produits par le stress
abiotique. Récemment, un intérét croissant s’est porté sur I’effet de I’acide salicylique dans la
tolérance a la saliniteé (Khan et al. 2015).

En général, la salinité a induit de sévéres limitations de la réponse physiologique et
moléculaire de la féve, ce qui a affecté considérablement la croissance des plantes.
Cependant, I’acide salicylique a restauré la plupart des parameétres étudiés et a amélioré la
réponse des plantes a la salinité.

Des limitations considérables de la croissance en termes de biomasse séche de la partie
aérienne et des racines ont été constatées sous I’effet de la contrainte saline chez les deux
génotypes testés. Ce constat, considéré comme I’un des effets les plus visibles du stress salin,
est géneralement attribué a la perturbation voire I’inhibition du programme de développement
de la plante et a la stimulation des mécanismes de réponse au stress (Isayenkov et Maathuis,
2019). La diminution de croissance peut étre expliquée par le fait que les sels agissent en
augmentant la pression osmotique du milieu externe, ce qui empéche I’absorption de I’eau par
le systeme racinaire et, par conséquent, mene a une baisse de turgescence cellulaire induisant
la réduction de la croissance et la division cellulaires (Vysotskaya et al. 2010). De plus, Wang
et Nil (2000) signalent que la réponse immédiate a la salinité se traduit par la réduction de la

vitesse de I’expansion de la surface foliaire et du systéme racinaire.
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Les résultats obtenus indiquent une inhibition significative de la croissance des racines
sous salinité et une augmentation du ratio PSF/PSR. Khadri et al. (2007) expliquent la
réduction de la croissance sous faible salinité par la faible disponibilité de I’eau et des
éléments minéraux indispensables a la croissance. Selon Munns (2002) et Cuin et al. (2008),
sous salinité élevée, en plus du déséquilibre nutritif, le stress hyper-osmotique et le
déséquilibre ionique semblent jouer un role central dans la perturbation des fonctions
cellulaires. L arrét de la croissance des plantes induit par la salinité a deja été signalé chez la
feve (Bulut et Eroglu 2011 ; Dawood et El-Awadi, 2015 ; Moussa et Hassan, 2016) et d’autres
especes appartenant de la famille des Fabaceae comme le haricot commun (Taibi et al.,
2012a, b ; Taibi et al., 2013a, b ; Taibi et al., 2016). Par conséquent, la mesure de
I’accumulation de la biomasse peut aider a évaluer le degré de tolérance au sel parmi les
génotypes de la féve.

Cependant, I’apport exogéne de I’acide salicyligue a amélioré significativement la
biomasse séche des feuilles et des racines chez les plantes soumises a la salinité. Les effets
bénéfiques de I’acide salicylique pourraient étre attribués a son réle dans la protection des
membranes cellulaires contre les dommages causeés par le sel (r=0.73**) et a I’augmentation
de la teneur en pigments chlorophylliens et de I’activité des enzymes antioxydantes (r=0.82
**) qui a leur tour soutiennent le processus de la photosynthese, atténuent le stress oxydatif et
régulent I’homéostasie des ions (Li et al., 2014a ; Li et al., 2014b ; Khan et al., 2015). De
I’autre coté, les limitations de la croissance des plantes pourraient étre dues a la détérioration
de la teneur en eau relative (TRE, r=-0.68**) et du potentiel hydrique (¥w, r=-0.71**) sous
salinité. La réponse des plantes, y compris la féve, face au stress salin se traduit généralement
par la régulation de leur potentiel osmotique et leur équilibre ionique a travers I’accumulation
des composés organiques et inorganiques afin de soutenir la turgescence cellulaire et, par
conséquence, de maintenir la croissance végétale (Taibi et Chorfi, 2010 ; Abdul Qados, 2011 ;
Chorfi et Taibi, 2011a, b ; Nazar et al., 2015).

Le potentiel hydrique foliaire et la teneur relative en eau représentent des indicateurs
physiologiques intéressants pour I’estimation de I’état d’hydratation des plantes (Yamaguchi
et Sharp 2010). De sensibles différences sont notées chez les deux génotypes dans le maintien
d’un état hydrique optimal ; le potentiel hydrique foliaire ainsi que la teneur relative en eau
diminuent avec I’augmentation de la concentration de NaCl dans le milieu de culture. La
perturbation des relations hydriques des plantes soumises aux sels sont dues a la diminution
de I’aptitude des plantes a absorber I’eau de la solution du sol en raison de I’abaissement du

potentiel hydrique du sol (Munns 2005).
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Le maintien du statut hydrique grace a I’ajustement du potentiel hydrique est consideré
comme une stratégie d’adaptation importante en réponse a la salinité (Ashraf et Harris, 2013).
L apport exogene de I’acide salicylique améliore significativement les échanges gazeux
foliaires (r=0.58**) et contréle le taux de transpiration (r=-0.54**), ce qui pourrait améliorer
I’état hydrique des plantes (Ahmad et al., 2018). De méme, les échanges gazeux et le taux de
photosynthése nette ont diminué chez les plantes soumises a la salinité (r=-0.44%).

La fermeture stomatique, en tant que premiere réponse des plantes stressées a la salinité,
a été significativement marquee dans la présente étude, conduisant ainsi a la diminution de la
conductance stomatique et de la transpiration foliaire. En géneéral, une conductance
stomatique élevée améliore la diffusion du CO: dans les feuilles et améliore le rendement de
photosynthése nette ce qui constitue est un facteur déterminant important de la croissance
végeétale et du rendement des cultures (Li et al., 2014b). Par conséquent, la diminution des
taux de photosynthese nette sous les conditions salines est principalement attribuée a la
limitation de la conductance stomatique (r=0.61**). La fermeture des stomates souvent
observée chez les plantes soumises aux sels améliore I’hydratation des tissus en limitant les
pertes d’eau par transpiration (r=0.6*) (Fricke et al. 2004 ; Turan et al. 2009). Cette fermeture
stomatique peut également limiter I’accumulation des ions toxiques de Na* et ClI- dans les
plantes puisque le taux de leur transit dans le xyléme est largement déterminé par le taux de
transpiration (Jossier et al. 2010).

Veselov et al. (2008) ont montré que la faible conductivité stomatique, menant a un
ralentissement du rendement photosynthétique, contribue fortement a la tolérance de plusieurs
cultivars d’orge a la salinité. En outre, la diminution du taux de la photosynthese nette
pourrait étre attribuée aux perturbations de la teneur en pigments et de la fluorescence de la
chlorophylle, & la photo-inhibition du PS II, aux modifications conformationnelles du
complexe enzymatique ATPase lié a la membrane et a la diminution de I’activité de la
Rubisco (Lawlor et Cornic, 2002). Néanmoins, I’acide salicylique s’est avéré améliorer les
taux de photosynthése nette et les échanges gazeux. Les études antérieures de Khan et al.
(2014) et Ahmad et al. (2018) ont rapporté que I’acide salicylique augmente significativement
la teneur en pigments, améliore les taux de transpiration foliaire et le transport des électrons
photosynthétiques, soutient des activités enzymatiques élevées de la Rubisco et des enzymes
antioxydantes, et augmente I’efficacité du PSII sous stress salin.

Le rendement quantique maximal du PSII (Fv/Fm) a diminué sous I’effet des conditions
salines mais s’est rétabli aprés I’addition de I’acide salicylique. Cela indigue la diminution de
la capacité des feuilles a absorber I’énergie d’excitation et la diminution de I’assimilation
photosynthétique sous salinité (Taibi et al., 2017 ; Taibi et al., 2018). Lutts et al. (1996) ont
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associe la réduction de chlorophylle b a I’antenne de PSII, car une baisse de la teneur en
chlorophylle b peut suggérer des dommages structuraux du centre de réaction de PSII. La
diminution de la teneur en chlorophylles sous salinité est en partie due probablement a la perte
de la stabilité membranaire (Hajer et al. 2006). Les effets protecteurs de I’acide salicylique
pourraient étre associés a la diminution des dommages oxydatifs et a la restriction de
I’accumulation massive de sodium dans les feuilles (Khan et al., 2015).

Plusieurs travaux ont montré la relation entre la réduction de la photosynthése nette et la
transpiration d’une part et les concentrations de Na* et CI d’autre part (Bafiuls et Primo-Millo
1992). La déficience potassique engendrée par la salinité peut également jouer un role
important étant donné que K* est le soluté majeur qui maintient la turgescence des cellules
compagnes et engendre la fermeture des stomates (Prytz et al. 2003). Ashraf et Bhatti (2000)
ont rapporté que la réduction de la photosynthése nette des feuilles de I’haricot sous 100 mM
NaCl est due au fait que la salinité détruit la structure fine des chloroplastes et provoque
I’instabilité des complexes protéines-pigments ce qui influe directement sur la biosynthese et
la fonction des pigments photosynthétiques.

De méme, la régulation de I’homéostasie ionique est I’un des principaux déterminants de
la tolérance des plantes au sel (Isayenkov et Maathuis, 2019). Dans la présente étude, la
salinité a induit une augmentation des teneurs des plantes en sodium et une diminution des
teneurs des plantes en potassium. Ces résultats sont en concordance avec ceux obtenus par
Bulut et al. (2011), Taibi et al. (2016), et Ahmad et al. (2018). La concurrence qui résulte de
I’absorption non-sélective du sodium et du potassium est due au fait que ces derniers éléments
partagent une structure physico-chimique similaire. Dans les conditions salines, I’entrée
passive des ions de sodium a travers la membrane plasmique pourrait induire une
dépolarisation membranaire ce qui empéche considérablement I’absorption du potassium et
augmente sa fuite vers I’extérieur a travers I’activation des canaux de potassium (Jayakannan
etal., 2013).

La diminution de I’absorption du potassium par la plante induit divers dommages
cellulaires et réduit significativement la croissance des plantes car il constitue un activateur
important de plusieurs enzymes cytosoliques et contribue également a I’ajustement osmotique
(Almeida et al., 2017). En outre, le potassium joue un rdle déterminant dans la régulation de
I’ouverture stomatique, de sorte que les différences observées dans les teneurs des plantes en
potassium peuvent étre la cause sous-jacente des différences observées dans I’efficacité
d’utilisation de I’eau et les taux de photosynthese nette. L apport d’acide salicylique exogéne
s’est averé tres efficace pour faire diminuer I’excés de sodium et augmenter la teneur interne

des plantes en potassium sous les conditions salines.
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L’acide salicylique réduit la translocation xylémique du sodium vers les parties aériennes
d’une part, et I’étendue de la polarisation membranaire grace a la stimulation de I’activité H*-
ATPase sous les conditions salines d’autre part ce qui pourrait par conséquent restaurer la
rétention du potassium et diminuer son efflux (Khan et al., 2015). Néanmoins, les
accumulations plus élevées de sodium et de potassium étaient des caractéristiques du
génotype Aguadulce. Cela suggére que c’est la capacité d’absorber et de retenir le potassium
qui détermine la croissance et le rendement des génotypes de la féve sous stress salin.

De plus, I’augmentation des fuites d’électrolytes est associée a la contrainte saline ce qui
reflete par conséquent la survenue des lésions membranaires. La désorganisation de la
membrane cellulaire est principalement due a la diminution des phospholipides et des stérols
en réponse a la salinité (Wu et al., 1998). Les especes réactives de I’oxygeéne attaquent les
acides gras polyinsaturés linolénique et linoléique et produisent un complexe d’hydroxy-
peroxydes lipidiques qui réduit la perméabilité de la membrane cellulaire (Ahmad et al.,
2018). Il est a noter que la protection de la membrane contre les lésions dues au sel constitue
un critere déterminant pour les mécanismes de tolérance a la salinité et I’acide salicylique a
démontré ses avantages pour diminuer les fuites d’électrolytes. Les effets de I’acide
salicylique sont attribués a la stimulation du systeme antioxydant et a I’amélioration de
I’absorption du calcium (El-Tayeb, 2005).

Le stress salin affecte divers mécanismes physiologiques et moléculaires associés a la
croissance et au développement des plantes. Les plantes dotées d’un systeme antioxydant
puissant, constitutif ou induit, acquierent une tolérance significative a la salinité (Isayenkov et
Maathuis, 2019). L’activité des enzymes antioxydantes SOD, APX, CAT et GR a augmenté
significativement en réponse au stress salin. Le génotype Aguadulce a révélé des activités
SOD et CAT plus élevées, tandis que le génotype Histal a montré des activités APX et GR
plus élevées.

Le réle des enzymes antioxydantes est de piéger les especes réactives de |’oxygene
produites par le stress oxydatif et donc de protéger I’intégrité de la membrane cellulaire (Taibi
et al., 2016). La SOD convertit les radicaux superoxydes en lesquels seront réduits par CAT
en H20 et en oxygene (Demiral et Tirkan, 2005). En outre, I’augmentation de I’activité GR
en conditions salines a également été signalée (Maribel et Tobita, 1998 ; Taibi et al., 2016).
Les activités enzymatiques antioxydantes ont augmenté dans les conditions controles et celles
stressées par le NaCl apreés le traitement des plantes par I’acide salicylique.

L apport exogene de I’acide salicylique a atténué le stress salin chez S. lycopersicum a
travers la stimulation de la famille des genes GST (Csiszar et al., 2014). L’expression accrue

des genes antioxydants tels que la voie GST1-2, GPX1-2 et ASA-GSH en réponse a I’apport
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de Il’acide salicylique rétablit significativement I’intégrité de la membrane cellulaire et
améliore la teneur en pigments photosynthétiques (Li et al., 2014b).

Il est a noter que I’effet de I’acide salicylique varie en fonction de la concentration
appliquée ; les activités CAT, APX et GR ont été stimulées au maximum a 0.5 mM AS sous
salinité élevée tandis que I’activité SOD a été stimulée principalement sous I’effet de la
concentration de I’acide salicylique a 1 mM.

Dans I’ensemble, méme si les performances du génotype Aguadulce sont meilleures que
celles du génotype Histal en termes de croissance, de réponse physiologique et moléculaire
sous stress salin, la différence entre les deux génotypes demeure quantitative que qualitative.
L’ application de I’acide salicylique a amélioré de maniére significative la tolérance des deux
génotypes a la salinité a travers le maintien de I’intégrit¢é de la membrane cellulaire et du
processus photosynthétique et de la diminution de la toxicité du sodium et des dommages
oxydatifs. Néanmoins, I’action de I’acide salicylique varie en fonction de la concentration
appliquée de I’hormone, du génotype testé et du parametre étudié. II s’est avéré que, sous les
conditions salines, le génotype Aguadulce se comporte mieux sous le traitement a 0.5 mM AS
tandis que le génotype Histal manifeste un comportement meilleur sous le traitement a 1 mM

acide salicylique.
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Conclusion et perspectives

Les études comparatives entre les différents génotypes pour la tolérance aux sels
pourraient aider a identifier les mécanismes cellulaires et moléculaires qui sont a 1’origine de
leur tolérance a la salinité et a sélectionner par la suite les génotypes les plus adaptés a des
conditions environnementales spécifiques.

La présente étude a révelé que la différence entre les génotypes en étude, Aguadulce et
Histal, est plus quantitative que qualitative méme si le génotype Aguadulce s’est comporté
mieux en termes de croissance, de réponse physiologique et moléculaire sous stress salin.

En général, le stress salin a induit plusieurs limitations de la croissance, des échanges
gazeux, de la photosynthese, de 1’homéostasie ionique et d’autres attributs physiologiques.
Néanmoins, les plantes de la feve ont déclenché certains mécanismes pour faire face a la
contrainte saline a travers le maintien de leur statut hydrique et I’amélioration des activités
enzymatiques antioxydantes.

Cependant, la tolérance des deux génotypes a la salinité a été considérablement améliorée
suite a ’apport exogene de I’acide salicylique qui a permis le maintien de I’intégrité de la
membrane cellulaire et du processus photosynthétique, la restauration de 1’homéostasie
ionique et la diminution des dommages oxydatifs.

Les effets bénéfiques de ’acide salicylique varient en fonction de sa concentration, du
génotype testé et du parameétre étudié. Dans I’ensemble, sous les conditions salines, le
génotype Aguadulce se comporte physiologiqguement mieux sous le traitement a 0.5 mM AS
tandis que le génotype Histal manifeste un comportement physiologique meilleur sous le
traitement a 1 mM AS.

Sur la base des résultats obtenus, I’acide salicylique peut étre considéré comme étant un
régulateur potentiel de la croissance végétale pouvant améliorer la réponse de la féeve a la
salinité. Le traitement des plantes par 1’acide salicylique pourrait constituer une approche
durable et une alternative efficace pour restaurer les effets néfastes de la salinité.

L’application de I’acide salicylique fournirait une base pratique pour une culture de la
féve a grande échelle et pourrait proposer une solution écologique et économique importante
pour faire face aux sols affectés par la salinité, principalement dans les régions arides et semi-

arides.
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Conclusion et perspectives

Des analyses complémentaires a 1’échelle moléculaire (les acides aminés et les protéines
impliquées dans la régulation génétique) et génétique (la structure et la fonction des acides
nucléiques) demeurent nécessaires pour la confirmation et 1’éclaircissement des résultats
obtenus. Ainsi, I’utilisation d’autres plantes modéles s’aveére importante pour la généralisation

de I’hypothéese de recherche sur les autres especes végétales.
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Selection and improvement of crops subjected to salinity constitutes an urgent need for increasing agricultural
and food production in order to feed the growing human population. The aim of the present study is to evaluate
the role of salicylic acid (SA) application in mitigating the adverse effects of salinity on faba bean (Vicia faba L.)
at the physiological and molecular levels. Fort this purpose, two faba bean genotypes were subjected to various
concentrations of NaCl and salicylic acid in a full factorial design. After that, growth, water status, gas exchanges,
photosynthesis parameters, ions homeostasis and antioxidant enzymes activities were evaluated. The obtained
results demonstrated that salinity induced several limitations in plants growth and physiological attributes. In
response, salt stressed faba bean plants improved water status and enhanced antioxidant enzymatic activities.
Remarkably, salt-tolerance of both genotypes was significantly improved by salicylic acid application which
allowed the maintenance of cell membrane and photosynthetic process, restoring of ion homeostasis and the
diminution of oxidative damages. Overall, the difference between genotypes is rather quantitative than quali-
tative even if the genotype Aguadulce displayed better growth, physiological and molecular response under salt
stress than the genotype Histal. Besides, the beneficial effects of salicylic acid vary according to its concentration,
the tested genotype and the studied parameter; the genotype Aguadulce performs better under the treatment
with 0.5mM SA while the genotype Histal manifests greater behaviour under the treatment with 1 mM SA.
Therefore, salicylic acid can be considered as potential growth regulator to improve the salt response of faba
bean. The application of salicylic acid would provide a practical basis for wide cultivation of faba bean in
marginal and wastelands under-cultivated and might propose an effective ecological and economical alternative
solution to deal with salt-affected soils mainly in arid regions.

In addition, salt stress produces plenty of reactive oxygen species which
damage the biomolecules (lipids, proteins, and nucleic acids) and other

1. Introduction

Salinity is one of the most major threats to plants and crops yields in
the XXI century worldwide and its adverse effects are expected to in-
crease under the burden of climate change mainly in arid and semiarid
regions. Recent statistics have revealed more than 45 million hectares of
irrigated land damaged by salt stress around the world and this number
is in perpetual increase (Isayenkov and Maathuis, 2019).

Plants subjected to salinity experience a combination of osmotic and
ionic stresses that leads regrettably to various damages at the physio-
logical, cellular and molecular levels, further causing reduced uptake of
nutrients and decline of photosynthetic performance (Taibi et al., 2016).

* Corresponding author.
E-mail address: khaledtaibi@hotmail.com (K. Taibi).
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enzymatic activities and even cause the degradation of cell membrane
system (Demiral and Tiirkan, 2005). To deal with this constraint, plants
activate several pathways to control salt damage and modulate cellular
homeostasis and growth. Salt tolerance is often decrypted by the acti-
vation of cell signaling pathways including synthesis of antioxidant
enzymes, stress hormones and osmoprotectant metabolites such as
amino acids and sugars (Isayenkov and Maathuis, 2019).

Salicylic acid, an endogenous phenolic plant growth regulator, has
been found to generate a wide range of metabolic and physiological
responses in plants thereby affecting their growth and development
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(Khan et al., 2015). The positive effects of salicylic acid in mitigating
stress are attributed to nutrient uptake improve, membrane protection,
photosynthesis repair, as it can interact also with reactive oxygen spe-
cies signal pathways and reduce oxidative stress (Herrera-Vasquez et al.,
2015; Xu and Brosché, 2014). Several reports are available highlighting
the role of salicylic acid in improving salt stress tolerance in plants
(Ahmad et al., 2018; Jayakannan et al., 2013; Khan et al., 2014; Li et al.,
2014a; Li et al., 2014b; Nazar et al., 2015).

Fabaceous plants constitute a suitable solution to feed growing
populations, improve human and animal nutrition and enhance soil
fertility since they are able to enrich the soil’s nitrogen content
throughout its symbiotic association with rhizobium (Castro-Guerrero
et al., 2016). The faba bean or broad bean, Vicia fabal., is an important
legume for human nutrition as it is a major source of protein, fiber, vi-
tamins and minerals. This species is susceptible to salt regions and at-
tempts are being made to enhance its production and yields mainly in
marginal arid lands.

In the present study, we hypothesised that (i) the extent of the
beneficial effects of salicylic acid application varies among genotypes
belonging to the same species and that (ii) the recovery photosynthetic
performance and antioxidant enzymatic activity enhancement under
salinity are correlated with the applied concentration of the hormone.
Therefore, the main objective of the work is to evaluate the role of sal-
icylic acid application at various concentrations in mitigating the
adverse effects of salinity on two faba bean genotypes at the physio-
logical and molecular levels. Examining the magnitude of intra-specific
and genotypic variation for salinity tolerance along with a comprehen-
sive description of the physiological and molecular response could
provide vital information to faba bean breeding programs for the se-
lection of the most suited genotypes for specific environmental condi-
tions for their introduction in salt affected areas.

2. Material and methods
2.1. Plant material

Two genotypes of Vicia faba L., Aguadulce and Histal, widely culti-
vated in developing countries of the Mediterranean region were tested
throughout the present study.

2.2. Growth conditions

Healthy and homogeneous seeds were surface sterilized using so-
dium hypochlorite (0.5 %, v/v) during 5 minutes followed by several
washes with distilled water. After that, seeds were allowed to germinate
between wet filter paper in Petri dishes in a growth chamber at
controlled conditions (18-25 °C temperature, 70-90 % relative humidi-
ty) in the dark.

Seedlings cultivation were performed as described in Taibi et al.
(2016). Uniform healthy seedlings were selected and individually
transplanted in culture pots containing a mixture of commercial peat
and vermiculite (V: V). Culture was conducted under controlled condi-
tions in a greenhouse (600 pmolm?2s? of light intensity, 25/18°C
day/night temperature, 16 h photoperiod, and 70% relative humidity).
Seedlings were irrigated by a Hoagland full nutrient solution twice to
three times a week.

2.3. Stress application and monitoring

Experiments were performed on seedlings of four-weeks-old. Salt
stress was set-up with NaCl at two levels of 100 or 200 mM. Moreover,
the hormone application consisted of treating plants with 0.5mM or
1.0 mM salicylic acid (C;7HgOs; 2-hydroxybenzoic acid; Sigma-Aldrich, C
99.0%) dissolved in 0.02 % Tween 20 (Polyoxyethylenesorbitan mon-
olaurate, Sigma Chemicals, UK).

Either NaCl or salicylic acid (mixed with Tween-20) were both
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dissolved in the nutrient solution of Hoagland which was applied
directly to the pots for irrigation.

Control plants were irrigated by Hoagland full nutrient solution
without NaCl and SA. Untreated plants with salicylic acid received the
same volume of Tween-20 added to the nutrient solution for homoge-
neity. It should be noted that no visible damages on the stressed plants
were observed during the experiment.

Overall, plants were arranged in a full factorial design with two faba
bean genotypes, three salt treatments (i.e. 0, 100 and 200 mM NaCl) and
three salicylic acid treatments (i.e. 0, 0.5 and 1 mM SA). For each
treatment, eight replicates were set and processed.

Plants were harvested after ten days of treatment. The dry weights of
the aerial parts and roots were determined and samples were conserved
at —80 °C for further analyses.

2.4. Water status measurements

Leaf water potential (¥, MPa) was measured in eight plants selected
randomly per treatment using a Scholander-type pressure pump (PMS
1000, USA). Nevertheless, relative water content (RWC) was assessed on
leaves following the formula:

RWC (%) = [(fresh weight-dry weight)/(turgid weight-dry weight)]
x100

2.5. Gas exchange and photosynthesis measurements

Instantaneous assessments of stomatal conductance (g, mol m2sh,
transpiration (E, mmol Hy0 m2 s1), net CO, assimilation (Pp, pmol
CO, m™> s'l), intercellular CO, concentration (Ci, pmol CO; mol ) and
instantaneous water use efficiency (WUEj,g; pmol CO2 mmol ! H,0)
were also measured on recently expanded leaves of eight plants per
treatment by means of a portable photosynthesis (Model LI-6400, LI-
COR Biosciences Inc., Lincoln, USA). Besides, maximal photochemical
efficiency of PSII (Fv/Fm) was assessed at predawn using a handy PEA
portable fluorometer (Hansatech, United Kingdom).

2.6. Determination of electrolyte leakage

Electrolyte leakage in fresh leaves was determined following Li et al.
(2014b) method:

Electrolyte leakage (%) = [(EC1 — ECO0)/(EC2 — EC0)] x 100,

where ECy is the electrical conductivity recorded at 0 time point; ECy
is the electrical conductivity measured after contents heated at 60 °C;
EC; is the electrical conductivity after contents heated at 100 °C.

2.7. Determination of ion content

Concentrations of sodium (Na®) and potassium (K™) were deter-
mined in oven dried leaf samples, after wet-digesting the samples in
HNO3-HClO4 acid mixture (4:1 v/v), by atomic absorption spectrometry
(Perkins Elmer, Norwalk, CT, USA) as described by Taibi et al. (2016).

2.8. Antioxidant enzymes assay

Antioxidant enzymes were extracted at 4 °C from 500 mg fresh leaf
sample in Tris-HCl (100 mM, pH 7.5) containing dithiotrol (5mM),
MgCl, (10 mM), EDTA (1.0 mM), magnesium acetate (5mM), PVP
(1.5%), PMSF (1.0 mM) and 1 pg/mL aproptinin in a pre-chilled pestle
and mortar. The homogenate was centrifuged at 10.000 rpm for 15 mi-
nutes at 4 °C and the supernatant was used as enzyme source then Su-
peroxide dismutase (SOD), Catalase (CAT), Ascorbate peroxidase (APX)
and Glutathione reductase (GR) activity were assayed according to the
method described by Cakmak et al., 1993.
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2.9. Statistical analysis

Prior to the analysis, the Levene test was applied to check the anal-
ysis of variance requirements. The significance of differences between
different treatments was assessed using analysis of variance, at 95%
confidence level. The post-hoc Duncun test was used to estimate ho-
mogeneous groups. Correlations between the measured parameters
were determined based on the coefficient of Pearson. All the statistical
analyses were performed using the computing environment R.

3. Results

The effect of salt stress on faba bean seedlings growth was evaluated
throughout the determination of shoot and root dry weight (Figs. 1A and
B). In general, dry biomass decreased significantly in comparison to
control seedlings for both genotypes in response to the increase of NaCl
concentration (p-value<0.01**). Shoot dry biomass decreased by 60 %
in Aguadulce and 65 % in Histal while root dry biomass decreased by
around 70 % in both genotypes under high salinity. However, the exo-
geneous application of salicylic acid enhances both shoot and root
biomass over control and salt stressed seedlings; under high salinity, less
decrease in shoot dry biomass was observed in the treatment with
0.5mM SA (50 % for Aguadulce and 60 % for Histal). However, better
effect concerning root dry biomass was noted in the treatment with
1 mM SA for both genotypes.

Fig. 1.

As expected, salinity affects seedlings water status; leaf relative
water content (RWC) diminished by more than 32 % for both genotypes
and water potential (¥w) decreased significantly by around 153 % in
Aguadulce and 135 % in Histal. This finding indicates that seedlings
were experiencing drought stress concomitant to salinity. However,
salicylic acid application improves significantly seedlings water status
through the decrease of water potential to 165 % for Aguadulce and 150
% for Histal and therefore, the recovery of relative water content to 72 %
and 74 % respectively in Aguadulce and Histal. Nevertheless, under high
salinity, better improving effect of water status was observed through
treatment with 0.5 mM SA (Fig. 2A, B).

Fig. 2.

Likewise, stomatal conductance (gs), transpiration (E), net photo-
synthesis (Pn) and intercellular COy concentration (Ci) decreased
significantly when seedlings were subjected to salt stress (Figs. 3 A, B, C,
D). The concomitant diminution under high salinity was around 48 % in
gas exchange, 52 % in transpiration and intercellular CO, concentration,
and 34 % in net photosynthesis for both genotypes. Exogenous appli-
cation of salicylic acid improved significantly these parameters; less
decreases were estimated around 34 % and 32 % in gas exchange, 48 %
and 53 % for transpiration, 30 % and 31 % in net photosynthesis and 33
% and 35 % in intercellular concentration of CO2 respectively in
Aguadulce and Histal subjected to high salinity. Additionally, maximal
efficiency of PSII (Fv/Fm) decreased as well under salinity for both ge-
notypes by around 7 % (p-value<0.01**). Nevertheless, exogeneous
salicylic acid enhanced the maximal efficiency of PSII under controlled
and salt stressed conditions by around 2 to 3 %; the highest value ob-
tained under 200mM NaCl (Fv/Fm=0.77) was observed in the
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treatment with 0.5mM SA for the genotype Aguadulce and in the
treatment with 1 mM SA for the genotype Histal (Fig. 3 E).

Subsequent increase in water use efficiency (WUEinst) was induced
by salinity and salicylic acid application which improved more the ob-
tained values in both the two genotypes (Fig. 3 F). Nevertheless, water
use efficiency was higher in the genotype Aguadulce under controlled
and salt-stressed conditions. This improvement translates a higher ca-
pacity to maintain elevated photosynthetic levels in the genotype
Aguadulce for comparable transpiration values in both genotypes.

Fig. 3.

Being the last sink, leaves constitute the most sensitive plant part
where salt ions accumulate. Salt stress induced a significant increase of
sodium content by around 156 % against a significant decrease of po-
tassium content by around 50 % for both genotypes (p-val-
ue<0.001***). However, exogenous salicylic acid supply decreased
remarkably sodium content in leaves of both genotypes by around 10 %
for the concentration 0.5 mM SA and 15 % for the concentration 1 mM
SA under high salinity (Fig. 4 A). Concomitantly, potassium content
increased for both genotypes by around 30 % under 0.5 mM SA and 50 %
under 1 mM SA when plants were subjected to 200 mM NaCl (Fig. 4 B).
Consequently, the ratio K*/Na®, which declined under salinity, was
improved significantly with salicylic acid treatment (Fig. 4 C).

In addition, salinity affected significantly membrane stability
throughout the induced increase of electrolyte leakage by more than
four-folds in both genotypes (p-value<0.001***). Treatment of seed-
lings with salicylic acid diminished widely the electrolyte leakage either
in controlled or salt-stressed seedlings. This effect was estimated around
17 % of decrease in Aguadulce and 22 % in Histal under high salinity in
comparison to salt-stressed seedlings untreated with SA (Fig. 4 D).

Fig. 4.

Regarding antioxidant enzymes activity, a significant increase was
observed for both genotypes subjected to salt stress in terms of super-
oxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT) and
glutathione reductase (GR) activities (p-value<0.001***). The rates of
increase were estimated around to 260 % for SOD and APX activity
however, CAT activity increased by 210 % in Aguadulce and 224 % in
Histal while GR activity increased by 198 % in Aguadulce and 192 % in
Histal. The application of salicylic acid induced further increase of the
enzymatic activity mainly under high salinity. SOD activity increase was
estimated around 300 % for Aguadulce and 320 % for Histal. Never-
theless, APX activity increase was about 280 % for Aguadulce and 270 %
for Histal. By the same, CAT activity increased to 260 % for Aguadulce
and 270 % for Histal while GR activity raised to 240 % for both geno-
types. Better effects were observed in the treatment supplied with
0.5 mM SA for APX, CAT and GR. However, SOD activity was higher in
the treatment with 1 mM SA (Fig. 5 A, B, C, D).

Fig. 5.

4. Discussion

Salinity is among the major challenging threats to horticulture by
inducing several limitations in plants growth, development and overall
productivity. Selection and improvement of salt-tolerant genotypes
represents an effective strategy to improve plants productivity in areas

Fig. 1. Effects of salicylic application on shoot (a) and root (b) dry
weight of two faba bean genotypes Aguadulce (grey bars) and
Histal (white bars) subjected to salinity.

The letters above the bars marks the significant difference among
the different treatments with salt and salicylic acid for each ge-
notype (Capital letters for Aguadulce and small letters for Histal)
following the post hoc Duncan’s test. The asterisk shows the sig-
nificant difference between the two genotypes within the same
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Fig. 2. Effects of salicylic application on leaf water potential (a)
and relative water content (b) of two faba bean genotypes Agua-
dulce (grey bars) and Histal (white bars) subjected to salinity.
The letters above the bars marks the significant difference among
the different treatments with salt and salicylic acid for each ge-
notype (Capital letters for Aguadulce and small letters for Histal)
following the post hoc Duncan’s test. The asterisk shows the sig-
nificant difference between the two genotypes within the same
treatment. Scale bars are mean + SE, being the number of samples
n=38.

Fig. 3. Effects of salicylic application on gas exchanges and
photosynthesis of two faba bean genotypes Aguadulce (grey bars)
and Histal (white bars) subjected to salinity.

Stomatal conductance (gs) (a), transpiration (E) (b), Net photo-
synthesis (Pn) (c), intercellular CO, concentration (Ci) (d),
Maximal efficiency of PSII (e), and instantaneous water use effi-
ciency (WUEinst) (f).

The letters above the bars marks the significant difference among
the different treatments with salt and salicylic acid for each ge-
notype (Capital letters for Aguadulce and small letters for Histal)
following the post hoc Duncan’s test. The asterisk shows the sig-
nificant difference between the two genotypes within the same
treatment. Scale bars are mean + SE, being the number of samples
n=38.

Fig. 4. Effects of salicylic application on ions content and elec-
trolyte leakage of two faba bean genotypes Aguadulce (grey bars)
and Histal (white bars) subjected to salinity.

Sodium content (Na™) (a), potassium content (K") (b), ratio K/
Na™ (c) and electrolyte leakage (d).

The letters above the bars marks the significant difference among
the different treatments with salt and salicylic acid for each ge-
notype (Capital letters for Aguadulce and small letters for Histal)
following the post hoc Duncan’s test. The asterisk shows the sig-
nificant difference between the two genotypes within the same
treatment. Scale bars are mean + SE, being the number of samples
n=38.
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Fig. 5. Effects of salicylic application on antioxidant enzymes ac-

activity (APX) (b), Catalase activity (CAT) (¢) and Glutathione
reductase activity (GR) (d).

The letters above the bars marks the significant difference among
the different treatments with salt and salicylic acid for each ge-

notype (Capital letters for Aguadulce and small letters for Histal)
following the post hoc Duncan’s test. The asterisk shows the sig-
nificant difference between the two genotypes within the same
treatment. Scale bars are mean + SE, being the number of samples

tivities of two faba bean genotypes Aguadulce (grey bars) and
Histal (white bars) subjected to salinity.
Superoxide dismutase activity (SOD) (a), Ascorbate peroxidase
m n=8.
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suffering from adverse environmental conditions (Hernandez 2019).
Therefore, comparison among genotypes for salt tolerance can be very
useful to describe the relevant mechanisms that might help to recognize
stress tolerant genotypes and reveal the limiting factors which could be
used for molecular breeding (Hanin et al., 2016; Taibi et al., 2017; Taibi
et al., 2018). Besides, phytohormones constitute a strong tool to alle-
viate the adverse effects produced by abiotic stress. Recently, an
increasing interest has been focused on the effect of salicylic acid in
salinity tolerance (Khan et al. 2015).

In general, salinity induced severe restrictions of physiological and
molecular responses of faba bean which affected significantly plants
growth. However, salicylic acid restored most of these parameters and
improve the plants stress response.

Severe growth limitations in terms of shoot and root dry biomass
were observed under salinity for both genotypes. This finding, as one of
the most visible effects of salt stress, is generally attributed to the in-
hibition of the developmental program and the stimulation of stress
response mechanisms (Isayenkov and Maathuis, 2019). Growth arrest
under salinity has been already reported in faba bean (Bulut and Eroglu
2011; Dawood and El-Awadi, 2015; Moussa and Hassan, 2016) and
other leguminous species like common bean (Taibi et al., 2012a, b; Taibi
et al., 2013a, b; Taibi et al., 2016). Therefore, biomass accumulation
measure may help in the evaluation of the relative degree of salt toler-
ance among faba bean genotypes. However, the application of salicylic
acid enhanced both shoot and root dry biomass in salt-stressed plants.
The ameliorating effects of salicylic acid could be attributed to its role in
membrane protection from salt damage (r-value=0.73**), and
enhancement of chlorophyll content and antioxidant enzymes activity
(r-value = 0.82**) which in turn supports the photosynthesis process,
alleviate oxidative stress and regulate ion homeostasis (Li et al., 2014a;
Lietal., 2014b; Khan et al., 2015). On the other side, growth limitations
could be due to the significant deterioration of relative water content
(RWC, r-value=-0.68**) and water potential (¥w, r-value=-0.71*%)
under salinity. It is well admitted that plants including faba bean
respond to salt stress by regulating their osmotic potential and ionic
balance throughout the accumulation of organic and inorganic com-
pounds in order to sustain cell turgor and subsequently to maintain
growth (Taibi and Chorfi, 2010; Abdul Qados, 2011; Chorfi and Taibi,
2011a, b; Nazar et al., 2015). Maintenance of water status through
adjustment of water potential is considered as an important adaptation
strategy under salinity (Ashraf and Harris, 2013). Application of sali-
cylic acid enhanced leaves diffusive resistance (r-value =0.58**) and
control transpiration level (r-value=-0.54**) which might improve
water status of the plants (Ahmad et al., 2018).

Likewise, gas exchanges and net photosynthesis decreased in plants

subjected to salinity (r-value=-0.44*). The stomatal closure, as an
earliest response of salt-stressed plants, was significantly marked in the
present study leading to the decrease of stomatal conductance and
transpiration. In general, higher stomatal conductance enhances CO2
diffusion into the leaves and improves photosynthetic rate which is an
important determinant of growth and yield (Li et al., 2014b). Therefore,
the decrease in photosynthesis rates under saline conditions is attributed
mostly to the limitation of stomatal conductance (r-value =0.61**).
Besides, diminution in photosynthesis might be attributed to perturba-
tions in pigments content and chlorophyll fluorescence, PSII photo-
inhibition, conformational modifications in membrane-bound ATPase
enzyme complex, and the diminution in Rubisco activity (Lawlor and
Cornic, 2002). Nevertheless, salicylic acid was found to enhance
photosynthetic rates and gas exchanges. Previous studies of Khan et al.
(2014) and Ahmad et al. (2018) have reported that salicylic acid in-
creases pigments content, improves the rates of transpiration and
photosynthetic electron transport, sustains higher Rubisco and antioxi-
dant enzymatic activities, and boosts the PSII efficiency under salt stress.
The maximal quantum yield of PSII phytochemistry (Fv/Fm) decreased
under saline conditions but restored after the addition of salicylic acid.
This finding indicates reduced leaves capacity for absorption of excita-
tion energy and diminution in photosynthetic assimilation under salinity
(Taibi et al., 2017; Taibi et al., 2018). The protective effects of salicylic
acid could be associated to the diminution of oxidative damage and the
restriction of massive sodium accumulation in leaves (Khan et al., 2015).

By the same, regulation of ion homeostasis is one of the main de-
terminants of plants salt tolerance (Isayenkov and Maathuis, 2019). In
the present study, salinity increased the content of sodium and
decreased the content of potassium. These findings are in agreement
with (Bulut et al., 2011; Taibi et al., 2016; Ahmad et al., 2018).
Competition exists for the uptake of sodium and potassium since they
share similar physicochemical structure. Under salt conditions, the
passive entrance of sodium ions under salinity throughout the plasma
membrane could induce membrane depolarization that prevents
considerably potassium uptake and increases its leakage through
depolarization-activated potassium outward-rectifying channels (Jaya-
kannan et al., 2013). The suppression of potassium uptake induces
various cell damages and reduces plant growth since it constitutes an
important activator of several cytosolic enzymes and contributes as well
for osmotic adjustment (Almeida et al., 2017). Besides, potassium plays
a determinant role in regulating stomatal aperture, so the observed
differences may be the underlying cause for the differences observed in
water use efficiency and photosynthesis rates. Exogenous salicylic acid
supply was found to be very effective in dropping sodium excess and
enhancing potassium content in salt-stressed faba bean plants. Salicylic
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acid reduces the xylemic translocation of sodium to the aerial parts from
a part, and the extent of membrane polarization through the stimulation
of H"-ATPase activity under salt conditions from another part which
might consequently restore potassium retention and decrease its efflux
(Khan et al., 2015). Nevertheless, the higher accumulations of sodium
and potassium were characteristics of the genotype Aguadulce. This
suggests that it is the ability to uptake and retain potassium that de-
termines faba bean genotypes growth and yield under salt stress.

In addition, an increase of electrolyte leakage was associated to salt
stress reflecting consequently the occurrence of membrane injuries.
Membrane disorganization is due mainly to the decrease of phospho-
lipids and sterols in response to salinity (Wu et al., 1998). Reactive ox-
ygen species attack linolenic and linoleic polyunsaturated fatty acids
and produce complex of lipid hydroxy-peroxides which reduce mem-
brane permeability (Ahmad et al., 2018). It should be noted that
membrane protection from salt injuries constitutes a determinant cri-
terion for salinity tolerance mechanisms and salicylic acid demonstrated
its benefits to decrease electrolyte leakage. Salicylic acid effects are
attributed to the stimulation of the antioxidative system and improve-
ment of calcium uptake (El-Tayeb, 2005).

Salt stress affects various physiological and molecular mechanisms
associated with plant growth and development. Plants with potent
antioxidant system, either constitutive or induced, acquire significant
salt-tolerance (Isayenkov and Maathuis, 2019). The activity of the
antioxidant enzymes SOD, APX, CAT and GR increased in response to
salt stress. The genotype Aguadulce revealed higher SOD and CAT ac-
tivities while the genotype Histal showed higher APX and GR activities.
The role of antioxidant enzymes is to scavenge reactive oxygen species
produced by oxidative stress and therefore protect cell membrane
integrity (Taibi et al., 2016). SOD converts superoxide radicals into
which will be reduced by CAT to H20 and oxygen (Demiral and Tiirkan,
2005). Besides, the increase in GR activity under salt conditions has been
also reported (Maribel and Tobita, 1998; Taibi et al., 2016). The anti-
oxidant enzymatic activities increased in controlled and salt-stressed
conditions after salicylic acid treatments. Exogenous application of
salicylic acid mitigated salt stress in S. lycopersicum throughout the
stimulation of GST gene family (Csiszar et al. 2014). The boosted
expression of antioxidants genes such as GST1-2, GPX1-2 and ASA-GSH
pathway in response to salicylic acid supply restores cell membrane
integrity and enhances the content of photosynthetic pigments (Li et al.,
2014b). It should be noted that the effect of salicylic acid varied ac-
cording to the applied concentration; CAT, APX and GR activities were
stimulated the maximum at 0.5 mM SA under high salinity while SOD
activity was stimulated at 1 mM SA.

Taken all together, even if the genotype Aguadulce performed better
than the genotype Histal in terms of growth, physiological and molec-
ular response under salt stress, the difference between genotypes re-
mains more quantitative rather than qualitative. Salicylic acid
application improved significantly the salt-tolerance of both the two
genotypes throughout the maintenance of cell membrane and photo-
synthetic process and the diminution of sodium toxicity and oxidative
damages. Nevertheless, the action of salicylic acid varies in function of
the applied concentration of the hormone, the tested genotype and the
studied parameter. Overall, the genotype Aguadulce performs better
with the treatment 0.5mM SA while the genotype Histal manifests
greater behaviour with the treatment 1 mM SA.

5. Conclusion

The intraspecific comparative studies among genotypes for salt-
tolerance might help to identify the relevant mechanisms correlating
their relative degree of tolerance to salinity and to select the most suited
genotypes for very specific environmental conditions.

The present study revealed that the difference between genotypes is
more quantitative rather than qualitative even if the genotype Agua-
dulce performed better in terms of growth, physiological and molecular
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response under salt stress. In general, the salt stress promoted several
limitations in growth, gas exchanges, photosynthesis, ion homeostasis
and other physiological attributes. Nevertheless, faba bean plants have
triggered some mechanisms to deal with this constraint throughout the
maintenance of water status and the enhancement of antioxidant
enzymatic activities. However, the salt-tolerance of both the two geno-
types was significantly improved by salicylic acid application which
allowed the maintenance of cell membrane and photosynthetic process,
restoring of ion homeostasis and the diminution of oxidative damages.
The beneficial effects of salicylic acid vary according to its concentra-
tion, the tested genotype and the studied parameter. Overall, the ge-
notype Aguadulce performs better under the treatment with 0.5 mM SA
while the genotype Histal manifests greater behaviour under the treat-
ment with 1 mM SA.

Based on our results, salicylic acid can be considered as potential
growth regulator to improve the salt response of faba bean. Plants
treatment with salicylic acid might constitute a sustainable approach
and effective alternative to restore the adverse effects of salinity. The
application of salicylic acid would provide a practical basis for wide
cultivation of faba bean and might propose an ecological and econom-
ical solution to deal with salt-affected soils, mainly in arid regions, for
the reclamation of marginal and wastelands under-cultivated.
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