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RESUME

Les plantes adaptées a la salinité développent plusieurs mécanismes morphologiques,
physiologiques et biochimiques qui leur permettent de résister a ces conditions
contraignantes. Ces mécanismes ont éte étudiés sur deux variétés de luzerne pérenne (Tafilalet
et Moapa). Les graines ont été cultivées dans des pots et irriguées avec 1’eau distillée pendant
4 mois avant de transférer les plantes en culture hydroponique qui vont irrigués avec la
solution nutritive de Hoagland contiennent 2 mM de NH4NO3- pour les bassins azotés durant
30 jours. Les résultats montrent que 1’azote a un effet positif sur le taux de croissance de la
biomasse totale de la plante, par contre n’exerce aucun effet sur la biomasse fraiche des
racines. Ensuite, les plantes ont été traitées a 200 mM de NaCl pendant 11 jours. 1l a été établi
que l'application de cette concentration de sel cause un stress aux plantes de luzerne qui
s'exprime par la réduction de croissance au niveau des feuilles, des tiges et des racines, et
surtout apres une stress sévere (11 jours d’application du stress). L’augmentation de la teneur
en proline dans les racines est marquée chez les plantes traitées par le sel et surtout dans les
plantes azotées. L'accumulation des sucres solubles dans les racines est marquée dans les
plantes soumises au stress sévere (EL MEKKAOQUI et al., 1994 ; EL MIDAQUI et al., 1999).

Les résultats obtenus au terme de cette étude montrent que 1’azote a un réle important dans la

tolérance des plantes au stress salin.

Mots clés : Medicago sativa L., stress salin, azote, racine, tolérance.
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Introduction générale

Prés de 400 millions d’hectares de terre sont affectés par la salinisation (Bot et al.,
2000), dont 80% sont d’origine naturelle et 20% d’origine anthropique (FAO et IPTRID,
2006). 11 a été rapporté qu’a travers le monde, 3 hectares des terres arables sont perdus chaque
minute a cause de la salinité du sol (FAO et IPTRID, 2006), plus particuliéerement dans les
régions arides et semi arides. Ceci est sans doute aux déficits d’humidité consécutifs a la fois
a la forte évaporation de 1’eau souterraine (Ashraf et O’Leary, 1996) et a la mauvaise gestion
de l'irrigation. En région méditerranéenne, ou les zones salées couvrent 16 millions d'hectares
(Hamdy, 1999), les plantes sont souvent soumises & un fort ensoleillement et a une faible
pluviométrie. Sous ces conditions stressantes, I’irrigation devient obligatoire, mais elle se fait
a l’aide d’eaux saumatres. Par conséquent, la forte demande évaporatoire et la faible
infiltration dues aux précipitations entrainent 1’accumulation du sel a la surface des sols
(Gucci et al., 1997).

Les effets du sel sur les plantes dépendent a la fois de leur stade de développement de
I’espece, du cultivar, du génotype et de la durée de I’exposition aux contraintes salines
(Cornillon et Palloix., 1997 ; Munns et Termaat., 1986 ; Munns et al., 1995). Les conditions
climatiques et édaphiques, notamment le taux d’évapotranspiration, la capacité de rétention de
I’eau et la porosité du sol, sont des facteurs supplémentaires amplifiant et/ou réduisant les
effets des stress salins sur la croissance et la survie des plantes. Selon le degré de résistance au
sel, trois grandes catégories de plantes ont été définies : (i) les halophytes, especes spontanées
adaptées aux milieux salins, poussant sur des sols halomorphes, (ii) les glycophytes tolérantes,
especes qui peuvent supporter des concentrations élevées en NaCl, atteignant 7 g.L-1, et (iii)
les glycophytes sensibles qui ne tolérent pas plus de 2 a 3 g.L-1 de sel dans I’eau de la

rhizosphere.

La luzerne (Medicago sativa L.), légumineuse herbacée vivace (Teuber et Bick, 1988 ;
Barnes et Sheaffer, 1995) a été introduite en Afrique du Nord a la fois pour sa rusticité au
regard de la pauvreté du sol, pour sa capacité d’enracinement et du fait de ses qualités
nutritionnelles (richesse en protéines, vitamines et matiére azotée digestible, Chaibi, 1995,
Mauries, 1994).

Le travail, présenté dans ce mémoire de master, a été réalisé dans le laboratoire de

I’Ecologie fonctionnelle et Environnement. Dans cette étude, nous nous attacherons a suivre

.



I’impact du stress salin sur la croissance et le développement des plantes de la luzerne a

teneurs en azote endogene contrastées.
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I. Le stress abiotique chez les plantes

1. Qu’est qu’un stress

Un stress biologique n’est pas facile a définir, mais il implique en regle générale des

effets hostiles s’exercant sur un organisme

2. Effet de la salinité sur les plantes

La salinité du sol ou de I’eau est causée par la présence d’une quantité excessive de
sels. Généralement un taux élevé de Na+ et Cl- cause le stress salin. Le stress salin a un triple
effet : il réduit le potentiel hydrique, cause un déséquilibre ionique ou des perturbations en
homéostasie ionique et provoque une toxicité ionique. Cet état hydrique altéré conduit & une
croissance reduite et une limitation de la productivité végétale. Depuis que le stress salin
implique aussi bien le stress osmotique qu’ionique (Hayashi et Murata, 1998), I’arrét de la
croissance est directement relié a la concentration des sels solubles ou au potentiel osmotique
de I’eau du sol (Parida et Das, 2005).

La salinité est un facteur environnemental trés important qui limite la croissance et la
productivité (Allakhverdiev et al., 2000). Durant le début et le développement de stress salin a
I’intérieur de la plante. Tous les processus majeurs tels que : la photosynthése, la synthése des
protéines, le métabolisme énergétique etc.... sont affectés. La premiere réponse est la
réduction de la vitesse d’extension de la surface foliaire, suivie par I’arrét de cette extension

avec I’intensification du stress (Parida et Das, 2005).

3. Effet de la salinité sur ’anatomie de la feuille

La salinit¢ cause une augmentation de 1’épaisseur de I’épiderme. L’épaisseur du
mésophylle, la longueur des cellules palissadiques, le diameétre des cellules palissadiques
dans les feuilles de I’haricot, du coton et de I’atriplex (Longstreth et Nobel, 1979). La salinité
réduit aussi I’espace intercellulaire dans les feuilles (Parida et Das, 2005). L’épaisseur du
mésophylle et de 1’épiderme ainsi que ’espace intercellulaire diminuent significativement
dans les feuilles traitées avec NaCl de la mangrove Brugueira parviflora (Parida et Das,
2005). Le stress salin cause le développement de la vacuolisation et un gonflement partiel du
réticulum endoplasmique, le gonflement de la mitochondrie, la vésiculation et la
fragmentation du tonoplaste et la dégradation du cytoplasme par le mélange de la matrice
cytoplasmique et vacuolaire des feuilles chez la patate douce (Ipomoea batatas) (Mitsuya et
al., 2000).

.



4. Classification des plantes selon leur tolérance a la salinité

La résistance d’une plante a la salinité s’exprime par sa capacité a survivre et a
produire dans des conditions de stress salin. Cependant, les plantes ne sont pas égales face au
stress salin ; suivant leur production de biomasse en présence de sel, quatre grandes tendances

ont été discernées :

- Les Halophytes vraies, dont la production de biomasse est stimulée par la présence de sel.

Ces plantes présentent des adaptations poussées et sont naturellement favorisées par ces
conditions : Salicornia europaea, Suada maritima.

- Les Halophytes facultatives, montrant une légere augmentation de la biomasse a des

teneurs faibles en sel : Plantago maritima, Aster tripolium.

- Les Non-halophytes résistantes, supportant de faibles concentrations en sel : Hordeum sp.

- Les Glycophytes ou Halophobes, sensibles a la présence de sel : Phaseolus vulgaris L,

Glycine max.
5. Réponse de la croissance aux conditions salines

L’augmentation de la salinité présente des répercussions sur une série de processus
biochimiques. En effet, une absorption élevée des sels par la plante tend a réduire, plus
précisement, la synthese protéique. Ce qui résulte en une réduction de la division cellulaire et
un élargissement cellulaire plus prolongeé. Le taux de croissance des plantes tend a diminuer
linéairement au fur et a mesure que la salinité du sol dépasse une valeur spécifique pour
chaque culture (Rawlins, 1981). Ce dernier a relié la tolérance de la plante aux sels a plusieurs

facteurs :

e Laplante (stade phénologique, variété...)
e Le sol (texture, niveau de fertilité, capacité de rétention)
e Conditions climatiques (température, humidité, insolation)

e Pratiques d’irrigation et de lessivage

Une des causes principales qui provoque la réduction du taux de croissance suite un
stress salin est la limitation de 1’activité photosynthétique due a la fermeture des stomates et
par conséquent a 1’absorption limitée en CO,. Pour décrire la réponse de croissance d’une
plante exposée a un stress salin, des chercheurs scientifiques ont defini un modele bi-
phasique (Munns et Termaat ,1986 ; Munns, 2005):




- Dominance du stress osmotique : la concentration en sel augmente, et donc le potentiel

osmotique de la solution du sol diminue. Dans cette phase, le stress physiologique est
causé par I’exces d’ions a I’extérieur de la plante et est similaire a un stress hydrique. Un
stress osmotique est provoqué dans un milicu ou le potentiel hydrique de I’eau est, au
moins, réduit de 0.5 a 1 bar suite a I’accumulation de sels (Levitt, 1980). Lorsqu’il
survient, ce stress hyperosmotique entraine immédiatement une réduction de la pression
de turgescence et de fagon subséquente de la croissance. Néanmoins, 1’essentiel de
I’inhibition de la croissance sur I’ensemble de la période d’exposition est régulée par des
signaux hormonaux en provenance des racines exposées (Mulholland et al., 2003).

- Dominance du stress ionigue : pour résorber la sécheresse physiologique et réaliser un

ajustement osmotique, la plante accumule éventuellement les osmolytes en exces (i.e,
Na+ pour un stress sodique) dans ses tissus. L’effet du stress est alors essentiellement di
aux ions a I’intérieur des tissus lorsqu’ils atteignent des concentrations toxiques pour le
métabolisme. La croissance est d’autant plus réduite que la plante est sensible a I’effet
spécifique de I’ion en exces dans ses tissus (Levitt, 1980).

6. Coordination des réponses de stress de voies de signalisation

Les réponses cellulaires et moléculaires des plantes aux conditions de stress ont été
tres étudiées. Les mécanismes par lesquels elles percoivent les signaux environnementaux et
les transmettent a la machinerie cellulaire pour activer des mécanismes de réponses adaptés
déterminent chaque jour leur survie. La connaissance de ces réponses, basées sur la
transmission (la transduction) de signaux de stress, est trés importante afin d’améliorer la
réponse des plantes cultivees aux différents stress environnementaux. Ainsi, une voie de
transduction d’un signal commence par la perception de ce signal au niveau de la membrane
(par un senseur ou non), suivie par la production de seconds messagers et de facteurs de
transcription. Ces facteurs de transcription controlent I’expression de genes impliqués dans la
réponse au stress incluant des changements morphologiques, biochimiques et physiologiques
(figure 1).




Stress abiotique —= signal — perception du signal — seconds messagers

voies de signalisation — expression de génes —* réponses physiologiques

Figure. 1 : Schéma de signalisation et de réponses de la plante & un stress (Hammou, 2010).

L’activation d’effecteurs de réponse au stress est controlée par des systémes
régulateurs et des cascades de signalisation, I’analyse de 1’expression transcriptionnelle et des
interactions protéines/protéines ou protéines/acides nucléiques a révélé 1’existence d’un
systeme complexe de facteurs de transcription répondant au stress de facon tardive ou précoce
(Hasegawa et al., 2000).

Les réponses précoces nécessitent des composants signalétiques (protéines) qui sont
déja présents dans la cellule et qui sont activés par I’agent stressant et ses senseurs, les génes
induits par ces mécanismes produisent des facteurs qui activent d’autres genes qui codent

pour les effecteurs (les composants de sortie) de 1’acclimatation et les réponses plus tardives
(Zhu, 2002).

Les contraintes sont détectées par des capteurs constitutifs qui générent des signaux
activateurs des voies de transduction, les voies de réparation par exemple font intervenir des
phospholipases, des protéases, des protéines chaperones ou des enzymes de détoxication des
ROS (Reactive oxygen species) (catalase, ascorbate peroxydase...) qui généralement activées
grace a I’intervention de produits comme les lipides peroxydés et les protéines dénaturées

issus de dommage physiques occasionnés par le stress (Zhu, 2002).

Il. La luzerne (Medicago sp)

1. Caractéristigues botanigues, taxonomie et origine du genre Medicago

Le genre Medicago appartient a la sous-famille des Faboidées, famille des Fabacées,
superfamille des Légumineuses, ordre de Fabales (Papilionacées). Sur la base de la forme des
gousses et des graines ce genre comprend sous-genres (Lesins et Lesins, 1979). 1l s’agit de
Lupularia, Orbicularia, Spirocarpos Medicago. Le sous-genre Medicago comprend 4 sections
dont Falcato, elle-méme divisée en 4 sous-sections dont Falcatae. Sur la base de la couleur
des fleurs et la forme des gousses, cette derniére englobe 5 espéces falcata, glomerata,
glutinosa, prostata et sativa. Ces 5 espéces sont pérennes, diploides ou tétraploides, ont une

corolle jaune, violette, ou jaune et violette. A la base, le genre Medicago devait étre diploide,

<



mais les espéces tetraploides, initiées ont été des plantes vigoureuses et hétérozygotes,
capables de s’adapter et de coloniser de nouveaux habitats, accroissant ainsi 1’aire de
Medicago (Quiros et Bauchan, cités par Guinés, 2002). Le nombre chromosomique de base
est x=8, a I’exception d’espéces annuelle pour lesquelles n=7. Trois niveaux de ploidie
existent, les diploides avec 2n = 14 ou 16, les tétraploides 2n= 32 et les hexaploides 2n=48
(Quiros et Bauchan, 1988) (figure 2, Flore d’Europe).

Figure 2 : Medicago sativa L., grappes de fleurs violettes et graine spiralée, représentation

dans la Flore d’Europe.

Concernant Medicago sativa L., la forme tétraploide est dénommée M. sativa ssp
sativa (2n=4x8=32) et la forme diploide M. sativa ssp coerulea. La sous-espéce sativa (Figure
2) est caractérisée par un port dressé, une racine pivotante qui peut descendre jusqu'a un metre
dans le sol, des fleurs violettes, et des gousses en forme de spirale (Whyte et al., 1953).

2. Caractéres généraux

La luzerne est représentée par des pantes vivaces a fortes racines pivotantes ou a
tendance fasciculée (luzerne faucille), leurs tiges portent des feuilles trifoliées a folioles
finement dentées au sommet et a inflorescence en grappe de 10 a 20 fleurs. Les fleurs sont
violettes, pourpres ou bleuétres chez la luzerne commune, jaunes chez la luzerne faucille et
violettes bigarrées de jaune chez la luzerne intermédiaire. La fécondation est allogame. Le
fruit est une gousse plus ou moins enroulée, soit en forme de faucille pour Medicago falcata,
soit spiralée (de 1 a 4 spires) pour Medicago sativa. La graine plus ou moins réniforme est

longue d’environ 2,5 mm (Camille, 1980).
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3. Aires de culture de la luzerne

Medicago sativa est originaire des hauts plateaux iraniens (Prosperi et all, 1995).
Soltner (1999) signale ’origine de Medicago sativa comme étant méditerranéenne, ce qui
confére a cette espéce une adaptation a la sécheresse. Medicago falcata est originaire de
Serbie occidentale, ce qui explique sa remarquable résistance au froid. Cette double origine
géographique et génétique fait que la luzerne soit une des especes les plus répandues du
globe.

La luzerne est I'une des plantes fourrageres les plus anciennes sur la planéte et c’est

aussi celle qui est la plus cultivée a travers le monde (figure 3).

Figure 3 : distribution géographique du genre Medicago dans le monde (Prolea, 2002).

La luzerne est peu utilisée en péaturage (4%) et en vert (2%) du fait des risques de
méthanisation des ruminants. Elle 1’est également peu en ensilage (9%). Prés de % des
luzerniéres sont utilisées en foin (soit 73%). Mais, les tendances vont vers un nouveau mode
d’utilisation ou la plante est déshydratée. La luzerne déshydratée, reconnue comme une
alternative a I’utilisation des farines animales, et comme source fiable des protéines, constitue
une alternative (12%) qui a convaincu les éleveurs de bovins. En effet, les luzernes
déshydratées sont riches (a plus de 20%) en protéines de qualité en raison du tannage par la
chaleur. Elles constituent donc un apport alimentaire de trés haute valeur nutritive pour les
ruminants. Sans luzerne les vaches ont des problémes d’acidose dans le rumen, que ce
fourrage atténue. Ainsi, selon les agronomes, sa réimplantation permettrait d’améliorer la
qualité du lait, le foin et le mais s’avérant insuffisants. Le probléme quant a ’utilisation de la

luzerne, notamment lors des récoltes de printemps concerne essentiellement son séchage qui




nécessite de maintenir une température de constante d’au moins 38°C. L’achat de fours pour
un séchage forcé, ou seulement une ventilation en période estivale, ou encore le recyclage de
la chaleur dégagée par les méthaniseurs dans certaines fermes pour le séchage du fourrage a
débuté dans le sud-ouest de la France en 2011. La qualité alimentaire de la luzerne fourragere
prend en compte le rapport feuilles/tiges.

Le pied de luzerne, fixé par sa racine principale profonde, entourée d’un réseau radiculaire

dense, porte une tige principale et de nombreuses tiges secondaires (Figure 4).
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Figure 4 : Développement de la partie aérienne de la luzerne ramifiée en nombreuses tiges et
du réseau racinaire autour de la racine pivot profonde.
4. Stade vegétatif

Au cours de son développement, la plante passe par différents stades végétatifs :
S1 : cotylédons : a la levée vont d’abord émerger 2 cotylédons
S2 : émission des premiéres feuilles cotylédonaires ou unifoliées
S3 : feuilles trifoliées : les feuilles suivantes sont composées de 3 folioles rattachées la tige
par un pétiole.

Au cours de son développement, la premiere tige grandit en produisant des feuilles
alternées. Les feuilles sont en général de type trifolié mais il existe des variétés dites
multifoliées a 4, 5, 6 voire 7 folioles portées sur un pétiole. Des feuilles portant jusqu’all
folioles ont déja été observees.

S4 : émission de bourgeons formateurs de tiges
S5 : croissance des bourgeons en tiges feuillées : le bourgeon axillaire de la premiere feuille

unifoliée se développe pour donner une tige secondaire.




Deux autres tiges secondaires démarrent la suite depuis le niveau des cotylédons . les
luzerne de type non dormant produisent plus de tiges secondaires a partir du niveau des
cotylédons que les types dormants dont la croissance est stoppée en hiver. C’est cet ensemble
de tiges qui va former le collet. Le développement des tiges suit un ordre bien précis. On
distingue des tiges primaires, secondaires et tertiaires.

S6 : élongation des entre nceuds avec croissance de plus en plus rapide. Apparition des
boutons floraux : stade bourgeonnement. Les fleurs apparaissent entre le 6eme et le 14eme
entre nceud en fonction des conditions du milieu et de leur déterminisme génétique.

S7 : floraison, fécondation, maturité de graines : 1’accroissement en mati¢re séche se poursuit
suivant une courbe en S, jusqu’a la pleine floraison. Dés I’apparition des boutons floraux,
I’élongation est trés ralentie. Parallélement, la proportion de mati¢re séche s’accroit dans la
plante entiere, mais celle des feuilles (riches en protéines) diminue.

5. Les intéréts de la luzerne

- Intéréts nutritionnels

Son utilisation courante dans 1’alimentation du bétail lui a valu les noms vernaculaires
de : herbe a vaches, herbe a bisons, herbe a lapins. Mais, son utilisation dans 1’alimentation
humaine vaut la peine d’étre mentionnée. En effet, elle est riche en acides aminés, en sels
minéraux et en oligo-éléments. Ainsi, au Nicaragua une association déployant son activité sur
I’alimentation des populations défavorisées a privilégié I'utilisation de cette plante en
complément alimentaire pour lutter contre la malnutrition. Dans les pays « développés » la
luzerne présente un intérét supplémentaire qui est d’étre riche en Ribulose Bisphosphate
Carboxylase Oxygénase (Rubisco). Or cette enzyme, qui permet la fixation du CO2 et son
oxygénation, est riche en acides aminés essentiels et sa composition se rapproche de celle des
protéines laitieres, d’ou son potentiel pour I’alimentation humaine si des techniques
innovantes permettent un jour d’extraire facilement cette enzyme.

- Intéréts pharmaceutigues

Utilisée depuis longtemps en herboristerie pour lutter contre les rhumes, les abces, les
troubles digestifs, elle possede des propriétés reminéralisantes, anti-infectieuses,
désintoxicantes. Elle agirait comme élément protecteur contre le diabete et le cholestérol.
Certaines de ces propriétés ont été démontrées in vivo chez les rongeurs : elle renforce
I’'immunité (Gawel, 2012), aurait des propriétes hypolipidimiques (Yu, 2010), anxiolytiques
((Bora et Sharma, 2011), antidiabétiques (Gray et Flatt, 1997), antioxydantes (Al-Dosari,
2012), oestrogeniques like (Bora et Sharma, 2011). Certains méme voient ainsi la luzerne

comme nouvelle usine & médicaments....




- Intéréts industriel et biotechnologiques

Concernant I’utilisation de plantes génétiquement modifiées, destinées a la recherche
en laboratoire, la luzerne a une place privilégiée puisqu’il s’agit d’un modéle de choix dans
I’obtention de molécules précises (domaine de la moléculture). Industrie : La rubisco peut étre
favorablement utilisée dans la fabrication de cosmétiques, mais aussi de détergents. Medicago
sativa est I'une des cultures lignocellulosiques sous études pour la production d’énergie
renouvelable tel que le bioéthanol (Godin et al., 2010). La luzerne pérenne appelée aussi
Alfalfa présente un potentiel éleve pour la production de bioéthanol en particulier pour son
faible lien avec la fertilisation azotée et surtout sa grande diversité genétique par les enzymes
impliquées dans la libération du glucose (Duceppe et al., 2012).

- Intérét environnemental

La luzerne améliore la qualité des sols car elle absorbe les nitrates, donc protége les
nappes aquiféeres par son systéeme racinaire dense. De plus, par la symbiose bactérienne établie
dans les nodules racinaires (Figure 5). La luzerne enrichit les sols en composés azotés

permettant une rotation des cultures sans apport d’engrais.

Figure 5 : A, Systeme racinaire dense. B, Nodules racinaires (symbiose avec
Rhizobium).

6. Les principales caractéristiques des légumineuses
e Source d’azote : ¢’est leur aptitude & entrer en symbiose avec les microorganismes du

sol (rhizobium et agrobacterium) et donc de fixer I’azote, ce dernier est I’un des
¢léments majeur de la vie et le principal composant de 1’atmosphere terrestre et le
quatriéme constituant des plantes. Il est utilisé pour 1’¢laboration des molécules les

plus importantes comme les protéines, la chlorophylle et les acides nucléiques.




e Source de protéine : dans 1’alimentation humaine, les légumineuses et les céréales

constituent deux sources de protéines complémentaires. En effet les protéines
provenant des céréales sont déficientes en lysine, et les légumineuses a graines sont
déficientes en acides aminés sulfurés et en tryptophane (Wang et al., 2003). C’est pour
cette raison que dans la majorité des centres de domestication, les légumineuses et les
céréales ont été associées (Gepts, 2004).

e Source d’huile végétale : les Arachides, constituées de 48% d’huile, présentant la plus

grande source d’huile végétale des l1égumineuses

e Source de bois de qualité : on peut citer le bois de rose et I’ébéne comme principale

source de bois de qualité de ces groupes d’especes.

7. Les légumineuses et la salinité

La réponse des légumineuses au sel varie énormément, Zahran (1991) a reporté la
variabilité de tolérance au sel des especes cultivées qui vont de sensibles (ex : haricot, pois
chiche et le pois) a modérément tolérantes a la salinité (ex : soja).

L’amélioration de la productivité des légumineuses dans les zones salines nécessite
I’installation d’une symbiose tolérante. Cette approche implique une amélioration génétique
des deux partenaires de la symbiose. Les rhizobiums ont une gamme de tolérance au sel

beaucoup plus élevée que celle de sa plante héte (Zahran, 2001).

La salinité affecte I’initiation, le développement et le fonctionnement des nodules, de
méme que la capacité¢ photosynthétique des feuilles. 11 s’avére que la FSN (fixation
symbiotique de I’azote) est plus affectée par le sel que la croissance des plantes (Rao et al.,
2002). Généralement 1’activité des nodules est plus touchée par le sel que la nodulation, mais
I’étape la plus sensible a la présence du sel est le processus infectieux (Payakapong et al.,

1998).

En symbiose, la tolérance de la plante hote constitue un facteur déterminant de la

tolérance au sel (Soussi et al., 1998).

-



Partie 2
MATERIEL ET METHODES
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. Matériel végétal

Deux variétes de luzerne cultivées pérennes sont étudiées.

- variété Tafilalet, d’origine marocaine, taux de germination obtenu 80%.

- variété Moapa : disponible sur le marché local. Originaire des USA, elle présente un degré
de tolérance au gel faible. Rondia et al (1984) la signalent comme étant une variété qui donne
de bons résultats. Taux de germination obtenu 65%.

Il. Dispositif expérimental

Cette étude a pour objet de comparer le comportement des deux variétés de Medicago
sativa, Tafilalet et Moapa, dans les conditions salines. Dans ce cadre, les graines, au nombre
de 80 graines, sont stérilisées a 1’eau de javel a 1% pendant 3 minutes puis rincées
abondamment a 1’eau distillée pour éliminer toute trace de chlore. Elles sont ensuite mises a
germer dans des boites en plastique, entre deux couches de papier filtre. Les boites mises a
’obscurité dans une étuve réglée a une température de 24°C pendant 7 jours. Elles sont
ensuite mises a germer sous serre dans des pots en plastiques remplis de sable et de sol a

raison de 2 semences par pot avec 3 répétitions pour chaque traitement.

Un arrosage tous les deux jours est opéré a 1’eau distillée jusqu’a le transfert des plantes a la

culture hydroponique.

IIl. Caractérisation du sol

1. Détermination de la teneur en nitrate dans le sol

- Extraction des nitrates :

On verse dans un tube conique 5 grammes de terre fraiche homogénéisée et 20 ml de
KCL 2M, puis on agite le contenu du tube pendant 20 minutes, et aprés on filtre la suspension
de terre et récupérer le filtrat dans une fiole jaugé de 20 ml, compléter avec de 1’eau distillée,

puis le filtrat constitue 1’extrait de sol a analyser.

- Dosage colorimétrique des nitrates par la méthode de Cataldo et al, 1975 :

La gamme d’étalonnage sera réalisée a partir d’une solution mere contenant 2600

pg/ml de NO3™ (dissoudre 4.239g KNO3z anhydre dans 1000 ml eau distillée).

La préparation des solutions étalons de la gamme : entre 0 et 60 pug/ml de N soit entre 0
et 265 pug/ml de NO3'.

g



A: 260 pg/ml Y

B: 130 pg/ml

>

C: 65 pg/ml

D: 0 pg/ml _

Ces concentrations sont utilisées pour tracer la courbe

d’étalonnage.

Le développement de la coloration :

A B C D Extrait
Volume prise (ul) 100 100 100 100 100
Acide sulfosalicylique 5% (pl) 400 400 400 400 400
Laisser agir pendant 20 minutes a température ambiante
NaOH 2N (pH 12) (ml) 9.5 9.5 9.5 9.5 9.5

Agiter au vortex et laisser refroidir & température ambiante

Lire ’absorbance des solutions a 410 nm

2. Détermination de la teneur en Ammonium dans le sol

- Extraction de I’ammonium :

On verse dans un tube conique 10 grammes de terre fraiche homogénéisée et 40 ml de

KCL 2M, puis on agite le contenu du tube pendant 20 minutes, et apres on filtre la suspension

de terre et récupérer le filtrat dans une fiole jaugé de 50 ml, compléter avec de 1’eau distillée,

puis le filtrat constitue I’extrait de sol a analyser.

- Dosage colorimétrique de I’Ammonium par la méthode de Nessler :

La gamme d’étalonnage sera réalisée a partir d’une solution meére contenant 10 pug/ml de N-

NH4+ soit 12.16 pg/ml de NH4+,

La préparation d’une solution stock de chlorure d’ammonium : dissoudre 3.818 g de NH4CI

anhydre dans 1000ml d’eau distillée.

La solution mere standard est préparée par dilution de 10 ml de la solution stock dans 1000

ml d’eau distillée.

On prépare des solutions diluées de N-NH4+ :




A: 10 pg/mi
B: 5 pg/ml
C: 2.5 pg/mi

D: 0 pg/mi

- Le développement de la coloration :

A B C D Extrait
Volume prise (ul) 50 50 50 50 50
Réactif de Nessler (ml) 2 2 2 2 2

Agiter et laisser agir pendant 15 minutes a température ambiante

Lire ’absorbance des solutions a 420 nm

3. Détermination de la teneur en sulfate dans le sol

- Extraction des sulfates :

On verse dans un flacon de 250 ml 10 grammes de sol fraiche, on ajoute 100 ml d’eau

distillée puis on I’agite le contenu quelques minutes et on filtre le liquide dans un erlenmeyer

de 100 ml.

- Dosage colorimétrigue des sulfates :

La gamme d’étalonnage sera réalisée a partir d’une solution mere (SM) (100 mg/1),

faire une série de prélevements dans les fioles jaugées :

A : 30 pg/ml =30 ml de SM gsp 100ml avec I’eau distillée
B: 15 pg/ml =15 ml de SM gsp 100ml avec I’eau distillée
C: 10 pg/ml =10 ml de SM gsp 100ml avec I’eau distillée

D : 0 pg/ml =100 ml d’eau distillée




- Le développement de la coloration :

A B C D Extrait
Volume prise (ml) 50 50 50 50 50
Solution tampon A (ml) 20 20 20 20 20
Agiter la solution au vortex
Chlorure de barium (g) 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15

Lire I’absorbance des solutions a 420 nm

4. Détermination de la teneur en phosphore dans le sol

- Extraction de phosphore :

On verse dans une fiole de 100 ml 2 grammes de sol fraiche, puis on ajoute 20 ml de

NaHCO3 0.5 N a pH 8.5 et on ajoute environ 0.5 gramme de charbon actif, on agite le

contenu quelques minutes, puis on filtre dans une fiole de 20 ml.

- Dosage colorimétrique de phosphore :

A partir de la solution mére (SM) (250 mg/l) de phosphore, préparer dans les fioles

jaugées les 3 solutions (solution D = eau distillée)

A : 6 pg/ml =6 ml de SM gsp 25 ml avec I’eau distillée
B : 4 pg/ml =4 ml de SM gsp 25 ml avec I’eau distillée
C:2 pg/ml =2 ml de SM gsp 25 ml avec I’eau distillée

D : 0 ug/ml =25 ml d’eau distillée




- Le développement de la coloration :

A B C D Extrait
Volume prise (ml) 2 2 2 2 2
Solution sulfo-molybdique 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
(ml)
Agiter la solution au vortex
Eau distillée (ml) 2 2 2 2 2
Acide ascorbique a 1% (ml) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

Compléter a 10 ml avec 1’eau distillée

Placer les tubes a essai au bain marie a 80°C pendant 15 min

Refroidir pendant 30 minutes

Lire I’absorbance des solutions a 825 nm

Remargue : Pour calculer la quantité des minéraux présente dans le sol, on utilise la relation

suivante :

Le résultat obtenu est exprimé en mg/Kg de matiere fraiche.

IV. Le transfert des plantes a la culture hydroponique

D’aprés 4 mois ou les plantes sont récoltés dans les pots, I’essai a été conduit dans des bassins
remplie par 8.5 1 de I’eau, sous serre semi contrdlée, au département de biologie de faculté des

sciences et techniques de Feés.

Nous avons réalisé trois bassins, 2 parmi elles sont traité par 1’azote sous forme de NH4NO3-

(Nitrate d’ammonium) (Schéma ci-dessous).

Un arrosage tous les trois jours est opéré a la solution nutritive de Hoagland (1938) contenant

2 mM de NH4NO3- dans les bassins azotés et 0.2 mM dans le bassin non azoté durant 30

jours jusqu’a I’application du stress

-




stock Prise (8.5L) Solution stock

KH2PO4 1M 4.25 ml 68.049/500 ml
MgSO4 (7 H20) 0.5M 4.25 ml 61.619/500 ml
CaCl2 (2H20) 2M 4.25 ml 73.69/250 ml
K2S04 0.5M 4.25 ml 43.519/500 ml
H3BO3 4 mM 4.25 ml 247.36mg/1 L
Fe-Na EDTA 20 mM 4.25 ml 1.84g/250 ml
ZnS0O4 (TH20) 1 mM 4.25 ml 287.56mg/1 L
CuS0O4 (5H20) 1mM 1.7 ml 250mg/1 L

MnSO4 (H20) 2mM 4.25 ml 338.04mg/1 L
COCI2 1 mM 0.85ml 237.93mg/1 L
Na2MoO2 (2H20) 1 mM 0.85 ml 121mg/500 ml

Tableau 1: constitution de la solution nutritive de Hoagland (1938) contenant 2 mM de

NH4NO3- pour les bassins azotés et 0.2 mM pour les bassins non azotés.
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Figure 6: Schéma explicatif montrent la répartition des plantes dans les bassins tel que
chaque bassins contient une série de 6 plantes de variété Tafilalet et une autre série de 6

plantes de variété Moapa, +N : présence d’azote, -N : absence d’azote




V. Application du stress

Le stress salin est appliqué au 30°m jour aprés le transfert des plantes en culture

hydroponique, répartie en trois traitements (A, B et C), 3 répétitions ont été réalisées pour

chaque traitement :

A : plantes « témoins » arrosées par une solution nutritive contenant 2mM de NH4NO3-.

B : plantes arrosees par le méme solution nutritive contenant 0. 2 mM de NH4NO3-
additionnée par 200 mM de NaCl (11.7g/L)

C : plantes arrosées par la méme solution nutritive contenant 2 mM de NH4NO3- additionnée

par 200 mM de NaCl (11.7g/L)

A chaque date de récolte, les plantes ont été récoltées en raison de trois répétitions pour

chacun des traitements :

Récolte Récolte Récolte
A A A
30 jours JO J5 J11
Traitement A A A A

Traitement B

Traitement C

Solution nutritive avec 2 mM NH4NO3-

A A A

Solution nutritive avec 0.2 mM NH4NO3- additionnée
de 200 mM NacCl

A A A

Solution nutritive avec 2 mM NH4NQO3- additionnée
de 200 mM NacCl

Figure 7 : Dispositif expérimental mis en place pour 1’étude de 1’effet d’un stress salin sur la

croissance de la luzerne.




VI. Détermination des parameétres biochimiques

1. Détermination de la teneur en Malondialdéhyde (MDA) dans les racines de la

luzerne :
- Extraction du MDA :

200 mg de la matiére fraiche des racines sont broyées avec le mortier, un volume de 5
ml de thiochloroacétique 0.5% (TCA 0.5%), puis on place les tubes en centrifugeuse (5000

tour par minutes pendant 15 minutes)

- Dosage du MDA

Aprées une centrifugation, on récupére 1 ml de surnageant puis on ajoute 3 ml d’acide
thiobarbiturique 0.5 % (TBA 0.5 %), les tubes sont placés au bain marie bouillon pendant 30

minutes et apres on lire 1’absorbance sur 532 et 600 nm.

On calcule la concentration de 1’échantillon par la relation suivante :
Abs = £*c*L

Abs : Absorbance

£ : Coefficient d’extinction

C : concentration de I’échantillon

L : largeur de la cuve (1 cm)

2. Détermination de la teneur en Proline dans les racines de la luzerne :

- Extraction de proline :

200 mg de la matiere fraiche des racines sont broyées avec le mortier, un volume de 5

ml de I’acide sulfosalicylique 3%, puis on place les tubes en centrifugeuse (5000 tour par
minutes pendant 10 minutes).

- Dosage de proline :

Apres une centrifugation, on récupere 2 ml de surnageant puis on ajoute 2 ml d’acide
acetique glacial et 2 ml de réactif ninhydrine, les tubes sont placés au bain marie bouillon

pendant une heure de temps et apres la lecture de 1’absorbance sur 546 nm.

-



3. Détermination de la teneur en Sucres solubles dans les racines de la luzerne :

- Extraction des sucres solubles :

200 mg de la matiére fraiche des racines sont broyées avec le mortier, un volume de 5
ml de 1’éthanol 95 %, puis on place les tubes en centrifugeuse (4000 tour par minutes pendant
10 minutes), puis on récupére le surnageant et on ajoute un autre 5 ml d’éthanol 95 sur le
culot, puis on melange le contenu pour placé les tubes un autre fois en centrifugeuse (4000

tour par minutes pendant 10 minutes), puis on récupere I’extrait.

- Dosage des sucres solubles :

Aprés une deuxieme centrifugation, on récupere 0.1 ml de surnageant puis on ajoute 3
ml de solution Anthrone , les tubes sont placés au bain marie bouillon pendant 10 minutes et

aprés on lire 1’absorbance sur 625 nm.




Partie 3
RESULTATS ET DISCUSSION

-



I. Caractérisation du sol

1. Détermination de la teneur en nitrate dans le sol

La concentration obtenue des nitrates de sol apres une lecture de la densité optique de ’extrait
a donner une valeur de 5,385 pg/ml. Alors on peut calculer la quantité des nitrates par la
relation suivante : (Concentration de [’extrait * volume de ’extraction) / (Quantité de

matiere fraiche).
Application numérique : (5.385*25)/10 = 13.46

Donc, la quantité des nitrates présente dans un Kg de sol est 13.46 mg.

2. Détermination de la teneur en Ammonium dans le sol

La concentration obtenue de I’ammonium de sol aprés une lecture de la densité optique de

I’extrait & donner une valeur de 0.091 pg/mi.
Application numérique : (0.092*50)/10 = 0.46
Donc, la quantité¢ de I’ammonium présente dans un Kg de sol est 0.46 mg.

3. Détermination de la teneur en sulfate dans le sol

v La concentration obtenue des sulfates solubles de sol aprés une lecture de la densité

optique de I’extrait a donner une valeur de 0.243 pg/ml.
Application numérique : (0.243 *50)/10 = 1.215
Donc, la quantité des sulfates solubles présente dans un Kg de sol est 1.215 mg.

v’ La concentration obtenue des sulfates adsorbés de sol aprés une lecture de la densité

optique de I’extrait a donner une valeur de 0.285 pg/ml.
Application numérique : (0.285 *50)/10 = 1.425
Donc, la quantité des sulfates solubles présente dans un Kg de sol est 1.425 mg.

4. Détermination de la teneur en phosphore dans le sol

La concentration obtenue des phosphores de sol aprés une lecture de la densité optique de

I’extrait a donner une valeur de 0,621 pug/ml.

-



Application numérique : (0.621*25)/10 = 1.55
Donc, la quantité des phosphores présente dans un Kg de sol est 1.55 mg.

Alors, d’apres les résultats précédentes, on constate que les nitrates sont les minéraux

les plus riches présentent dans le sol.

Il. Etude des paramétres morphologiques de la luzerne

1. Effet de la privation de la plante en azote

1.1 La biomasse totale

EmTA

m MO

N+ N-

Figure 8 : Effet de la privation des deux variétés de luzerne en azote sur la biomasse totale de
la plante. TA : Tafilalet, MO : Moapa, N+ : présence d’azote a 2 mM, N-: réduction de la

concentration d’azote a 0.2 mM. Les valeurs correspondent a la moyenne + SE pour n=3.

La figure 8 montre que la production de la matiere fraiche de la variété Moapa est plus
faible par rapport a la variété Tafilalet soit en présence ou en absence de I’azote exogene. La
figure montre aussi que les plantes traitées par le nitrate d’ammonium ont une croissance plus
rapide que les plantes privé en azote, ce qui nous a donne une idée générale sur I’effet additif
de I’azote sur les deux variétés de la luzerne (Tafilalet et Moapa).

1.2 La biomasse racinaire




[EnY
0o

[EnY
(o)}

=
D

=
N

=
o

ETA

MO

poid des racines (g)

o N B O
1

N+ N-

Figure 9 : Effet de la privation des deux variétés de luzerne en azote sur la biomasse racinaire
de la plante. TA : Tafilalet, MO : Moapa, N+ : présence d’azote a 2 mM, N- : réduction de la

concentration d’azote a 0.2 mM. Les valeurs correspondent a la moyenne + SE pour n=3.

L’analyse de résultats consignés sur la figure 9 montre que les racines de la variété
Tafilalet a un taux de production de matiere fraiche plus grand que la variété Moapa soit en
présence ou absence de 1’azote, selon la figure, on constate que 1’apport en nitrate
d’ammonium n’a pas d’effet sur la croissance des racines de la luzerne, ce qui montre que les

racines n’accumulent pas d’azote en grande quantité par rapport aux autres organes végétales.

1.3 La biomasse des tiges
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Figure 10 : Effet de la privation des deux variétés de luzerne en azote sur la biomasse des
tiges de la plante. TA : Tafilalet, MO : Moapa, N+ : présence d’azote a 2 mM, N- : réduction

de la concentration d’azote a 0.2 mM. Les valeurs correspondent a la moyenne + SE pour n=3.
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La figure 10 révéle une réduction remarquable de la biomasse de la tige chez la variéeté
Moapa par rapport a la variété Tafilalet, soit en présence ou en absence de 1’azote, selon la
figure, on constate que 1’apport en nitrate d’ammonium a un effet sur la croissance de la tige,
tel que les plantes traité par NH4NO3- ont une croissance des tiges plus importante que les
plantes privé en azote, ce qui montre que le nitrate d’ammonium a un role efficace dans la

production de la matiére fraiche des tiges des deux variété de luzerne (Tafilalet et Moapa).

1.4 La biomasse des feuilles
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Figure 11 : effet de la privation des deux variétés de luzerne en azote sur la biomasse des
feuilles de la plante. TA: Tafilalet, MO : Moapa, N+ : présence d’azote & 2 mM, N-:
réduction de la concentration d’azote a 0.2 mM. Les valeurs correspondent a la moyenne * SE

pour n=3,

L’examen de la figure 11 montre qu’il y a une réduction remarquable de la biomasse
de la feuille chez la variété Tafilalet par rapport a la variété Moapa, soit en présence ou en
absence de 1’azote, ce qui montre que I’apport en nitrate d’ammonium & un effet sur la
croissance des feuilles, tel que les plantes traitées par NH4ANO3- ont une croissance des
feuilles plus important que les plantes privées en azote, ce qui montre que le nitrate
d’ammonium a un rdle efficace dans la production de la matiere fraiche des feuilles des deux

variété de luzerne (Tafilalet et Moapa).




1.5 La biomasse de rapport PA/PR
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Figure 12 : effet de la privation des deux variétés de luzerne en azote sur la biomasse de
rapport (Partie aérienne/Partie racinaire). TA : Tafilalet, MO : Moapa, N+ : présence d’azote a
2 mM, N-: réduction de la concentration d’azote a 0.2 mM. Les valeurs correspondent a la

moyenne + SE pour n=3.

L’analyse des résultats consignés sur la figure 12 montre que les rapports PA/PR des
variétés Moapa et Tafilalet ne sont pas significativement différents. La réduction de
I’approvisionnement en azote dans le milieu a provoué une chute du rapport PA/PR chez les 2
variétés. La biomasse de la partie aérienne représentait le double de la partie racinaire en
présence de N 2mM. Par contre apres un traitement a 0,2 mM les valeur de PA et PR sont

devenues équivalentes avec un rapport PA/PR proche del.

Alors, d’aprés les résultats précédents, on constate que la variété Tafilalet a un taux de
production de matiére fraiche plus grand que la variété de Moapa. Concernant ’azote, la
partie aérienne (feuilles et tige) est plus adaptée par la présence de nitrate d’ammonium a
I’inverse des racines, ce résultat est d0 principalement a la translocation des nitrates depuis les

racines jusqu’a les partie aérienne via le xyléme.




2. Effet de la salinité sur la croissance des plantes

2.1 La biomasse totale

A 40,000 B | 100,000
35,000 90,000 +—]
80,000
2 30,000 % 20000
£ 25,000 £ 60,000
2 20,000 uTA 2 50,000
2 15,000 = MO 3 40000
z 2 30,000
2 10,000 & 0,000
5,000 10,000
0,000 0,000
N+ N-/S N+/S N+ N-/S N+/S

EmTA
m MO

Figure 13 : effet de la salinité sur la biomasse totale de la plante aprés (A) 5 jours et (B) 11
jours. TA: Tafilalet, MO : Moapa, N+ : présence d’azote a 2 mM, N-: réduction de la
concentration d’azote a 0.2 mM, S: plantes traitées avec 200 mM de NaCl. Les valeurs

correspondent a la moyenne * SE pour n=3.

L’analyse des résultats consignés sur la figure 13 montre que d’aprés 5 jours (figure
13A) d’application de stress, la variété Moapa traité par le sel a une réduction remarquable de
biomasse totale par rapport au témoin a I’inverse de la variété Tafilalet, le sel n’a aucun effet
sur la croissance de biomasse fraiche de cette variéte, tel que le nitrate d’ammonium n’a pas

de réle sur la croissance des deux variété.

La figure 13B montre une forte diminution du poids frais de la biomasse totale des deux
variétés de luzerne aprés 11 jours d’application de stress, ainsi les plantes stressés et azotés

résistent mieux que les plantes stressés et privés en azote.

Alors, d’aprés les résultats précédents, la figure 13 montre que la variété Tafilalet
résiste mieux que la variété Moapa et principalement en présence d’azote apres 5 jours de
stress, mais aprés 11 jours d’application de sels, la variété Moapa a un taux de résistance non
significatif par rapport a I’autre variété (Tafilalet) et surtout en présence de nitrate

d’ammonium.
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2.2 La biomasse racinaire
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Figure 14 : effet de la salinité sur la biomasse racinaire de la plante aprés (A) 5 jours et (B)
11 jours. TA : Tafilalet, MO : Moapa, N+ : présence d’azote a 2 mM, N-: réduction de la
concentration d’azote a 0.2 mM, S: plantes traitées avec 200 mM de NaCl. Les valeurs

correspondent a la moyenne + SE pour n=3.

La figure 14A montre qu’apres 5 jours d’application de stress, la variété Moapa traitée par le
sel présente une réduction remarquable de biomasse racinaire par rapport au témoin a
I’inverse de la variété Tafilalet, cette derniere connait une biomasse racinaire forte dans le cas

de stress salin.

D’apres les résultats consignés dans la figure 14B, une forte réduction remarquable chez les
deux variétés MO et TA apres 11 jours de stress, la variété Tafilalet connait un taux de

croissance non significatif lors de stress en présence d’azote.

Donc, le stress affecte négativement le poids frais des racines avec une réponse variable selon
la durée du stress induit. Cette caracteristique est en accord avec les résultats obtenus par
Simane et al. (1993) et Ali Dib et al. (1994).
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2.3 La biomasse des tiges
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Figure 15 : effet de la salinité sur la biomasse des tiges de la plante aprés (A) 5 jours et (B) 11
jours. TA : Tafilalet, MO : Moapa, N+ : présence d’azote a 2 mM, N-: réduction de la
concentration d’azote a 0.2 mM, S: plantes traitées avec 200 mM de NaCl. Les valeurs

correspondent a la moyenne * SE pour n=3.

Concernant les tiges, la figure 15A montre une faible réduction de la biomasse des
tiges et surtout la variété Moapa, ainsi, la variété Tafilalet résiste a la présence du sel dans le

milieu mieux que la variété Moapa et principalement en présence d’azote.

La figure 15B montre une forte réduction remarquable de la biomasse des tiges des
deux variétés, ainsi que ces deux derniéres a un taux de croissance mieux en présence d’azote

que celles privées en azote.

Donc, le stress affecte négativement le poids frais des tiges avec une réponse variable
selon la durée du stress induit. Cette caractéristique est en accord avec les résultats obtenus
par Simane et al. (1993) et Ali Dib et al. (1994).
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2.4 La biomasse des feuilles
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Figure 16 : effet de la salinité sur la biomasse des feuilles de la plante apres (A) 5 jours et (B)

11 jours. TA: Tafilalet, MO : Moapa, N+ : présence d’azote & 2 mM, N-: réduction de la

concentration d’azote a 0.2 mM, S: plantes traitées avec 200 mM de NaCl. Les valeurs

correspondent a la moyenne * SE pour n=3.

D’apres la figure 16A, on constate une faible réduction de biomasse des feuilles et

surtout la variété Moapa, donc le stress aprés 5 jours d’application réduit le poids frais des

feuilles de cette variété, a I’inverse la variété Tafilalet est moins sensible au sel par rapport au

Moapa.

La figure 16B montre une forte réduction remarquable chez les deux variétés MO et

TA soumise au stress salin (200 mM), ainsi qu’au niveau des plantes traités, la variété Moapa

résiste mieux que la variété Tafilalet et surtout en présence d’azote.
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2.5 La biomasse de rapport PA/PR
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Figure 17 : effet de la salinité sur la biomasse des rapports PA/PR de la plante apres (A) 5
jours et (B) 11 jours. TA: Tafilalet, MO : Moapa, N+ : présence d’azote a 2 mM, N-:
réduction de la concentration d’azote a 0.2 mM, S : plantes traitées avec 200 mM de NaCl.

Les valeurs correspondent a la moyenne + SE pour n=3.

La figure 17B montre qu’il ya une faible réduction de biomasse de rapport PA/PR, tel
que les plantes soumise au stress et traités en azote sont bien adaptée au sel, ce qui prouve

I’effet additif du I’azote sur la plante lors du stress.

Les résultats consignés sur la figure 17B montrent une faible réduction de poids frais chez la
variéte Tafilalet, par contre, la variété Moapa est bien adaptée au sel lorsqu’elle traitée par

I’azote.

Alors, d’aprés les résultats précédents, on constate que la variété Tafilalet a un taux de
croissance forte par rapport au Moapa chez les essais témoins, par contre quand les plantes
sont soumises au stress salin, la variété Moapa résiste mieux que la variété Tafilalet dans les
parties aériennes, par contre au niveau racinaire, la variété Tafilalet est plus adapté contre le
sel par rapport & la variété Moapa et surtout en présence d’azote, ce qui montre que 1’azote a

un role tres important dans la résistance des plantes contre le sel.

Cette réduction de poids frais est due principalement a des perturbations de
concentrations des regulateurs de croissance (acide abscissique et cytokinines) comme décrit

par Termaat et al. 1985 et Kuiper et al. 1990., mais aussi a une réduction de la capacité




photosynthétique suite & une diminution de la conductance stomatique du CO2 induite par la
contrainte saline (Walker et al.1981 ; Santiago et al., 2000).

Ill. Détermination des parameétres biochimiques

1. Effet de la salinité sur la teneur du plante en
1.1 Le malondialdéhyde (MDA)
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Figure 18 : effet de la salinité sur la teneur de la racine en MDA apreés (A) 5 jours et (B) 11
jours. TA : Tafilalet, MO : Moapa, N+ : présence d’azote a 2 mM, N-: réduction de la
concentration d’azote a 0.2 mM, S: plantes traitées avec 200 mM de NaCl. Les valeurs

correspondent a la moyenne * SE pour n=3.

La figure 18A montre une accumulation du MDA au niveau des plantes témoins et

surtout la variété Tafilalet par rapport aux plantes stressés soit en absence ou en présence

d’azote.

La figure 18B montre une faible accumulation du ’'MDA chez les plantes traitées et
principalement la variété Moapa, par ailleurs la variété Tafilalet une accumulation similaire
entre les plantes soumises a des stress et les témoins.

Alors, les résultats montrent une variabilité d’accumulation de MDA, produit final de
la peroxydation lipidique, considéré comme indicateur de stress oxydatifs résultant de
plusieurs stress abiotiques (J. A. Hernandez, et al,. 2000). Cette variabilité s’observe aussi
bien chez les plantes témoins que chez les plantes traitées par le sel, ce qui met en relief la
variabilité intra specifique.
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1.2 Laproline
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Figure 19 : effet de la salinité sur la teneur de la racine en proline apres (A) 5 jours et (B) 11
jours. TA: Tafilalet, MO : Moapa, N+ : présence d’azote @ 2 mM, N-: réduction de la
concentration d’azote a 0.2 mM, S: plantes traitées avec 200 mM de NaCl. Les valeurs

correspondent a la moyenne + SE pour n=3.

Les résultats consignés dans la figure 19A montre une accumulation de la proline au
niveau des racines des deux variétés de luzerne lors de stress salin (Tafilalet et Moapa) et
surtout dans les plantes traitées avec 1’azote, ce qui prouve que les plantes deviennent

tolérantes au stress salin aprés 5 jours d’application.

La figure 19B constate une faible accumulation de la proline lors de stress chez la
variété Tafilalet, ce qui montre que cette variété devient sensible contre le sel, par contre la
variété Moapa a un taux d’accumulation forte de la proline dans les racines traités en azote, ce
qui prouve que la variété Moapa résiste mieux dans les conditions de stress salin dure que la
variété Tafilalet, donc on peut conclue que I’azote a un réle trés important dans la résistance

des plantes de type Moapa contre le sel.

D’apres les résultats précédents et en plus de son réle d’osmoprotecteur, la proline a
un role dans le renforcement du systeme antioxydant et de lutte contre les dommages du
stress. (Khedr et al., 2003 ; Demiral & Turkan., 2004 ; Ma et al., 2006 ; Molinari et al., 2007).
Elle pourrait également intervenir dans la régulation du pH cytoplasmique (Pesci &

45




Beffagna 1984) ou constituer une réserve d’azote utilisée par la plante apres stress (Tal &
Rosenthal 1979).

1.3 Les sucres solubles
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Figure 20 : effet de la salinité sur la teneur de la racine en sucres solubles aprés (A) 5 jours et
(B) 11 jours. TA : Tafilalet, MO : Moapa, N+ : présence d’azote & 2 mM, N- : réduction de la
concentration d’azote a 0.2 mM, S: plantes traitées avec 200 mM de NaCl. Les valeurs

correspondent a la moyenne * SE pour n=3.

La figure 20A constate une faible accumulation des sucres solubles chez la variété
Tafilalet dans les plantes traitées par rapport aux plantes témoins, par contre la variété Moapa
connait une accumulation des sucres dans les plantes stressées et privés en azote, qui est en
accord avec la bibliographie, tel que Talouizte et al., 1984a ont montré que la concentration
des sucres solubles des racines augmente par une carence en azote et diminue quand une

réalimentation en azote est restaurée.

Dans le cas de stress sévere (figure 20B), on remarque une forte accumulation des
sucres chez la variété Tafilalet et principalement dans les plantes traitées lors de stress, la
variété Moapa a un taux d’accumulation des sucres solubles mais de degré moins que la
variété Tafilalet.
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Conclusion
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La luzerne (Medicago sativa L.) constitue la plante fourragére principale cultivée au
Maroc. Ella a un réle agronomique, économique et participe activement au développement de
I’¢levage grace a son adaptation aux conditions salines et de sécheresse de milieu. Les
résultats de cette étude expérimentale montrent que des conditions de salinité provoquent des
effets néfastes aux différents parameétres morphologiques et biochimiques tel que
I’accumulation de la proline et surtout en présence d’azote. Donc d’aprés cette étude, le
comportement de tolérance a la salinité est intimement li¢ a la vigueur de la variété ainsi qu’a
aptitude d’accumuler et de stocker des chlorures de sodium au niveau des tissus végétaux. Et
I’amélioration de la productivité des luzernes au Maroc doit passer par la sélection d’un

matériel génétique adapté.
Alors, d’apres les résultats précédentes, on peut conclue que :

v La variété Tafilalet a un taux de production de matiére fraiche plus important que la
variété de Moapa.

v L’azote joue un role important dans la croissance et dans la tolérance de la luzerne au
sel.

v Lavariété Moapa tolére bien le sel que la variété Tafilalet.
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