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INTRODUCTION GENERALE

La région mediterranéenne est considérée actuellement comme un «Hot Spot», un point
sensible du réchauffement climatique, qui atteindra des températures supérieures a la
moyenne mondiale au XXle siécle (ADOLF et al., 2015).

Au rythme de ce déréglement climatique, le Groupe d’experts intergouvernemental sur
I’évolution du climat (GIEC) a réalisé un rapport de synthése de ’année 2014, qui souligne
que dans plusieurs régions du monde, le changement climatique a davantage d’impacts
négatifs que positifs sur le rendement des cultures. Ces changements climatiques, peuvent
prendre des proportions d’une désertification dans certaines régions telles que I’ Afrique, ou la
dégradation des terres cultivables a atteint un degré critique (DENHARTIGH, 2014).

Au niveau mondial, 36 millions de Km? des terres sont touchées par la sécheresse et la
désertification, dont 9 millions de Km? en Afrique. Quatre cent millions de personnes, soient
les 2/3 de la population africaine, vivent dans des zones directement soumises aux effets de ce
fléau (SAKROUHI, 2017).

L’agriculture étant un secteur particulierement structurant, que ce soit en termes
d’alimentation, d’aménagement du territoire ou encore de relation a notre environnement, il
est primordial de mettre en place des stratégies d’adaptation des especes végétales pour
améliorer la qualité et le rendement de la production (DENHARTIGH, 2014).

La solution la plus efficace est I'utilisation des légumineuses puisque ces derniéres sont
capables de vivre en symbiose avec des bactéries caractérisées par leur grande capacité de
fixation d’azote appelées : rhizobia. Les rhizobia sont des bactéries Gram- qui ont la
caractéristique de vivre en symbiose avec les legumineuses et contribuent a la conversion de
I’azote atmosphérique en ammoniaque pour qu’il soit assimilable par la plante (Iégumineuse)
(SAKROUHI, 2017).

Dans le bassin méditerranéen, la symbiose légumineuse-rhizobia est une composante
importante de cet agrosysteme vu ses intéréts agronomiques, économiques et écologiques
(FAO, 2009). En effet, cette symbiose pourrait, lorsqu’elle fonctionne bien, assurer une
nutrition azotée adéquate aux plantes et garantir une production convenable (FAGHIRE et al.,
2012).

L’introduction des légumineuses dans les systemes de culture, offre des avantages substantiels
dans la production agricole. En symbiose avec des rhizobia, elles sont capables de fixer
I’azote atmosphérique et de solubiliser le phosphore précipité du sol. Ainsi, on peut

économiser dans une large mesure, les fertilisants chimiques qui posent actuellement de
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graves problémes de pollution de I’eau, du sol, et des végétaux (CELLIER et PIERRE, 2015).
L’intéréts écosystémique est largement reconnu dans le choix des systemes de cultures qui
respectent I’environnement et la durabilité du milieu (VERTES et al., 2010).

Les légumineuses en symbiose avec les Rhizobia, sont une priorité pour les politiques de
recherche en Algérie. Parmi ces légumineuses, la féeve et la luzerne représentent des modéles
intéressant pour I’étude de la fixation biologique de I’azote.

Cependant, le processus de fixation symbiotique de I’azote est affecté par plusieurs
contraintes abiotiques qui réduisent son efficacité telles que les variations de température, la
déficience des sols en éléments minéraux, la toxicité due a certains éléments tels que le
manganese et I’aluminium, le stress hydrique et la salinité (DITA et al., 2006; BORUCKI et
SUJKOWSKA, 2008 ; CESAR et al., 2011).

Dans les zones arides et semi-arides, le stress hydrique reste 1’un des facteurs majeurs limitant
la production des légumineuses particulierement lorsque la nutrition azotée est assurée par la
fixation symbiotique de I’azote. Dans ce contexte, de nombreuses études agrophysiologiques
ont mis en évidence I’effet du stress hydrique sur la croissance des légumineuses dépendantes
de la FSN (CIAT, 1992 ; JANSA et al., 2011).

Face a cette situation, diverses stratégies d’améliorations des rendements et d’adaptation
peuvent étre appliquées. Parmi ces stratégies la sélection de genotypes aux potentiels
productifs acceptables et qui se caractérisent par une adaptation au milieu pour minimiser les
baisses de productions lors des années difficiles.

Cependant, Si cette approche de sélection directe aux champs du rendement et de sa stabilité
est indispensable, elle reste néanmoins insuffisante en ce sens qu’elle ne rende pas compte des
mécanismes mis en jeu dans la réalisation de ces performances. Aussi, le recours aux
caractéres morpho-physiologiques et biochimiques de tolérance au stress hydrique permettent
dans le cadre d’une approche intégrative d’identifier les plus pertinents d’entre eux pour la
recherche de génotypes stables.

A ce titre, I’étude et I’identification des caractéres morpho-physiologiques, biochimiques et
symbiotiques liées a la tolérance au déficit hydrique chez les légumineuses s’avére tres
efficace pour ’obtention de génotypes adaptés et stables.

Ainsi, donc D’approche directe par 1’étude de la stabilité des rendements et celle dite
analytique par incorporation de caracteres morpho-physiologiques permettent le repérage de
I’idiotype pour une meilleure productivité dans des conditions environnementales spécifiques.

C’est dans ce cadre que s’insére notre présente étude, les objectifs majeurs de cette thése sont:
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- Evaluer I’impact du stress hydrique sur la symbiose a rhizobia chez cinq variétés et
populations de Vicia faba L. et cing variétés et populations de Medicago sativa L. a travers
des essais et déterminer les performances et le comportement global des variétés et des
populations.

- Mettre P’accent sur certains mécanismes morpho-physiologiques, biochimiques et
symbiotiques associés a la tolérance de cette symbiose au stress hydrique, et déterminer les
mécanismes d’adaptation des variétés et des populations mis a 1’étude et d’en identifier les
plus pertinents d’entre eux, qui seraient en grande partie a 1’origine du choix du ou des
variétés et des populations adaptés aux conditions du stress hydrique.

Afin d’atteindre ces objectifs, le manuscrit de la theése est organisé de la maniére suivante :

Un premier chapitre est consacré a une synthese bibliographique présentant un état de I’art
concernant la symbiose a rhizobia chez les legumineuses et le stress hydrique, qui comprend
plusieurs facettes : Les légumineuses, les deux modeles Vicia faba L et Medicago sativa L., le
partenaire bactérien « rhizobia », les processus de nodulation et les mécanismes de la fixation
de I’azote, effet du stress hydrique sur la symbiose rhizobienne et les stratégies d’adaptation.
Les activités de recherches effectuées dans le cadre de cette these, correspondant aux
différents objectifs spécifiques susmentionnés, sont décrites dans les deux chapitres suivants
(Chapitres 11 et 111). Les chapitres sont rédigés selon le format suivant: Introduction, Matériel
et méthodes, Résultats et discussion, Conclusion.

Dans un deuxiéme chapitre, nous abordons I’effet du stress hydrique sur la croissance et la
fixation symbiotique des plantes des différentes variétés et populations de Vicia faba L., et
rechercher une relation entre les caracteres morpho-physiologiques, biochimiques et
symbiotiques et la tolérance au stress hydrique.

Un troisieme chapitre, est consacré a I’analyse de I’effet du stress hydrique sur la croissance
et la symbiose des cing variétes et populations chez la luzerne, nous tontons la caractérisation
morpho-physiologique, biochimique et symbiotique des plantes chez les variétés et les
populations contrastées de Medicago sativa L. sous stress hydrigue.

La derniére partie de cette these présente une conclusion générale tirée de 1’étude ainsi que les
perspectives de recherches envisagées a 1’issue de nos travaux pour la restauration et la

valorisation de la symbiose a rhizobia chez la féve et la luzerne.

MOUFFOK Ahlem | Doctorat en Sciences



Etude de la symbiose a rhizobia chez la feve (Vicia faba L.) et la Luzerne (Medicago sativa | CHAPITRE |
L.) cultivée sous contrainte hydrique : aspects morpho-physiologiques et agronomiques

CHAPITRE 1: FIXATION SYMBIOTIQUE DE L’AZOTE ATMOSPHERIQUE
CHEZ LES LEGUMINEUSES ET STRESS HYDRIQUE : SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE

1. Introduction

Par leur capacité a fixer I’azote de I’air, les légumineuses constituent une voie privilégiée
d’introduction de I’azote dans les systémes de culture. Leur autonomie vis-a-vis de cet
¢lément permet, en réduisant 1’utilisation des engrais azotés dans les systemes de culture, de
limiter ainsi les impacts environnementaux directement proportionnels a la quantité d’azote
minéral fabriqué, transporté et épandu. La symbiose légumineuses-rhizobia a joué un réle
déterminant dans le développement de la production agricole durable et sa compréhension a
été percue comme un grand evenement scientifique. Elle est envisagée pour procurer des
économies dans la pratique agricole et assurer des benéfices écologiques a méme de constituer
une sorte d’alternative aux producteurs des pays en voie de développement souffrant d’un
acces limité aux intrants chimiques. Le bon fonctionnement de la symbiose rhizobia-
Iégumineuses nécessite une coordination entre deux partenaires : la plante hote (legumineuse
ou macro- symbionte) et la bactérie (rhizobia ou micro- symbionte) (MADIGAN et
MARTINKO, 2007).

Une premiére partie fera tout d’abord le point sur une analyse bibliographique des
connaissances acquises sur I’importance de la symbiose légumineuses-rhizobia, ainsi que des
généralités sur les deux légumineuses (la feve, la luzerne) et les rhizobia, Aussi le processus
de fixation symbiotique de 1’azote. On présentera par la suite I’effet du stress hydrique sur la

symbiose chez les légumineuses et les mécanismes d’adaptation au stress hydrique.

2. Importances de la symbiose Iégumineuses-rhizobia

Quant a leur bilan azoté et leurs contributions environnementales associées, les légumineuses
symbiotiques avec ces qualités originales représentent une contribution potentielle technigue,
économique et environnementale. Elles jouent un réle important dans le développement et la
durabilité¢ de I’agriculture. Actuellement, la pratique culturale des 1égumineuses nodulées est
parmi les attentes socio-économiques qui sont en utilisation croissante en étant la base d’un
systéeme de production végétale et animale plus durables prenant en compte les colts des
intrants et les impacts environnementaux. Ce contexte est favorable au développement d’une
agriculture qui présente, (i) pour les producteurs 1’atout d’une capacité a fixer ’azote
atmosphérique par une symbiose avec des bactéries rhizobiacées et celui d’une bonne

insertion technique dans différents systémes de culture, et (ii) pour les utilisateurs humains ou
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animaux, 1’atout d’une production de protéines de bonne valeur nutritionnelle (BARGAZ,
2012).

En effet, les légumineuses nodulées peuvent apporter des éléments de complémentarité a
I’égard des grandes cultures telles que les céréales ou les oléagineux. En plus de sa capacité
d’optimiser la gestion de I’azote et les risques de sa perte dans I’environnement, cette
symbiose résulte davantage en un supplément de minéralisation (pailles et rhizodép6ts) et
surtout d’une meilleure efficience de la culture suivante au moins vis-a-vis de I’azote. Outre
les conséquences sur 1’azote, les légumineuses augmentent la disponibilité en P assimilable
aussi bien pour elles mémes que pour la culture suivante ou celle en association (LI et al.,
2007). Cette symbiose entretient une relation tres privilégiée avec la rhizosphere qui entoure
leurs racines. Ainsi sous déficience en P, la FSN est en partie associée a ’acidification de la
rhizosphére qui améliore I’assimilation des éléments minéraux et du P en particulier
(SCHULZE et al., 2006). Dans ce contexte, le lupin préléeve ses nutriments minéraux par
sécrétion d’acide citrique autour de ses racines, les minéraux solubilisés étant ensuite absorbés
par les racines. Le phosphore insoluble, abondant dans la plupart des sols est ainsi solubilisé
et reste en partie disponible pour la culture suivante (DUC et al., 2010). En plus de ces
caractéristiques, des études récentes ont commencé d’explorer la dimension rhizophérique de
cette symbiose qui semble stimuler la production des enzymes solubilisant le P ainsi que de
favoriser la croissance des certains microorganisme (mycorhizes et bactéries) dotés de fortes
capacités de solubilisation du P (RIFAT et al., 2010 ; BARGAZ, 2012).

3. Macrosymbionte : partenaire végétal

Les Iégumineuses ou Fabaceae sont classées parmi les Angiospermes, Eudicotylédones. 1l
s’agit de la troisieme plus grande famille des Angiospermes en nombre d’espéces (apres les
Orchidaceae et les Asteraceae), avec 770 genres et prés de 20 000 espéces (AZANI et al.,
2017).

Les légumineuses ou Leguminosae se classent au second rang économique, apres les Poaceae.
Depuis le début de ’agriculture les légumineuses, domestiquées parallelement aux graminées,
jouent un réle clé dans leur développement (HANCOCK, 2012). Pour une sensibilisation de
leur importance au plan nutritionnel, ainsi qu’agroécologique en faveur d’un maintien d’une
agriculture durable et d’une biodiversité face au changement climatique, 2016 a été désignée
par ’ONU « année internationale des légumineuses » (DOMERGUE, 2017).

Les légumineuses présentent toutes une particularité dans leur systeme racinaire, une

symbiose avec une bactérie du sol les rhizobia, qui leur permet de bénéficier de I'azote de l'air
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pour leur croissance. Cela constitue en outre un apport azoté non négligeable pour la culture
(SOLOMON et FASSIL, 2014).

Les légumineuses représentent 35% des protéines végétales utilisées au niveau mondial pour
I’alimentation humaine et animale. D’un point de vue nutritionnel, la composition en acides
aminés des légumineuses est trés complémentaire de celle des céréales. 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). Les
légumineuses sont également cultivées pour leurs huiles alimentaires (soja, arachide). En plus
de leur contribution a la fixation symbiotique de I’azote, elles constituent un potentiel de
reforestation et de controle de 1’érosion des sols et un couvert végétal pour les terres
dégradées lorsqu’elles sont en association (HENAULT et REVELLIN, 2011). Les
Iégumineuses favorisent egalement la survie de la faune sauvage, ce sont des especes source
de miel contribuant au développement des pollinisateurs tels que les abeilles (TERZO et
RASMONT, 2007).

Les legumineuses associées a leurs symbiotes peuvent étre utilisées en phytoremédiation car
elles ont la propriété de faciliter la dégradation de contaminants du sol, comme les pesticides
et les herbicides. Elles ont la propriété également de réduire le N2O (protoxyde d’azote)
puissant gaz a effet de serre en N.. Ces effets ont été observés sur un sol de luzerne avec
Sinorhizobium meliloti (HENAULT et REVELLIN, 2011).

La culture des légumineuses représente donc le meilleur moyen de produire des protéines tout
en respectant ’environnement : c¢’est un exemple de culture dans le cadre d’une agriculture
durable.

La féeve et La luzerne font partie des Fabaceae mode¢les pour 1’étude de la symbiose fixatrice

d'azote.

3.1. Féve

3.1.1. Généralité sur la plante

La feve (Vicia faba L.) est une plante herbacée robuste pouvant dépasser 01 métre, a feuilles
pennées terminées par une pointe, de folioles larges de couleur glauque. L’inflorescence est
en raceme de deux a cing fleurs parfois solitaire, a corolle blanche ou rosée, avec des taches
noires sur les ailes. Le fruit est une gousse contenant des graines de forme ovale et aplatie
avec une peau épaisse, les feves, a chromosomes grands et moins nombreux que chez la
plupart des espéces dans le genre 2n=2x=12. Cette espece differe des autres espéces de Vicia

par 1’absence de vrilles et par son aspect du hile qui est & ’angle droit de la longueur de la
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graine. Cette plante est peu exigeante, elle préfére la chaleur et la température optimale pour
sa croissance est autour de 20°C (BELKHODJA., 1996).

La feve est une dicotylédone annuelle appartenant a la famille des Fabacées (Légumineuses),
connue botaniquement sous le nom de Vicia faba L. (BELKHOJA, 1996). Selon ANDRE et
HUBERT (1992), le terme Vicia faba major désigne, dans le langage courant, la féve potagére
cultivée dans le Bassin Méditerranéen, en Amérique du sud et en Asie du Sud-est pour servir
essentiellement a la consommation humaine. Cependant Vicia faba minor représente la
feverole plus répandue en Europe Occidentale et du Nord et destinée particuliérement a
I'alimentation du bétail.

En jumelant sa description botanique par ANDRE et HUBERT (1992), cette espéce peut étre
définie comme étant une plante herbacée, a tige creuse quadrangulaire. Ses racines, pivotantes
parfois et superficielles le plus souvent, portent des nodosités renfermant la bactérie
spécifique fixatrice d'azote atmosphérique, Rhizobium leguminosarum. Les feuilles pennées
comportent 2 folioles a la base de la tige, puis 3 ou 4 par la suite. Les fleurs portées aux
aisselles des nceuds reproducteurs en grappes de 2 a 12 selon le type. Les fruits sont des
gousses contenant, selon le type, de 3 a 12 graines. BENACHOUR et al. (2007) révelent que
c’est une espéce qui présente plusieurs systémes de reproduction: elle peut étre, selon les

lignées, autogame ou allogame.

3.1.2. Intéréts de la féve

La feve constitue, avec les autres légumineuses, la seconde source protéique pour
I’alimentation humaine et animale et ce aprés les céréales. ADRIAN et al., (2002) affirment
que la féve fraiche posséde des caractéristiques nutritionnelles intéressantes pour 1’équilibre
nutritionnel. Elle est, d'apres eux, riche en protéines végétales (5,4 g aux 100 g) et en glucides
(10 g aux 100 g), elle fournit des quantités appréciables de vitamines du groupe B (en
particulier B3, B5 et B9 ou acide folique) et, ce qui est plus inattendu pour une graine de
lIégumineuse, de vitamine C (28 mg aux 100 g). Elle représente aussi une source non
négligeable de minéraux et d’oligo-éléments, notamment de potassium, de magnéesium et de
fer. Enfin, grace a sa teneur élevée en fibres (6,5 g aux 100 g), elle contribue efficacement a la
couverture des besoins de ’organisme, et a la lutte contre la paresse intestinale.

Comme toutes les légumineuses, l'espéce Vicia faba L. assure sa nutrition azotée par deux
voies : l’assimilation de I’azote minéral du sol et la fixation symbiotique de 1’azote

atmosphérique. Cette aptitude a fixer I’azote atmosphérique limite ’utilisation des engrais
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azotés qui sont colteux pour lagriculteur et néfastes pour la santé humaine et
I’environnement (NOUAR, 2007).

Plusieurs études agronomiques, entre autres celles conduits a I''TAB (Institut Technique de la
Culture Biologique) et au CREAB MP (Centre Régional de Recherche et d’Expérimentation
en Agriculture Biologique de Midi-Pyrénées) en France, affirment que I'espéce Vicia faba L.
(feve ou féverole) est indifférente a la la nature du précédent cultural. Ce qui la met, le plus
souvent, en fin de rotation. Sa bonne utilisation de ’azote ameéne a privilégier des précédents
a faibles restitutions et reliquats azotés. Par contre, elle est considérée comme excellent
précédent cultural pour d'autres cultures exigeantes en azote, telles que les céréales. Un
intervalle minimal de 3 & 4 ans est recommandé entre deux cultures de cette espéce (PAPVC,
2009).

Dans beaucoup de cas la feve a confirmé son intérét en tant que plante de couverture, de
surcroit ¢’est une légumineuse avec une capacité de fixation de 30 a 100 kg de N/ha pour une
interculture de 2,5 a 3 mois. Par ailleurs, la taille des graines qui augmente le volume des
semences, lui octroie un pouvoir germinatif sans égal et suffisamment de réserves pour
s’installer quel que soient les conditions climatiques ou de semis. En complément, cette
culture possede un systéme racinaire tres agressif et structurant qui en plus de travailler le sol
et induire de la bio fissuration, en consommant I’eau du profil, dynamise comme toutes les

Iégumineuses, ’activité biologique (PROLEA, 2009).

3.2. Luzerne

3.2.1. Généralité sur la plante

La luzerne cultivée ou Medigago sativa.L appartient a la famille des Fabacées qui constituent
la troisieme famille la plus importante du monde végétal (environ 12000 especes) apres les
Astéracées et les Orchidacées. C’est une plante herbacée vivace a tige dressée dés la base puis
rameuse et anguleuse. Sa hauteur varie de 30 a 90 cm. Elle présente des nodules racinaires qui
témoignent de son association symbiotique avec les bactéries Rhizobium. La premiere feuille
est unifoliée. Les feuilles suivantes alternes, sont composées de trois folioles égales, glabres,
obtuses, un peu échancrées et denticulées. Les fleurs violettes ou bleuatres, sont réunies en
grappes allongées avec un fruit sous forme d’une gousse plus ou moins enroulée et spiralée de
1 a 4 spires. La floraison se déroule entre juin et octobre (MAURIES, 2003).

Les parties aériennes sont les parties de la plante utilisées en médecine (GRAY, 1997 et
HWANG, 2001). La luzerne est une plante pérenne qui dure 2 a 10 ans selon son mode
d’exploitation (MAURIES, 2003).
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C’est une plante qui résiste trés bien au gel. Durant la période de froid, elle entre en
dormance. Au printemps, elle crée de nouvelles tiges a partir de son pivot central. Elle
repousse apres I’hiver ou aprés chaque coupe grace aux réserves constituées dans ses racines
durant les périodes de végétation. Ces réserves durent jusqu’a 10 mois. Elle pousse de Mars a
Octobre avec en moyenne de quatre coupes par an espacees de 35 a 45 jours selon la
température (FRAME, 2005).

La luzerne c’est une plante exigeant beaucoup de calcium. Pour un développement optimum,
elle doit donc étre implantée dans un sol sain de calcaire, argileux a pH variant de 6 a 7. Dans
un sol normalement équilibré, seuls les apports de potassium sont nécessaires, 1’apport en
azote est inutile du fait de la capacité de la luzerne a utiliser ’azote atmosphérique et 1’azote
minéral contenu dans le sol. Son systéme racinaire est suffisamment important pour puiser et
valoriser les éléments nutritifs présents dans le sol. La croissance optimale des plantes se situe
a des temperatures comprises entre 15 et 30° C. La luzerne pousse dans des zones a
pluviométrie équilibrée, le manque d’cau freine le développement des plantes ; un excés d’eau
favorise le développement des maladies fongiques et prive les racines d’oxygéne. En
conditions non limitantes (bonne température et hygrometrie) la croissance depend aussi

directement du rayonnement visible intercepté au cours de la pousse (ZANIN, 1998).

3.2.2. Intéréts de la luzerne

Parmi les légumineuses, la luzerne a vraiment bien mérité I’appellation de « reine des cultures
fourragéres », car elle fournit un fourrage riche en éléments nutritifs, en protéines, en matieres
azotées digestibles et en vitamines (BENABDERRAHIM et al., 2008).

Elle permet, non seulement d'économiser l'azote, mais encore elle en restitue a la culture
suivante. Ainsi, selon THIEBEAU et al. (2001), la moyenne de production de deux ans de
luzerne est de 689 kg d’N/ ha, que I’agriculteur n’aura pas a apporter sous forme d’engrais
minéral. Cet azote est soustrait a I’environnement pour étre transféré a 1’alimentation animale
par le biais de la culture de luzerne. WALIGORA (2010), rapporte qu’une luzerne peut
suffire, a elle seule a fertiliser tout un systéme cultural sans apport d’azote. Cette particularité
de pouvoir utiliser I’azote atmosphérique en plus de ses racines descendant a deux ou trois
métres de profondeur, assure 1’amélioration des qualités physiquo- chimiques du sol
(THIEBEAU et al., 2003). Elle mobilise fortement les nitrates du sol, limitant leur lessivage
et empéche ainsi les mauvaises herbes de se développer (ABDELGUERFI et CHEBOUTI,
2002). Ainsi, d’aprés ROBERT et al. (2010), La culture de la luzerne va laisser a la culture
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suivante un sol dont le stock de graines de mauvaises herbes sera réduit, limitant, ainsi,
I’utilisation de produits phytosanitaires.

La fonction écologique de la luzerne se manifeste sur la conservation du sol et de sa fertilité
(BEAUDOIN et al., 1992). Le systeme racinaire pivotant, trés développé et profond (jusqu’a
deux meétres) permet de fragmenter le sol et d’améliorer sa structure (THIEBEAU et al.,
2003). La fixation d’azote atmosphérique et le piégeage de carbone lié au processus de la
photosynthése, que la luzerne réalise, montrent qu’elle contribue & limiter les effets de
I’activité de I’homme sur son environnement. D’aprées THIEBEAU et al. (2001), le total de
carbone fix¢é par la culture apres deux années d’exploitation est de 16.0 t C/ha. Cette fixation
de carbone et d’azote, permet de placer la luzerne comme une culture "dépolluante”.

Une étude menée par ROBERT et al. (2010), montre que les indicateurs mesurés (oiseaux,
papillons, criquets, sauterelles, chauve-souris et abeilles) sont significativement supérieurs
dans une parcelle de luzerne par rapport a une parcelle de céréales. En outre, CHATELIER
(2010), confirme qu’en couvrant le sol en permanence et fleurissant toute I’année, la luzerne
offre un gite et surtout un couvert de choix pour les animaux suscités et de nombreux autres
constituants de la biodiversité ordinaire.

Restant en place 26 a 38 mois, la luzerne diminue fortement 1’exposition des sols cultivés
qu’elle occupe aux phénomenes d’érosion dus aux écoulements de surface des pluies ou aux
vents (ROBERT et al., 2010). La luzerne est qualifiée de plante « nitratophage », a cause de
I’azote qu’elle préléve dans le sol, et dans I’atmosphére (THIEBEAU et al., 2001) . Ces
mémes auteurs, rapportent que la luzerne exporte 2 a 3 t/ha/an de protéines, sans aucun apport
d’engrais azoté de la part de I’agriculteur.

La luzerne affiche une plus grande régularité de rendement que ses partenaires et permet ainsi
de sécuriser le rendement fourrager de I’exploitation. Sa production est assez bien étalée sur
toute 1’année, cette répartition présente I’avantage d’avoir du fourrage vert pendant 1’été et de
pouvoir réaliser moins de stocks dans certaines situations (RENAULT, 2003).

Des travaux réalisés par plusieurs auteurs ont mis en évidence un effet positif de la luzerne
déshydratée sur la qualité des acides gras du lait. Ainsi, MAURIES (2001), a montré que
Iincorporation de 3.6 kg de luzerne déshydratée dans un ensilage de mais améliore
I’ingestion des animaux, le taux butyreux et la digestibilit¢ de la ration totale. L’auteur a
constaté une augmentation de I’ingestion de la matiere seéche de 8 points sans pour autant

aucun probleme de météorisation ou autre trouble digestif.
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DEWHURST et COULMIER (2004), ont également montré que 1’ajout a la ration d’extraits
de luzerne permet une augmentation de I’ingéré total et de la production laitiere et par
ailleurs modifie le profil en acides gras du lait en favorisant la présence de produits
bénéfiques pour la santé notamment 1’acide oléique (C 18:1), I’acide I’inoléique (C 18:2) et
I’acide linolénique (C 18:3). De méme, en étudiant I’influence de I’introduction de luzerne sur
les performances zootechniques, PEYRAUD et al. (1998), ainsi que BALLARD (2009); ont

constaté une augmentation du taux butyreux et des teneurs en acides gras du lait.

4. Microsymbionte : partenaire bactérien

Le terme rhizobia est donné pour toutes les bactéries du sol capables de fixer 1’azote
atmosphérique et former des nodules sur les racines des plantes légumineuses, 1’azote
atmosphérique est fixé ou réduit en ammoniaque pour étre assimilable par les plantes (EL-
FIKI 2005 ; WILLEMS 2006 ; ASADI RAHMANI et al. 2009).

Les rhizobia sont capables également d’interagir avec le systéme racinaire des plantes non
légumineuses et d’améliorer la productivité agricole. Elles sont regroupées sous le terme de «
Bacteries promotrices de la croissance végetale » (Plant growth promoting rhizobacteria ou
PGPR). Ces bactéries en interaction mutualiste avec les plantes n’induisent pas la formation
d’un organe spécifique, mais les deux organismes impliqués tirent profit de cette relation non
obligatoire. Différents travaux ont démontré les effets bénéfigues de Rhizobium
leguminosarum sur la laitue et la canne a sucre (SINGH et al., 2013). Les effets bénéfiques de
ces PGPR se traduisent par une synthése de phytohormones, de sidérophores (AHEMAD et
KHAN, 2011) et une augmentation de la solubilisation du phosphate (KHAN et al., 2010).

4.1. Caracteres généraux des rhizobia

Les rhizobia constituent 0.1 a 8 % de la flore bactérienne totale du sol (SADORWSKY et
GRAHAM, 1998), ils se présentent sous forme de coccobacilles ou en batonnets réguliers de
0.6 a 0.8 um de large sur 1 a 4 um de long (DOMMERGUES et MANGENOT, 1970 ;
VINCENT, 1974), aérobies strictes (PELMONT, 1993), Gram négatives et asporulés
(JORDAN, 1984 ; BEKKI, 1983), généralement tres mobiles quand elles sont jeunes grace a
la présence d’un seul flagelle polaire ou 2 a 6 flagelles péritriches (BERGEY’S, 1984).

Ces bactéries se trouvent soit a I’état libre ou a I’état symbiotique sous forme de bactéroides
avec une taille dix fois plus grande. Ces derniers ont une forme en X, Y et T
(DOMMERGUES ET MANGENOT, 1970).
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Sur milieu YEM gélosé (VINCENT, 1970), ces bactéries forment des colonies de 2 a 4 mm
de diamétre aprés 3 a 5 jours d’incubation, de couleur blanchatres ou beiges, circulaires,
convexes, semi translucides ou opaques, élevées et mucilagineuses. Les rhizobia sont des
bactéries mésophiles, leur température optimale de croissance se situe entre 25 et 30 °C
(ELKAN, 1992). Certaines especes peuvent se développer a des températures allant de 40,5
°C a 42 °C, c’est le cas de Rhizobium meliloti qui peut se développer a 42 °C (AFFIANHA et
ALEXANDER, 1992). D’autres souches isolées des légumineuses ligneuses au Kenya, en
Inde et au Pakistan peuvent croitre a des températures variant entre 44°C et  50°C
(ZAHRAN, 1999). Cependant, la température de croissance des rhizobiums varie en fonction
de ’espece et de la région d’isolement (CACCIARI et al., 2003).

Si la plupart des rhizobia préferent la neutralite (JORDAN, 1984), d’autres au contraire
tolerent des pH tres bas (VINCENT, 1977), c’est le cas de Bradyrhizobium japonicum qui
supporte des pH de I’ordre de 3.5 a 4 (DOMMERGUES et MANGENOT, 1970). D’autre part
il a été montré que des souches de Rhizobium peuvent croitre a des pH alcalins allant jusqu’a
12 (KULKARNI et al., 2000).

En raison du temps de génération, les rhizobia sont classées en deux grands groupes :

Les rhizobia a croissance rapide ; avec un temps de génération de 2 a 4 heures, elles
développent une turbidité remarquable dans un milieu de culture liquide apres 2 a 3 jours.
Elles sont capables d’utiliser une grande gamme d’hydrates de carbone (mais habituellement
croissent mieux sur glucose, mannitol et saccharose) entrainant souvent une production
d’acide. (SADOWSKY ET AL. 1983 ; SOMASEGARAN ET HOBEN 1985 ; BALA et al.
2004).

Les rhizobia a croissance lente ; avec un temps de génération de 6 a 7 heures, elles exigent 3 a
5 jours pour la production d’une turbidité modérée dans un milicu liquide. Ce groupe de
rhizobia se développe sur une gamme moins large de sources de carbones et entraine une
production d’alcalis (SADOWSKY ET al. 1983 ; SOMASEGARAN et HOBEN 1985 ;
BALA et al. 2004).

4.2. Taxonomie des rhizobia

La premiere classification des rhizobia a été basée sur les tests de I’inoculation croisée entre
les rhizobia et leurs plantes hote et sur d’autres critéres morphologiques et culturales
(WILLEMS, 2006 ; BERRADA et FIKRI-BENBRAHIM, 2014).

L’isolement des rhizobia associés aux légumineuses non prises en compte auparavant, a

souvent conduit au bouleversement de leur taxonomie. Ces modifications constantes de la
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taxonomie ont conduit a la recherche des criteres a prendre en compte pour la description de
nouveaux taxons (BERRADA et FIKRI-BENBRAHIM, 2014). C’est ainsi que les
bactériologistes ont commencé I’utilisation de la taxonomie polyphasique qui permet de
prendre en compte une large gamme d’information phénotypique (caractéres morphologiques,
physiologiques) et génotypique (analyse des plasmides, hybridation ADN/ADN, analyse du
pourcentage en GC) (WILLMS, 2006 ; BERRADA ET FIKRI- BENBRAHIM, 2014 ; PEIX
et al. 2015).

Le changement le plus important dans la taxonomie des rhizobia est en relation avec
l'introduction des techniques génétiques qui permettent I’analyse des génes (séquencgage des
génes de 'ARNr 16S, analyse des Housekeeping genes tels que le recA, atpD, ginll)
(WILLEMS 2006 ; MASSON-BOIVIN et al. 2009 ; BERRADA et FIKRI-BENBRAHIM
2014 ; PEIX et al. 2015).

D'aprés I’analyse des séquences ADNr 16S, tous les rhizobia appartiennent a trois sous-
classes phylogénétiques distinctes a, B et y-Proteobacteria connu sous le nom de alpha, beta
ou gamma-rhizobia (WILLEMS, 2006 ; MASSON-BOIVIN et al. 2009 ; BERRADA et
FIKRI- BENBRAHIM, 2014 ; PEIX et al. 2015).

Les 11 genres de la sous-classe a-Proteobacteria : Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium, Ensifer (anciennement Sinorhizobium), Mesorhizobium , Methylobacterium,
Devosia, , Microvirga, Ochrobactrum, Phyllobacterium, et Shinella. Les deux genres de la
sous-classe S- Proteobacteria : Burkholderia et Cupriavidus (anciennement Ralstonia). Le
genre de la sous-classe y - Proteobacteria est Pseudomonas sp. (BERRADA et FIKRI-
BENBRAHIM, 2014 ; PEIX et al., 2015; VELAZQUEZ et al., 2017).

Cette classification est loin d’étre définitive, elle est dynamique et en perpétuel changement,
ce qui la rend complexe. Cette complexité est non seulement liée a la diversité des isolats
bactériens et des plantes légumineuses mais aussi due au phénomene naturel qui est le
brassage génétique entre les bactéries du sol qui est souvent soldé par un transfert latéral des
genes entre les souches du méme genre ou de différents genres (BERRADA et FIKRI-
BENBRAHAM, 2014).

5. Processus de nodulation

La symbiose rhizobium-légumineuse est le résultat d’échanges de signaux moléculaires entre
les deux partenaires conduisant a la formation de nodules sur les racines, ou les bactéries sont
converties en bactéroides fixatrices d'azote (SAKROUHI, 2017).
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Les nodosités sont le siege d'une activité symbiotique dans laquelle la plante fournit les sucres
et I'énergie a la bactérie qui en échange procure a la plante des dérivés azotés assimilables par
la plante comme I’ammonium (MASSON-BOIVIN et al. 2009)

La formation de nodules racinaires efficaces (fixateurs d'azote) nécessite une expression
temporelle et spatio-temporelle coordonnée des genes végétaux et bactériens (ZAHRAN,

2006). Les principales étapes du déroulement de la nodulation sont résumées dans la figure 1.
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de Ia plante et de la bacteérie a Ia fixation de Fazote atmospheéerique

Figure 1 : Le processus de nodulation (JOURNET, 2004)

5.1. Echange de signal d’infection

La premiere étape dans le processus de nodulation se traduit par un échange de signal
d’infection entre le rhizobium et la plante hote. Cet échange se fait par le biais des flavonoides
caractérises par leurs effets attracteurs sur certains micro-organismes du sol. Ce signal, une
fois percu par le rhizobium induit la production de facteur Nod (OLDROYD, 2001). Les
flavonoides sont des métabolites secondaires de nature aromatiques exsudés par les racines de
la plante dans la rhizosphére et percus par les rhizobiums dans le sol (TAYLOR et
GROTEWOLD, 2005, GIBSON et al., 2008). La synthése des flavonoides a lieu dans la
plupart des organes des plantes et ont des rdles variés. Outre la signalisation symbiotique, les
flavonoides jouent un réle dans la pigmentation des fleurs, la défense en réponse aux

pathogenes, la germination du tube pollinique (OLDROYD, 2001).
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Les flavonoides sont des molécules composées de trois cycles aromatiques. Elles sont classées
selon P’arrangement des cercles aromatiques qui les composent et des substitutions qu’ils
portent. Les principales classes de flavonoides sont les Chalcone, Flavanone, Flava-3-ol,
Flavone, Isoflavone, Flavonol et Anthocyanine (SHAMSELDIN et al., 2008). En présence
des flavonoides, les genes régulateurs tels que nodD, syrM, nolA, nolR régulent I’activité des
génes de nodulation (PERRET et al., 2000, ZHANG et al., 2009).

Les facteurs nod sont des dérivés de chitine, un polymere de N-acétyl-D-glucosamine avec
des liaisons f1—4. Ils jouent un role crucial dans le processus de nodulation. Les facteurs nod
sont des polymeres similaires sauf qu’un acide gras remplace un groupement acétyle a I’une

des extrémités de la molécule (FORET, 2004).

5.2. Infection
Les bactéries s’attachent aux racines par I’intermédiaire d’une molécule d’adhésion
spécifique, la rhicadhésine ainsi que des protéines specifiques localisées a la surface des

cellules. Les facteurs Nod secrétes par les rhizobiums, induisent une dépolarisation de la

membrane plasmique accompagnée d’une oscillation du flux de Ca™2. L’infection se traduit
par I’induction de I’expression des geénes spécifiques et la formation de la crosse de berger qui
enferme les rhizobiums (ESSELING et al., 2003, GAGE., 2004).

Chez quelques especes, les rhizobia entrent directement a travers des fissures intercellulaires
qui s’ouvrent au niveau de 1I’émergence des racines latérales, cette forme de pénétration est
connue comme crack entry. Chez d’autres, la pénétration s’cffectue a travers des blessures au
niveau de la couche épidermique, notamment au niveau de I’émergence des racines latérales.
Dans certains cas (comme Phaseolus), la pénétration des rhizobiums est mixte : a travers les
poils radicaux et crack entry (DAZZO, 2008).

5.3. Développement du nodule et maturation des bactéroides

Apres la digestion des parois des poils absorbants, on observe la formation d’une paroi qui
entoure les rhizobiums appelée le cordon d’infection. Le cordon d’infection bourgeonne et les
bactéries se différencient en bactéroides qui vont étre enfermées dans les cellules hotes au
sein de vésicules limitées par une membrane, I’ensemble constitue le symbiosome (LODWIG
et POOLE, 2003).

Les bactéries poussent et proliferent a I’intérieur du cordon d’infection et vont se libérer dans
le cytoplasme des cellules corticales, provoquant ainsi I’apparition du méristéme dont
I’activité est a I’origine de la formation du nodule (LINDSTROM et al., 2002).
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Les bactéroides produisent la nitrogénase (figure 2) indispensable pour la fixation d’azote.
Les bactéroides sont séparé du cytoplasme végétal par une membrane de séquestation servant
de plaques d’échange entre les bactéries et les cellules de la plante hote (DUPUY et
NOUGIER, 2005).

Le nodule se forme avec la multiplication des cellules du cortex. Le nodule contient des
hémes appelés léghémoglobines synthétisés a I’intérieur du cytoplasme des cellules de la
plante et permet de créer des conditions de microaérobie nécessaires pour le bon
fonctionnement de la nitrogénase (LINDSTROM et al., 2002 ; SAKROUHI, 2017).

A

P-cluster

FeMo-co

P-cluster

Figure 2 : Structure de la nitrogénase (RUBIO et LUDDEN, 2005).

6. Mécanisme de fixation d’azote atmosphérique

La réduction de I’azote a l'intérieur du nodule exige de I’énergie qui est fourni par la plante.
La photosynthése produit du saccharose transporté au nodule et convertie dans le cytosol de la
plante en acides dicarboxylique qui fournissent les bactéroides avec le carbone et I’énergie a
travers la membrane du symbiosome (PHILIPPOT et GERMON, 2005).

Pour la génération d'énergie par respiration, un haut flux mais avec une concentration interne
faible d'oxygene est accompli a l'aide de leghémoglobine (FRANCHE et al. 2009).

La fixation de 1’azote est une réaction de réduction de 1’azote moléculaire N> en ammoniaque

NH3 (ou ammonium NH4"), ’équation de la réaction chimique est :
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N2 +8e—+8H"+ 16 Mg ATP — 2 NHz + Hy + 16 MgADP + 16Pi
L’¢équation indique qu’une molécule d’azote atmosphérique N2 se combine avec des protons
H+ pour former deux molécules d’ammoniaque (2 NH3) et deux molécules d’hydrogéne en
gaz (2 Hy). Cette réaction est menée par la nitrogénase. L’ammoniaque (NH3) formé est
convertie en acide aminé, la glutamine ou I’asparagine par les bactéroides et transporté dans le
cytosol de la plante a travers la membrane du symbiosome (figure 3) (FRANCHE et al. 2009).

16ATP 16ADP + 16Pi

Glutamate Glutamate

NH_ -+ ATP a-cétoacides

azote fixé

acides aminés

Glutamine Oxoglutarate

NADPH +H~

Figure 3: Mécanismes biochimiques impliqués dans la fixation d’azote. A ; mécanisme
moléculaire de la réduction de I’azote en ammoniaque par la Nitrogénase. B ; cycle GS-
GOGAT qui permet I’assimilation de 1’azote fix¢é dans le métabolisme de la cellule

(MASSON-BOIVIN et al., 2009)

6.1. Nitrogénase et génes de fixation d’azote

La structure du complexe nitrogénase et des séquences codant les différentes unités
polypeptidiques sont trés conservées chez les diazotrophes libres et symbiotiques (FRANCHE
et al., 2009). Ce sont les genes nif et fix bactériens qui sont impliqués dans I’activité
nitrogénase et la fixation d’azote. La caractérisation et I’organisation des génes nif ont
principalement été étudiées chez un fixateur libre : Klebsiella pneumoniae. Plus de vingt
genes nif organisés en opérons interviennent dans la synthése et le fonctionnement du
complexe nitrogénase dont les genes nifHDK qui représentent les genes de structure. Les

génes nifDK codent les chaines af de la protéine I, & cofacteur FeMo de la nitrogénase,
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responsable de la réduction de N2 en NHs. Le gene nifH code pour la protéine Il, ou réductase,
qui assure le transfert d’électrons nécessaires a la réduction de N2. Parmi ces génes, nifH est le
plus largement séquencé et est devenu le marqueur de choix pour I’étude de 1’écologie et de
la diversité des organismes fixateurs d’azote. L’assemblage complet de la nitrogénase
nécessite les produits de genes nif impliqués dans la synthése de FeMo-Co, tels que : nifB,
nifQ, nifE, nifN, nifX, nifU, nifS, nifV, nifY et nifH ainsi que d’autres génes nif : nifS, nifU,
nifW et nifZ. Klebsiella porte également des génes de transport d’électrons (nifF et nifJ), ainsi
que des régulateurs transcriptionnels nifLA des opérons nif (Dixon and Kahn, 2004). Les
génes nifH, nifD, nifK, nifY, nifB, nifQ, nifE, nifN, nifX, nifU, nifS, nifV, nifW, nifzZ,
necessaires a la synthése et au fonctionnement de la nitrogénase, sont conserves chez tous les
diazotrophes (GLICK, 2012).

Bien que trés conservés chez les micro-organismes fixateurs d’azote, les genes nif different au
niveau de leur localisation : soit plasmidique ou chromosomique ; de leur organisation et de la
régulation de leur expression. L’activation symbiotique des genes nif chez les rhizobia dépend
de la concentration en oxygene ; elle-méme régulée par une série de genes fix. D’autres génes
(rnfABCDGEF) peuvent également étre impliqués dans 1’activité de la nitrogénase. Sous
condition favorable limitée en oxygéne, des souches rhizobiennes symbiotiques telles que : B.
japonicum, R. leguminosarum et A. caulinodans sont aptes a exprimer une activité nitrogénase
in vitro. Certaines bactéries telles qu’Azotobacter et plusieurs fixateurs d’azote
photosynthétiques, incluant des cyanobactéries, possedent des formes alternatives de
nitrogénases a cofacteurs vanadium et fer (Vnf) ou fer (Anf) (NEWTON et DILWORTH,
2011).

6.2. Métabolisme du carbone et de 1’azote, lors de la fixation d’azote

La symbiose fixatrice d’azote, coliteuse en énergie, nécessite 16 a 24 moles d’ATP pour la
réduction d’une mole d’N> (FRANCHE et al., 2009). Les photosynthétats de la plante et
notamment le saccharose serait source d’énergie, transporté des parties aériennes aux nodules
par le phloeme (UDVARDI et POOLE, 2013). Ce saccharose est ensuite métabolisé, dans les
cellules nodulaires, en acides dicarboxyliques C-4 (malate, fumarate, succinate). Ces acides
dicarboxyliques sont, a leur tour, métabolisés au travers du cycle TCA (Acides
TriCarboxyliques), fournissant de I’ATP et une capacité réductrice, nécessaire au
fonctionnement de la nitrogénase (ARSENE et al.,, 1996). Deux transporteurs sont
respectivement situés sur la membrane du symbiosome et la membrane du bactéroide (DctA).

L’activation de dctA serait sous dépendance d’un systéme a deux composants activé par les
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CHAPITRE I

acides dicarboxyliques C-4. Le systéeme enzymatiqgue du TCA intervient, au niveau
bactéroidien, dans le métabolisme du carbone. L’inactivation de ce systéme enzymatique
conduit a une inefficience nodulaire. Les acides dicarboxyliques C-4 semblent, au niveau
bactéroidien, bloquer I’expression des genes nod (UDVARDI et POOLE, 2013).

Le NHs, produit par I’activité nitrogénase, diffuse dans 1’espace péribactéroidien ou il est
converti en NH4* qui migre ensuite vers le cytoplasme de la plante, au travers de canaux de la
membrane péribactéroidienne. La plante fournit la source de carbone nécessaire a la
production d’ATP et au fonctionnement de la nitrogénase. Contrairement aux fixateurs libres
qui utilisent ’azote, les rhizobia transmettent 1’azote fixé a la plante. L’assimilation de NH4"
par les rhizobia est réprimée lors de la différenciation en bactéroides, au niveau de la
glutamine synthétase (GS) et la glutamate synthétase (GOGAT). Chez la plante, I’activité GS
est fortement stimulée au niveau des nodules par rapport aux racines. Au sein du bacteroide,
un cycle métabolique des acides aminés se couplerait au cycle du TCA, produisant de
’alanine et de I’aspartate (PRELL et POOLE, 2006 ; DOMERGUE, 2017). Le métabolisme

de C et N des deux partenaires semble mutuellement dépendant (Figure 4).
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nodulaire infectée (OLDROYD GED et al., 2011).
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7. Effet du stress hydrique sur les légumineuses et leurs symbioses rhizobiennes

D’une maniére générale, les études agronomique et écologique de la symbiose rhizobia-
Iégumineuses portent non seulement sur leurs propriétés symbiotiques (pouvoir de nodulation,
efficience, spécificité et spectre d’hote) mais aussi sur leur capacité d’adaptation aux
contraintes environnementales qui affectent les légumineuses et leurs symbioses. Selon
HUNGRIA et VARGAS (2000), les principaux facteurs environnementaux limitant la relation
symbiotique rhizobia-légumineuse sont la sécheresse, la salinité, les hautes températures, les
pH acides extrémes.

Une sécheresse prolongée affecte négativement les deux partenaires et toutes les étapes de
I’établissement et de fonctionnement de la symbiose rhizobia- legumineuses (SERRAJ et al.,
1999 ; REDDY et al., 2003).

7.1. Effet du stress hydrique sur la plante

Le déficit hydrique, permanent ou temporaire, limite la croissance et le rendement des
plantes, plus que tout autre facteur environnemental (SHAO et al., 2008). Les plantes
percoivent et réagissent rapidement aux modifications de la quantité¢ d’eau dans les cellules a
travers une série d’événements paralleles d’ordre anatomique, physiologique, cellulaire et
moléculaire (CHAVES et al., 2009). L’effet du stress hydrique au niveau de la plante entiere
se manifeste par la diminution de la croissance, de la photosynthése et par I’altération du
métabolisme carboné et azoté (DEBAEKE et al., 1996 ; TELLAH, 2016). En effet, la
croissance est 1’'une des processus physiologiques la plus sensible a la sécheresse. Le stress
hydrique réduit considérablement I’expansion des cellules et la croissance cellulaire en raison
de la reduction de la pression de turgescence. Sur le plan quantitatif et qualitatif, la croissance
des plantes dépend de la division et la différenciation cellulaire, et tous ces événements
peuvent étre touchés par le stress hydriqgue (CORREIA et al., 2001 ; CABUSLAY et al.,
2002). Dans maintes études sur différentes espéces végétales, il s’est montré que le stress
hydrique influence significativement la croissance des racines en longueur ainsi que leur
biomasse (NATIV et al., 1999 ; MARRON et al., 2002, KUSAKA et al., 2005). La longueur
des tiges est également limitée sous déficit hydrique (PITA et PARDES, 2001 ; MARRON et
al., 2002). De plus, le nombre de ramifications et le nombre d'organes élémentaires
(phytomeres) de la tige sont drastiqguement réduits (LECOEUR et al., 1995 ; BELAYGUE et
al., 1996). Le déficit hydrique peut réduire le nombre des feuilles par plante, la taille des
feuilles ainsi que leur longévité par la baisse du potentiel hydrique du sol, ce qui influence

négativement la surface foliaire assimilatrice. En effet, la réduction de la surface foliaire peut
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provenir d’une diminution de 1’expansion foliaire et/ou d’une sénescence accélérée de la
feuille. La réduction de la croissance des feuilles sous déficit hydrique se traduit par plusieurs
mécanismes a I’échelle cellulaire : décroissance de la vitesse de division cellulaire
(GRANIER et al., 2000), rigidité des parois cellulaires empéchant la déformation des parois
et donc limitant la croissance cellulaire (COSGROVE, 2005) et diminution de la turgescence
(BOU CHABKE et al., 2006). L’extensibilité de la paroi ne dépend pas uniquement de ses
propriétés élastiques, mais également des phénomenes biochimiques impliqués dans les
processus de relaxation de celle-ci, des signalétiques hormonales et de I’expression de génes
induits par le stress. La régulation des genes affectant la croissance est assez nettement
différente chez les racines et les parties aériennes (WU et COSGROVE, 2000). La croissance
des racines est moins affectée par rapport aux parties aériennes, vegétatives et reproductives
(SAAB et al., 1990 ; MAHAJAN et TUTEJA, 2005).

L’un des premiers effets du déficit hydrique est le déclin de I’assimilation photosynthétique
du carbone. La réduction de la photosynthese, liée a la diminution du potentiel hydrique
foliaire, est supposée dépendre de la limitation de la conductance stomatique ainsi que de la
conductance du mesophylle a la diffusion de CO2 avec pour conséquence une limitation
biochimique des chloroplastes a fixer de CO2 (FLEXAS et al., 2007). Les deux types de
limitations : stomatique et non-stomatique ont éte généralement considérées comme le
principal déterminant de la réduction de la photosynthése en conditions de sécheresse
(FAROOQ et al., 2009). D’ailleurs, la photosynthése est intrinséquement liée a la
transpiration et il n’existe aucun moyen connu pour contourner 1’échange "eau contre
carbone”. Souvent, sous deficit hydrique, le déclin de la photosynthése est di a une
diminution de l'activité de la ribulose 1,5 biphosphate carboxylase/oxygénase (RuBisCO)
(MAHAJAN et TUTEJA, 2005), ce qui limite sérieusement la régénération du ribulose
biphosphate (RuBP), substrat du cycle de Calvin. L’altération du métabolisme
photosynthétique des plantes déficitaires en eau peut étre une conséquence d’un stress
oxydatif. En effet, la déficience en CO: intracellulaire résulte en une sur-réduction des
composantes de la chaine de transport d’électrons et ces derniers sont transférés aux
molécules d’oxygeéne au niveau de photosysteme I (PS I) dans les chloroplastes. Ce transfert
mene a la production d’especes réactives d’oxygene (ERO). La diminution du taux de
I’assimilation du CO> dans les feuilles est associée a une inhibition de la photosynthese, ce
qui provoque une augmentation de la dissipation de 1’énergie d’excitation du PS I, entrainant

des photo-endommagements des centres réactionnels du PS Il (O’NEIL et al., 2006).
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L’analyse de la fluorescence chlorophyllienne et de ses composantes photochimiques et non
photochimiques (rendement quantique photochimique du PSII, efficience photochimique
maximale du PSII, taux du transport des électrons du PSII, quenching photochimique et
quenching non photochimique), sous contrainte hydrique, montre une perturbation au niveau
des réactions photochimiques de la photosynthese avec un blocage du transfert d’électrons
entre LHC Il et PS 1l (O’NEIL et al., 2006 ; CHAKHCHAR, 2015).

La plante se comporte comme un systéme biologique dont les caractéristiques physiologiques
changent avec 1’état hydrique. L’effet dépressif du stress hydrique sur la plupart des processus
physiologiques et métaboliques de la plante se répercute sur les composantes du rendement, le
rendement lui-méme, ainsi que sa qualité. Le déficit hydrique est un des principaux facteurs
limitant de la production des légumineuses. Le plus souvent, un déficit hydrique pendant les
étapes de la fructification abaisse largement la production des grains (DE RAISSAC, 1992).
L’effet d’un déficit hydrique sur le rendement en graines dépendra de sa position par rapport
aux phases phénologiques (de croissance végétative, de floraison — fécondation et de
remplissage des graines), ou de son intensité s’il est étalé sur I’ensemble de la période

reproductrice (MOUHOUCHE B. 2001).

7.2. Effet du stress hydrique sur la nodulation

En conditions de déficit hydrique prolongé et intense, la survie de la population bactérienne
(rhizobia) est affectée (VAN GESTEL et al., 1993 ; HUNGRIA et VARGAS, 2000). En outre,
le mouvement de ces micro-organismes est entravé, induisant de ce fait une baisse de
I’infection des racines (SERRAJ et al., 2004). Le stress hydrique affecte I’initiation, le
développement, le fonctionnement nodulaire et la synthese de leghémoglobine ainsi que la
capacité photosynthétique des feuilles (SERRAJ et DREVON, 1994 ; HUNGRIA et
VARGAS, 2000).

L’effet inhibiteur du stress hydrique sur la nodulation pourrait étre attribué a ’altération de
I’activité métabolique des nodules ou bien a des effets directs sur la perméabilité nodulaire a
I’oxygéne (GONZALEZ et al., 1998).

L'effet du stress hydrique sur la symbiose dépend généralement de la phase de la croissance et
de développement de la plante, mais aussi de la sévérité de la contrainte hydrique (ZAHRAN,
1999). Un stress hydrique modéré réduit seulement le nombre de nodules formés sur des
racines de soja, alors qu’un stress séveére réduit le nombre et la taille des nodules

(WILLIAMS et DEMALLORCA, 1984). L’effet du stress hydrique sur la nodulation dépend
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de son intensité et de la période de son application. Ainsi, un stress appliqué au stade de
développement végétatif affecte la nodulation, mais, cette derniere peut reprendre
normalement, et méme mieux que le témoin apres ré irrigation. Par contre, un stress appliqué
pendant la période de reproduction affecte définitivement le nombre et le poids des nodules
du haricot (PENA-CABRIALES et CASTELLANOS, 1993 ; SANGAKKARA, 1994).

Sur la feve, GUERIN et al. (1990) constatent une trés forte corrélation entre le potentiel
hydrique des feuilles et des nodules, néanmoins, le potentiel hydrique nodulaire augmente
(dans I’absolu) plus rapidement que le potentiel foliaire. Un stress appliqué durant la phase de
développement des gousses affecte I’activité nitrate réductase et la biomasse de la feve
(PLIES-BALZER et al. 1995).

ZAHRAN et al. (1994), ont montré que les rhizobia exposés a un stress osmotique ont eu
comme conséquence une altération de leur membrane lipopolysacharide, qui est impliquée
dans le processus de reconnaissance entre le rhizobia et la plante héte. Le processus
d’infection des racines de légumineuses par les rhizobia et de la formation du cordon
d’infection est sérieusement inhibé par le stress hydrique (GRAHAM, 1992). Le stress
hydrique retarde la formation des nodules chez les légumineuses (REDDI et REDDY, 1995).
La réduction de nombre de nodules a été également observée chez la féve et 1’haricot exposés
au stress hydriqgue (SANGAKKARA et al., 1996). Les nodules déterminés sont plus sensibles
au stress hydrique par rapport aux nodules indéterminés (SERRAJ et al., 1999). SMITH et al.
(1992) ont montré une diminution de la masse du nodule de I'haricot et du soja soumis au

stress hydrique.

7.3. Effet du stress hydrique sur la fixation symbiotique de I’azote
La fixation symbiotique de 1’azote est fortement affectée par le déficit hydrique, a cause de la

réduction de la leghémoglobine dans les nodules, de la diminution de I’activité spécifique des
nodules et de la réduction de nombre et poids sec des nodules (REDDY et al., 2003). Dans les
nodules de soja, l'activité de la nitrogénase est presque annulée avec le début du stress
hydrique, tandis que la teneur en hydrates de carbone n'a pas été affectée (DURAND et al.,
1987 ; FELLOWS et al ., 1987). Cette grande sensibilité de la fixation symbiotique de 1’azote
au stress a été expliquée par le fait que celui-ci provoque la plasmolyse des cellules corticales
des nodosités et leur tassement, augmentant ainsi leur résistance a la diffusion de I’oxygene
vers les bactéroides fixateurs (GUERIN et al., 1990), ce qui est confirmé par le fait que

I’accroissement de la pression partielle d’oxygene autour des nodosités augmente ’activité de
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la nitrogénase (DREVON et al ., 1994).

L’activité nitrate réductase est considérablement influencée par le stress hydrique (SILVEIRA
et al., 2001). La diminution de I’ANR est associée a la diminution du flux des nitrates au
limbe, a I’inhibition du flux transpiratoire qui transporte le nitrate vers les lieux de I’induction de
I’enzyme, et a la baisse de la photosynthése et de la respiration, sources d’énergie pour
I’ANR. La perte de I’activit¢ de la fixation est précédée par une réduction des échanges
gazeux de la feuille et une baisse du contenu relatif en eau, ce qui constitue une
contrainte importante pour I’accumulation de 1’azote et le rendement potentiel des récoltes

méme dans un sol modérément dessécheé (VAN GESTEL et al., 1993).

DESCHAMPS et WERY (1987), sur pois et pois chiche, montrent que 1’absence de restriction
hydrique favorise 1’activité fixatrice et la production de biomasse aux dépens de la production
de graines. Ceci est probablement di au double effet de la compensation entre les deux
composantes du rendement (la biomasse et la production de graines) et a ’antagonisme entre
la fonction de production et de reproduction de la plante. Le stress hydrique semble avoir plus
d’effet négatif sur la fixation que sur la biomasse et la production de graines.

Une étude comparative sur la sensibilité au stress hydrique de différentes variétés de pois
chiche révele une corrélation positive entre la résistance a la sécheresse et la fixation azotée
(SINGH et RAI, 1982).

En résumé, les effets directs du stress hydrique sur la plante sont encore accentués par les

effets dépressifs du stress sur la nodulation et la fixation de I’azote.

8. Mécanismes d’adaptation d’une plante soumise au stress hydrique

Selon LAWLOR (2009), les plantes ont recours a des comportements qui leur permettent de
survivre a des situations de déficit hydrique par des méthodes d’adaptation. Ces méthodes leur
permettent de préserver I’intégrité de leurs fonctions physiologiques et de leur assurer un état
productif et de survie. En effet, le caractére adaptatif d’une plante doit non seulement lui
permettre de survivre, mais aussi de se reproduire et de se pérenniser dans son environnement.
Dans les zones arides et semi-arides sujettes a des déficits hydriques épisodiques, les plantes
ont développé des mécanismes de régulation assurant leur survie. JONES (1992) a défini et
établi une classification des stratégies d’adaptation des plantes a la sécheresse : la premiere
consiste a "éviter" tout stress hydrique et inclut 1’échappement (ou 1’esquive) et 1’évitement ;
la deuxiéme, c’est la capacité a le "tolérer". Les stratégies de la tolérance sont associées

immédiatement avec des réponses physiologiques et biochimiques, alors que les stratégies
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d’évitement impliquent a long terme du développement et des traits morphologiques
(MCCUE ET HANSON, 1990).

Ces mécanismes décrits sont les mémes pour toutes les espéces végétales. Cependant, la
variabilité génétique qu’ils présentent est dépendante de I’espéce. Or, la question de la
variabilité génétique est centrale pour un programme de sélection intraspécifique. Certains
caracteres comme le développement racinaire et la régulation stomatique ont une valeur
adaptative universelle, d’autres comme I’accumulation d’ABA ou de proline
(MADHUSUDHAN et al. 2002) paraissent présenter moins d’intérét, d’autres encore comme
I’ajustement osmotique semblent varier beaucoup moins chez les légumineuses que chez les

céréales (SUBBARAO et al. 1995).

8.1. Echappement

Le principe correspond a un décalage entre le cycle de développement, de reproduction et la
phase climatique de limitation. L’esquive permet a la plante de réduire ou d’annuler les effets
de la contrainte hydrique par une bonne adaptation de son cycle de culture a la longueur de la
saison des pluies. Le développement phénologique rapide avec une floraison précoce, permet
a la plante d’éviter les périodes seéches. Cette stratégie appliquée aux especes cultivées a
amené a decaler la date de semis et/ou a selectionner des variétés plus précoces permettant
d’¢éviter les déficits hydriques de fin de cycle (AMIGUES et al., 2006).

Selon ELHASSANI et PERSOONS (1994), dans le cas de I'esquive, la plante effectue son
cycle végétatif en dehors des périodes de sécheresse qui pourraient interférer de facon
significative avec le rendement. Le rendement de nombreuses variétés a été amélioré grace au
raccourcissement des longueurs de cycle (précocité) et ceci chez pratiquement toutes les
especes cultivées annuelles (TURNER et al., 2001), sur les légumineuses (SUBBARAO et
al.,1995), comme sur les céréales (FUKAI et al.,1999). Cependant, les sélections de variétés a
cycles courts ne permettent pas toujours d’améliorer les rendements dans le cas ou le déficit
hydrique a lieu aussi en cours de cycle (KHALFAQUI, 1990). En effet, MERAH (1999)
précise que l'augmentation de la précocité permettant de réduire la durée du cycle de culture a

souvent une corrélation négative avec le potentiel de rendement.

8.2. Evitement
L’évitement consiste & maintenir un état hydrique interne satisfaisant en présence d'une
contrainte hydrique. Trois grands types de réponses permettent a la plante d’éviter ou, plus

exactement, de retarder la déshydratation de ses tissus (TURNER et al., 2001). Ce mécanisme
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est appelé « évitement », en anglais avoidance ou parfois dehydratation post-ponement. Le
premier groupe de caractéres est li¢ a I’efficacité de I’extraction de 1’eau du sol par les
racines. L’aptitude des racines a exploiter les réserves en eau du sol sous stress est une
réponse particuliérement efficace pour I’élaboration de la production de graines. Le deuxiéme
type de réponse est constitué par la régulation de I’ouverture fermeture des stomates, il
conditionne les échanges entre CO- et H>O et par consequent la croissance et la productivité
des cultures (LUDLOW et MUCHOW, 1990). Le troisieme correspond a 1’ajustement
osmotique que les plantes réalisent en réponse au déficit hydrique (TURNER et al., 2001).
Lorsque le potentiel hydrique foliaire décroit, le potentiel de turgescence et la conductance
stomatique sont maintenus grace a une accumulation intracellulaire de solutés permis par ce
mécanisme. La pertinence des caractéres correspondant a ces réponses pour la sélection sera
discutée pour chacune des trois formes d’évitement définies :

-La capacité d’extraction de ’eau par le systéme racinaire : L’optimisation de I’absorption
d’eau est liée a un ensemble complexe de caractéres morphologiques des racines : masse et
volume, ramification, profondeur (ADDA et al., 2004 ; SAHNOUNE, 2005). L’aptitude des
racines a exploiter les réserves en eau du sol sous stress est une réponse particulierement
efficace pour I’élaboration de la production de graines (RAMANJULU et BARTELS, 2002).
Un systéme racinaire capable d’extraire I’ecau du sol est un trait essentiel pour la résistance a
la sécheresse. Cette caractéristique revét une importance particuliere sur les cultures qui
subissent régulierement des déficits hydriques de fin de cycle (KHALFAQUI, 1990 ;
SUBBARAO et al., 1995). Son impact sur le rendement est particulierement élevé car elle
intervient directement dans I’efficience de 'utilisation de I’eau en conditions de stress. La
majorité des résultats reportés montre une corrélation positive entre la profondeur
d’enracinement et le rendement en grain notamment sur 1’arachide (KHALFAOUI, 1985).

-La régulation stomatique : Située a I’interface entre I’intérieur (plus ou moins turgescent) et
I’extérieur (plus ou moins sec) des tissus foliaires, les stomates jouent un rdle fondamental
dans la régulation des pertes en eau de I’appareil foliaire. La régulation de I’ouverture-
fermeture des stomates dépend du potentiel hydrique foliaire et de I’humidité de I’air au
champ (TURNER, 1977). Une faible conductance conduit a une fermeture des stomates
rapide en conditions de déficit hydrique. Les génotypes a faible conductance sont plus
sensibles au déficit de vapeur et a la baisse du potentiel hydrique foliaire que les génotypes a
forte conductance. Une faible conductance est généralement proposée comme un trait

favorable a D’adaptation a la sécheresse. Cependant la fermeture stomatique réduit
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I’assimilation du CO> et conduit inévitablement a une réduction de I’activité photosynthétique
(LUDLOW et MUCHOW, 1990).

En conséquence, I’intérét d’une réponse stomatique plus ou moins rapide au déficit hydrique
résulte d’un compromis entre la réduction de 1’assimilation du CO: et la nécessité d’éviter la
déshydratation (LUDLOW et MUCHOW, 1990). Des différences intervariétales existent chez
les légumineuses. La mesure de la conductance stomatique et de la transpiration par
porométrie exige une homogénéité parfaite des conditions environnementales incompatible
avec les mesures sur un grand nombre de génotypes au champ. L’évaluation des réponses des
stomates par porométrie n’est donc généralement pas retenue par les sélectionneurs pour le
criblage de génotypes (Clavel et al., 2004).

-L’ajustement osmotique : Le troisieme type de réponse correspond a I’ajustement
osmotique que les plantes réalisent en réponse au déficit hydrique. 1l faut remarquer, avant
tout, que I'ajustement osmotique est considéré comme un mecanisme de tolérance par certains
auteurs et comme un mecanisme d'évitement par d'autres (BEN NACEUR, 1994).

Ce mécanisme permet de maintenir la conductance stomatique et la photosynthése a des
potentiels hydriques bas, il intervient aussi en retardant la sénescence foliaire et en améliorant
I’extraction de 1’eau par les racines. Le niveau d’ajustement osmotique réalisé par les
légumineuses est modeste comparé a celui des céréales (SUBBARAO et al. 1995).

La capacité d'ajustement osmotique d'un végeétal, est liée a sa capacité a accumuler au niveau
symplasmique et de maniére active certains solutés (KORICHI, 1994, AMOURI, 2016).

8.3. Tolérance

I1 s’agit d’une stratégie permettant a la plante d’assurer ses fonctions physiologiques malgré le
déficit hydrique. La tolérance a la sécheresse est le résultat de mécanismes physiologiques,
biochimiques et moléculaires complexes. L’expression de différents génes et I'accumulation
de divers osmolytes couplées a un systéeme antioxydant efficace sont souvent les principaux
mécanismes de tolérance au déficit hydriqgue (TARDIEU, 2005). A I’échelle cellulaire,
I’ajustement osmotique joue un role déterminant dans le maintien de la turgescence aux
faibles potentiels hydriques foliaires. En effet, cette aptitude qui confére a la plante une
meilleure tolérance permet un fonctionnement prolongé de la photosynthese (CHAKHCHAR,
2015).

Le maintien de la turgescence lors d’un déficit hydrique permet de retarder la fermeture des
stomates (MOJAYAD et PLANCHON, 1994), de maintenir le volume chloroplastique
(GUPTA et BERKOWITZ, 1987) et de réduire le flétrissement foliaire (JONES et TURNER,
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1980). Cette aptitude confere a la plante une meilleure tolérance au déficit hydrique interne
(LUDLOW et al., 1983).

Plusieurs mécanismes intervenant dans la tolérance assurent [I'hydratation cellulaire et
diminuent la perte en eau en maintenant un statut hydrique favorable au développement
foliaire. Les génotypes qui ont la capacité photosynthétique intrinseque la moins affectée par
le stress présentent une efficience de l'utilisation de I'eau élevée et une plus grande capacité de
survie (ARAUS et al., 2003).

L’ajustement osmotique est un processus majeur de [’adaptation des plantes a la
déshydratation. Il consiste en une accumulation active des solutés ou osmolytes dans le
compartiment cellulaire, de facon a maintenir la pression de turgescence lorsque le potentiel
hydrique decroit (TURNER, 1997).

Lors de cet ajustement osmotique la plante accumule au niveau de cytoplasme certains solutés
tels que les ions inorganiques (K+), les composés contenant 1’azote (proline, acides aminés),
les polyamines et les composes d'ammonium quaternaires (glycine bétaine) (TAMURA et al.,
2003). D’autres osmolytes sont produits en réponse au stress hydrique tels que le sucrose, les
polyols, le pinitol et les oligosaccharides. Les osmolytes jouent un réle dans la stabilisation
des membranes et le maintien de la conformation des protéines a des potentiels hydriques
foliaires faibles (RAMACHANDRA REDDY et al., 2004), comme ils jouent un rdle majeur
dans la protection des cellules par I’¢limination des molécules réactives d’oxygenes
(PINHERO et al., 2001). La proline est également connue pour étre impliquée dans la
réduction des dommages au niveau des membranes de thylakoides par scavenging et/ou
réduction de la production de lI'oxygene singulier (ASHRAF et FOOLAD, 2007). La glycine
bétaine joue un réle important dans la protection des enzymes et des membranes et aussi dans
la stabilisation des complexes protéiques du photosysteme Il (PAPAGEORGIOU et
MORATA, 1995).

L'acide abscissique (ABA) joue un réle de médiateur dans les réponses au stress hydrique,
principalement dans les mouvements stomatiques. Des travaux effectués au niveau
moléculaire sur les effets de 'ABA et du stress hydrique confortent I'hypothese selon laquelle
cette hormone joue un rdle clé dans la réponse au stress hydrique. L'ABA intervient dans la
stimulation de la croissance racinaire, la réduction de la surface foliaire, la diminution de la
radiation absorbée, l'abscission des feuilles et la fermeture stomatique (CATTIVELLI et al.,
1995). Ces mécanismes ont des effets bénéfiques sur le plan de I'économie en eau, mais

accélérent la sénescence et inhibent la photosynthése et la croissance, ce qui contribue a
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réduire le rendement. L'identification de génotypes capables de maintenir une photosynthése
active sous contrainte hydrique repose sur une réduction des mécanismes contraignants
induits par I'ABA (EL JAAFARI et al., 1995).

9. Conclusion

Cette synthése bibliographique souligne I'importance des légumineuses et en particulier la
feve et la luzerne et leur symbiose. Généralement, du fait de la production en grain chez la
feve et en fourrage chez la luzerne sous des contraintes environnementales sévéres
(sécheresse, salinité, faible disponibilité en P et en N), les rendements de ces cultures sont en
dessous de son potentiel. Cette situation est largement expliquée par lirrégularité de la
nodulation chez les deux légumineuse malgré la grande diversité des rhizobia qui peuvent les
noduler. Cette limitation du rendement semble fortement due a I’insuffisance de sa fixation
symbiotique de 1’azote pour la croissance et la production, d’ou la nécessité de sélectionner
des symbioses rhizobiennes chez la féve et la luzerne performantes sous conditions de culture
hostiles.

La restriction de la fixation symbiotique de l'azote imposé par les contraintes
environnementales pourrait étre surmontée par la sélection et la multiplication des variétes
tolérantes. L'approche biologique, qui consiste a explorer la variabilité de la réponse des
légumineuses a ces contraintes, fournirait les outils physiologiques ou biochimiques
utilisables pour le tri, des variétés résistantes.

Dans le cadre d’une agriculture durable, le développement de cultivars tolérants et
particulierement des symbioses rhizobiennes performantes est 1’'une des approches les plus
envisageables pour réduire les effets déléteres de diverses contraintes biotiques et abiotiques
dont le stress hydrique. A travers cette étude bibliographique, la tolérance au stress hydrique
est un phénomene complexe qui intégre aussi bien des modifications morphologiques que des
ajustements physiologiques et biochimiques. L’identification des symbioses efficientes sous
contraintes environnementales pourrait contribuer a garantir un rendement convenable en un

temps raisonnable et pour un colt acceptable.
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CHAPITRE Il : EFFETS DU STRESS HYDRIQUE SUR LA CROISSANCE ET LA
SYMBIOSE A RHIZOBIA CHEZ CINQ VARIETES ET POPULATIONS DE VICIA
FABA L.

1. Introduction

L’ecau a un role fondamental dans la vie des plantes, dans la mesure ou elle conditionne leurs
activités physiologiques et métaboliques et sert de vecteur aux éléments nutritifs de la plante
(RIOU, 1993). Elle est, de ce fait, le principal facteur limitant de la production végétale dans
les régions arides et semi-arides (TELLAH, 2016).

Au cours de leur cycle végétatif, les plantes subissent les conditions du milieu ambiant dans
lequel elles vivent. Elles réagissent en s'adaptant a la variation de ces conditions lorsqu'elles
deviennent défavorables. La variation des conditions de croissance a pour origine les stress
qui sont de nature biotiques ou abiotiques. Dans les milieux arides et semi-arides les stress
abiotiques tels que les déficits hydriques imposent des limites au développement de la plante
(ALBOUCHI et al., 2000).

Chez les légumineuses ces contraintes s’appliquent non seulement sur la plante mais aussi sur
leurs symbiotes. Les deux partenaires réagissent différemment en réponse au stress hydrique.
Les nodosités qui ne possedent pas de mécanismes efficaces de tolérance sont les premiéres
affectées et souvent leur capacité a fixer ’azote est inhibée de fagon irréversible (OUNANE,
2004). En effet, la contrainte hydrique et les perturbations osmotiques qui en découlent,
peuvent affecter la symbiose rhizobium-légumineuse, en diminuant la croissance et la survie
des rhizobiums dans le sol, en réduisant la colonisation de la rhizosphére ou en inhibant
totalement ou partiellement le processus d’infection et de développement des nodosités
(TELLAH, 2016).

La feve est I’une des légumineuses alimentaires qui représentent une source de protéines
importante a la fois, pour 'homme et le bétail, en particulier dans les pays pauvres, ou les
protéines animales sont cheres (HUBBELL et GERAD, 2003). Elles fournissent également
des matiéres grasses et des hydrates de carbone. En outre les légumineuses sont riches en
minéraux pour la construction des os et des vitamines essentielles pour étre en bonne santé
(PORRES et al., 2003).

Les ressources en eau douce menacant de diminuer lors des prochaines décennies, 1’étude des
mécanismes de résistance au stress hydrique présente donc un enjeu important afin
d’améliorer les cultures et de valoriser les sols pour une meilleure production végétale dans le

but de répondre a un besoin alimentaire sans cesse augmentant (FAGHIRE, 2012).
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Pour résister a une contrainte ou un stress, les végétaux mettent en jeu des mécanismes divers
en réponse a cet état, qui se traduisent par une succession de modifications aux niveaux
cellulaire, subcellulaire et moléculaire, qui sont dépendantes des potentialités génétiques de
I’espéce. Les réorientations métaboliques induites aboutissent a des transformations
morphologiques, physiologiques et biochimiques déterminant une résistance plus au moins
achevée et efficace de I’individu a la contrainte. D'autre part, 1'adaptation correspond a une
dynamique réactionnelle dont la résultante est la résistance (GHARABI, 2018).

L’objectif de ce travail est de -caractériser les mécanismes agro morphologiques,
physiologiques, biochimiques et symbiotique pouvant étre a 1’origine d’une tolérance au
stress hydrique chez cingq variétés et populations de la féve, par I’évaluation de leur
comportement sous cette contrainte. Ce travail nous permettra de rechercher les variétés et les
populations de féve les plus performantes, ayant la capacité de tolérer les déficits hydriques. 11
porte essentiellement sur : I) 1’étude de la variabilité de réponses (agro-physiologiques,
morphologiques, biochimiques et symbiotiques) chez les différentes variétés et populations
de féeve vis-a-vis de la contrainte hydrique et Il) T’identification des variétés et des

populations les plus tolérantes a la sécheresse.

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel végétal

Les semences utilisées dans cette expérimentation sont constitués de cingq variétés et
populations de la feve (Vicia faba L.major). Le tableau | indique I'identité et l'origine des
variétés et des populations testées.

La dénomination des populations correspond au nom des localités d’ou elles ont été prélevées.
Les semences ont été triées, nous avons procédé sur les lots mis a notre disposition a
I'élimination des graines endommagées ou présentant un écart de taille, de pigmentation par

apport a la classe la plus représentative.
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Tableau | : Identité et origine de cinq variétés et populations de la feve étudiées

Variétés / Populations Origine
Variété Luze de otono Espagne
Variété Manouth Espagne
Population Doucen Locale
Population Tolga Locale
Population M'zeraa Locale

2.2. Installation et conduit de ’essai

L’expérience a été menée sous abri afin d’éviter les apports d'eau non contr6lés par les pluies,
et de mieux maitriser les quantités d'eau données aux plantes. L’essai a été realisé dans des
pots en plastique, d’une capacité de 12 kg. Afin de laisser drainer I'eau en exces et éviter
I'asphyxie des plantes, le fond des pots a été perforé, puis tapissé de graviers fins.

Afin de faciliter leur germination et d’évaluer leur capacité germinative, les graines de Vicia
faba L. ont été triées a la main en fonction de leur bon état visuel (notamment téguments
intacts, absence de taches ou autres). Elles ont été ensuite désinfectées en surface avec de
I’eau de javel pendant 3 minutes, puis rincées abondamment a 1’eau distillée stérile.

Les cultures sont conduites sur un sol cultivé de texture sablo- limoneuse, un pH neutre (pH
=7,78), légérement salin (CE ds/m=2,31). Il se caractérise par une faible teneur en phosphore
assimilable (4,51 ppm), en matiére organique (0,53 %) et en azote (0,02%). Avant I’essai, le
sol utilisé a subi un tamisage afin d’éliminer les débris végétaux, animaux et gravier. La
fraction fine du sol obtenue a été séchée a I’air libre puis partagée en quantités égales.

Les grains sont semés a raison de 3 graines par pot a une profondeur de 1 cm environ. Apres
la levée un éclaircissage basé sur ’homogénéité de la répartition du stade de développement a
permis de réduire la densité a 1 plant par pot. L’arrosage s’effectue a I’eau courant, elle est
caractérisée par une CE de 1,2 dS/m, un pH de 7,75 et une teneur en NO3 de 0,35 meq/I.
Chacune des cing variétés et populations étudiées est soumise a 3 régimes hydriques
différents: SDH (Traitement témoin sans déficit hydrique); le sol est maintenu a 100% de sa
capacité de rétention en eau, ce régime est considéré comme témoin. ADH1 (déficit hydrique
modéré) le sol est maintenu a 50% de sa capacité de rétention. ADH2 (déficit hydrique

prononceé) le sol est maintenu a 25% de sa capacité de rétention.
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Jusqu’a 20 jours apres le semis, ’ensemble de pots a re¢u la méme dose d’arrosage. Ensuite,

les deux régimes hydriques ADH1 et ADH2 sont appliqués.

2.3. Dispositif expérimental

Un dispositif en Split Plot a été adopté avec cing répétitions. Chaque répétition comprend 2
facteurs.

Facteur 1 : représente les traitements hydriques

SDH : traitement sans déficit hydrique.

ADHL1 : traitement avec un déficit hydrique 1

ADH2 : traitement avec un déficit hydrique 2

Facteur 2 : représente les cing variétés et populations.

2.4. Prélevement des échantillons

Les plantes sont récoltées en pleine floraison, ce stade correspond & une nodulation optimale
qui se traduit par une meilleure fixation symbiotique de No.

Nous avons procédé aux prélevements des échantillons selon les étapes suivantes :

-Les plantes entiéres sont soigneusement prélevées, rincées a 1’eau de robinet puis séchées
rapidement a 1’aide du papier Joseph.

-La partie aérienne est isolée de la partie souterraine et les nodules sont détachés des racines
et dénombrés. Puis les poids frais des racines, des tiges, des feuilles et des nodules sont
déterminés a I’aide d’une balance plate de précision.

-Chaque échantillon pesé est enveloppé dans du papier aluminium puis le tout est déposé
dans une étuve réglée a 80° C durant 48 heures. Ensuite les échantillons sont repesés, mis
dans des flacons fermés a 1’aide d’un bouchon plasma, et placés au congélateur jusqu'aux

analyses.

2.5. Paramétres mesurés
Durant cette expérimentation nous avons tenté¢ d’évaluer le comportement de cinq variétés et
populations de la féve sous stress hydrique. Les parametres retenus sont d’ordres
morphologiques, physiologiques, biochimiques et symbiotiques.
- Paramétres hydriques (caractére lies a I’état hydrique de la plante)

» Teneur relative en eau (RWC= Relative Water Content)
La RWC est déterminée selon la méthode de BARRS et WEATHERLEY (1968). Le limbe
foliaire est coupé a sa base puis immédiatement pesé pour avoir le poids frais (PF).

L'extrémité est ensuite placée dans un tube a essai contenant de l'eau distillée et placé a
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l'obscurité a 4°C pendant 12 heures. Les feuilles sont récupérées et essuyées délicatement
avec un papier buvard et a nouveau pesees, c'est le poids en plein turgescence (Ppt). Le poids
sec (PS) est déterminé par passage des feuilles dans une étuve pendant 48h a 80°C.

Le RWC est calculé par la formule suivante : RWC (%) = [(PF — PS) / (PT — PS)] x 100

PF: poids frais, PT: poids a la turgescence, PS: poids sec

-Parameétres morphologiques

» Hauteur de la tige
La hauteur de la tige a été déterminée a partir du collet de la plante jusqu’au bourgeon
terminal. Les mesures en (cm) ont été effectuées a ’aide d’une regle graduée.

» Surface foliaire
La surface foliaire est estimée par la méthode de PAUL et al., (1979) en placant la feuille sur
du papier calque dont les contours de cette feuille sont découpés. L'empreinte de la feuille sur
le papier calque a ensuite été pesee (soit Pf = Poids de la feuille de papier découpée). Ensuite,
le poids Pq est déterminé par pesée correspondant a une surface (Sq) connue d’un carré du
méme papier calque.
La surface de la feuille SF est calculée par la formule suivante : SF cm? = Pf (g) x Sq (cm?) / Pq
(9)

» Biomasse seche aérienne et racinaire
A la fin de I’expérimentation, les parties aériennes et racinaires ont été séparées et mises a
sécher pendant 48h a 80°C, afin de déterminer le poids de la matiére séche des différents

organes.

-Parametres physiologiques et biochimiques

> Extraction et dosage des pigments photosynthétiques
Les teneurs en chlorophylles a et b et en caroténoides ont été déterminées selon le protocole
d’ARNON (1949).
L’extraction est réalisée par 10 mL d’acétone a 80% pour 100 mg de matiére fraiche. Le
broyat est centrifugé a 2000 trs/mn pendant 10 mn. L’absorbance du surnageant est lue par
spectrophotométrie a des longueurs d’ondes de 645 nm, 663 nm et 470 nm respectivement
pour la chlorophylle a, b et les caroténoides.
Les concentrations en pigments sont calculées selon la méthode décrite par
LICHTENTHALER et WELBURN (1983).
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- Chla=12.25 DO (663 nm) - 2.79 DO (645 nm) (png/mL)
- Chlb=21.5DO (647 nm) - 5.10 DO (663 nm) (ug/mL)
-Caroténoides = 1000 DO (470 nm) — 1.82 chla — 85.02 chlb / 198 (ug/mL)

» Extraction et dosage de la proline
La proline est extraite selon la méthode de NGUYEN et PAQUIN (1971). Elle consiste a
mettre 100 mg de matériel végétal dans un mortier, puis de le broyer avec 1.25ml d’éthanol a
95% suivi de trois rincages et lavages avec 1.25 ml d’éthanol a 70%. La solution finale est
recueillie dans un tube afin qu’elle soit décantée pendant 1heure. 2.5ml de la phase supérieure
sont prélevés auxquels sont ajoutés 1ml de chloroforme et 1.5ml d’eau distillée. Apres
agitation, la solution est maintenue au repos pendant 24 heures au froid pour obtenir une
bonne séparation.
Le dosage de la proline libre est réalisé selon le protocole de BERGMAN et LOXLEY
(1970). Dans un tube a essai, 1ml de la phase supérieure de 1’échantillon est prélevé. On lui
ajoute 2 ml de chlorure de sodium (NaCl) a 5 M et Sml d’eau distillée. Apres agitation, 1 ml
est récupéré auquel est ajouté 1 ml de solution tampon phosphate (pH=3 en NaH2PQO4, 3,88 M
et HaPOy4, 5,32 M) et 2ml de ninhydrine.
Aprés agitation et chauffage au bain marie a 100°c pendant une heure, les tubes a essai sont
laissés a I’obscurité a température ambiante pendant 30 min. La lecture de la densité optique
se fait par spectrophotometrie a UV a 515 nm.
Les résultats sont obtenus par le biais d’une courbe d’¢talonnage de proline pour des

concentrations allant de 0 a 100 pg.ml*

> Extraction et dosage des sucres solubles
Le dosage des sucres solubles a été réalisé selon la méthode de SCHIELDS et BURNETT
(1960), elle est aussi dite méthode a I’anthrone en milieu sulfurique.
Le principe de cette méthode repose sur la condensation des produits de dégradation des
sucres neutre. L’acide sulfurique concentré transforme a chaud les glucides en derivés
sulfuriques : Les hexoses produisent les dérivés qui donnent avec I’anthrone une coloration
verte présentant un maximum d’absorption a 585 nm.
L’extraction des sucres solubles est faite a froid, en mettant 100 mg de végétal dans des tubes
a essai auquel sont ajoutés 3 ml d’alcool (I’éthanol a 80 %) pendant 48 heures.
La solution en suite passe au bain marie a 70 °C pendant 30 mn une fois I’alcool est disparu,

on ajoute 20 ml d’eau distillée dans la totalité de I’extrait.
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Le réactif de I’anthrone doit étre préparé quatre heures a 1’avance avec les proportions
suivantes : 0,2 g d’anthrone dans 100 ml d’acide sulfurique pur.

Dans des tubes a essai propres, on préléve de chaque tube 2 ml de la solution a analyser a la
quelle on ajoute 4 ml du réactif a I’anthrone, le tout est maintenu a O °C dans la glace pendant
I’opération ; pour éviter 1’éclatement des tubes (car la réaction est exothermique).

Apreés agitation par agitateur, les tubes placés dans un bain marie a 90 °C pendant 8 mn.

La solution vire alors légerement au bleu vert pour ’arrét de cette réaction, les tubes sont
refroidis dans un bain glacé et a ’obscurité pendant 30 mn pour éviter 1’oxydation des sucres.
L’absorbance est alors lue au spectrophotometre a une longueur d’onde de (585 nm) apres
¢talonnage de I’appareil par le blanc de gamme composé de (2 ml de I’éthanol a 80 % plus 4
ml du réactif a ’anthrone aprés agitation, le mélange placé dans un bain marie a 90 °C

pendant 8 mn).

> Extraction et dosage des proteines

Le dosage des protéines a été réalisé suivant la méthode de BRADFORD (1976), dont le
principe est basé sur la formation de complexes entre le bleu de Coomassie (G250) et les
résidus basiques aromatiques des protéines. La formation de liaisons protéine-bleu de
Coomassie est visualisée par I’apparition d’une coloration bleue.

L’extraction des protéines est réalisée a partir d’une aliquote de 500 mg de matiere fraiche
foliaire, broyée dans 6 mL d’cau distillée, puis centrifugée a 5000 trs/mn pendant 15 mn. Un
volume de 0,1 mL du surnageant est additionné a 3 mL dun mélange d’acide
orthophosphorique a 85%, et 25 mg de bleu de Coomassie (G250) et de 12,5 mL d’éthanol a
95%. Le volume est ensuite complété a 250 mL par de I’eau distillée. L’absorbance est lue par
spectrophotométrie a une longueur d’onde A= 595 nm.

Les concentrations en protéines sont déterminées par projection des densités optiques

obtenues sur la courbe d’étalonnage faite a partir d’une solution mere.

-Parametres symbiotiques
» Nombre de nodosités
Les racines sont rapidement rincées a I’eau, les nodules sont ensuite détachés a la main et le

nombre de nodosités par plante est enregistré.

» Poids sec des nodules
Les nodules ont été séparés et mises a sécher pendant 48h a 80°C, afin de déterminer le poids

de la matiére séche nodulaire.
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» Dosage de la leghémoglobine nodulaire

Le dosage de la leghémoglobine a été réalisé suivant la méthode de BECANA et al., (1986).
Cette méthode colorimétrique est basée sur 1’oxydation du Fe?* de ’hémoglobine en Fe3* de
la méthémoglobine par le ferricyanide, suivie de la formation d’un complexe trés stable, la
cyanméthémoglobine grace aux ions cyanures de potassium (KCN). L’absorbance de la
cyanméthémoglobine, est directement proportionnelle a la concentration en hémoglobine.

Un poids de 100 mg de nodule frais est broyé dans 3 mL du réactif de Drabkin (52 mg KCN,
198 mg Kz Fe(CN)es et 1 mg de NaHCO3 dans 1L d’eau distillée). Le broyat est centrifuge a
500 trs /mn pendant 15 mn. Le surnageant récupéré est additionné de 10 mL du réactif de
Drabkin. Le mélange est centrifugé a 20000 trs /mn pendant 30 mn. Les densités optiques du

surnageant sont lues par spectrophotométrie a la longueur d’onde A= 540 nm.

2.6. Analyse statistique

Les résultats obtenus pour I’ensemble des caractéres étudiés sont soumises a une analyse de la
variance a deux facteurs par le logiciel SPSS (version 23), pour évaluer I’effet du stress
hydrique sur les parametres hydriques, morphologiques, physio-biochimiques et symbiotique
chez les cing variétés et populations. Les moyennes sont comparées par le test LSD (0<0.05).
De méme les coefficients de Corrélation de Pearson et les régressions linéaires ont été
calculés pour déterminer les relations entre les variables. En outre, afin de déterminer quelles
sont les variables discriminantes entre les variétés et populations contrastés de Vicia faba L.,
une analyse discriminante canonique (CDA) a été réalisée pour 1’ensemble des caractéres
étudiés. L’analyse en composantes principales (ACP) a été effectuée pour I’ensemble des
caracteres par le logiciel R (version R 3.6.1). Les variables étudiés ont été soumis a I'analyse
de classification hiérarchique utilisant la procédure de « Wards minimum variance » comme
un algorithme de clustering. « Wards méthode minimum » est une procédure de classification
hiérarchique dans lequel la similitude est utilisée pour rejoindre des groupes et est calculée
comme la somme des carrés entre les deux groupes sommés sur toutes les variables (Hair et
al. 1998). Le regroupement des génotypes donne des informations sur leur similitude et
différence dans les réponses aux stress hydrique qui facilitent le choix des génotypes utilisés

dans les programmes de sélection.
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3. Résultats et discussion

3.1. Effet du stress hydrique sur le comportement hydrique de la plante

3.1.1. Teneur relative en eau

Résultats

La teneur relative en eau des feuilles renseigne sur la turgescence des tissus est figure parmi
les critéres d’évaluation de la tolérance a la secheresse. Elle est liée a la capacité de la plante a
maintenir un niveau d’hydratation des tissus pour maintenir 1’activité métabolique. Pour
apprécier 1’état hydrique des plantes testées sous stress hydrique, nous avons suivi les
variations de la teneur relative en eau foliaire chez les cing variétés et populations de Vicia
faba L.

L’analyse de la variance des résultats obtenus démontre que la teneur relative en eau est plus
dépendante de la nature des varietés et des populations testées (p<0,001) et elle est
grandement influencée par le régime hydrique appliqué (p<0,001). Le statut hydrique de la
plante (Vicia faba L.) diminue au fur et a mesure que le déficit s’accentue. L’interaction des
deux facteurs d’étude exerce ¢galement des variations de grandeurs importantes sur cette
caracteristique (p<0,001). Ceci indique que les variétés et les populations réagissent de
maniéres distinctes a la déclaration de la contrainte hydrique imposée (Annexe, Tab.1).

Les résultats moyens obtenus de 1’estimation de ce paramétre (Figure 5), montrent que les
valeurs de la teneur relative en eau les plus élevées sont notées chez les échantillons témoins
(SDH), avec une valeur maximale de I’ordre de 78,85 % marquée chez la variété Manouth et
une valeur minimale égale a 71,85 % observée chez la population M’zeraa.

Au niveau du traitement ADH1, la population Doucen semble étre la moins affectée, avec
une diminution de 4,19 % par rapport au témoin, alors que la population Tolga plus sensible
enregistre une baisse de 19,25 %. Les décroissances de la teneur relative en eau s’avérent plus
importantes dans le lot ADH2 et ce de manieres controverses chez les variétés et les
populations conduites. Ainsi, parmi la collection, la population Doucen et le génotype Luz de
otono présentent des bons niveaux de résistance pour le maintient de son hydratation, ou on
note une faible réduction de I’ordre de 11,22 % et 14,22 % respectivement par rapport a la
valeur du lot témoin. La population locale Tolga et la variété Monouth s’avérent plus
sensibles a la perte d’hydratation sous déficit hydrique sévere, elles inscrivent des régressions
de leur teneur en eau de 31,18 % et 33,87 % respectivement. La population M’zeraa présente

un niveau de résistance moyenne (25,39%).
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Figure 5 : Variations des teneurs relatives en eau chez les cing variétes et populations de
Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5

répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.

Discussion

A T'image des résultats obtenus, il se démontre que les régimes hydriques appliqués
présentent des modifications importantes du statut hydrique des différentes variétés et
populations testées. En effet, nos résultats indiquent que la teneur relative en eau régresse
avec I’abaissement de 1’humidité du substrat. Ceci est prouvé par une corrélation négative et
significative (r=-0,789) entre le statut hydrique de la plante de la feve, et la situation hydrique.

L’effet du stress hydrique est fortement lié a l'intensité de stress applique, tel que le stress

sévere qui a provoqué des effets trés prononcés.
D'aprés nos constatations, les niveaux du stress modéré et sévere ont induit des différences

significatives de I'état hydrique des feuilles entre les génotypes et les populations étudiés. Au

cours de la période du stress hydrique, la TRE a révélé des différences significatives compte

tenu I’effet génotype et celui du régime d’irrigation. Les résultats de la TRE en pots suggerent
que la population Doucen et la variété Luz de otono présentent une tres bonne stratégie de
conservation d’eau voire plus stable que ne le font Tolga et Manouth durant la période du

stress hydrique.
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En effet, dans d'autres études, certains génotypes de tomate (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al.,
2010) et de gombo (KUSVURAN, 2012) se sont révélés significativement différents a cet
égard. La TRE est un bon indicateur utilisé pour évaluer l'état hydrique de la plante
(MORANT-MANCEAU et al., 2004). Etant donné aussi que, la teneur relative en eau peut
étre utilisée comme une technique de criblage dans des programmes de sélection pour la
tolérance a la sécheresse (CHAKHCHAR, 2015). Elle a également été proposé comme un
indicateur relatif a l'utilisation des ressources végétales (GARNIER et al., 2001), puisque ses
caracteéristiques dépendent de la masse séche de la feuille et de I'eau maximale qui peut étre
stockée.

Selon SIDDIQUE et al., (2000), durant le développement végétatif, le stress di a la
sécheresse, reduit significativement les valeurs de la teneur relative en eau. Il a été également
rapporté que la TRE diminue quand le stress di a la sécheresse augmente (HALDER et
BURRAGE, 2003). Les études de KIM et al.(2010) rapportent que 1’acide abscissique (ABA)
agit comme un signal de stress, synthétisé notamment en réponse a un déficit hydrique et
identifi¢é comme I’'un des signaux impliqués dans la régulation des stomates (MURATA et al.,
2015). Leur fermeture permet une diminution de la perte en eau mais elle provoque également
une diminution de la pénétration du CO-.

Cependant, la compréhension des mécanismes qui leur conférent une tolérance et ses effets
sur les relations hydriques de la plante, aidera a déterminer I’amélioration de la tolérance et les
pratiques culturales qui finiront a conduire a une production agricole plus fiable.

Avec la découverte des aquaporines, une avancée majeure dans la compréhension de la
circulation de I’eau a travers les cellules est née (ASHRAF, 2004). Les aquaporines sont des
pores protéiniques présents dans les membranes de tous les vivants organismes qui facilitent le
transport de ’eau et d’autres petits solutés neutres. Chez les plantes, ces génes ont un role dans
la régulation du développement et la réponse au stress (MAUREL et al., 2008). Selon
ESTRADA et al., (2013), I’adaptation au stress peut étre lié a la régulation positive
significative des génes codés pour les aquaporines.

En revanche, cette connaissance approfondie de la régulation des aquaporines peut permettre
au développement des stratégies de la sélection végétale ou de génie génétique pour

I’augmentation de la croissance sous le stress hydrique.
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3.2. Effet du stress hydrique sur les caracteres morphologiques

3.2.1. Hauteur de la tige

Résultats

L’analyse des résultats dégagés démontre que la hauteur de la tige est sous une influence tres
hautement significative, de la nature des variétés et populations testées (p<0,001), des
traitements hydriques adoptés (p<0,001) et de leur interaction (p<0,001). En effet,
I’application des régimes hydriques déficients provoque une réduction de la hauteur de la tige
et ce chez ’ensemble des génotypes et populations, a des degrés différents (Annexe, Tab. 2).
Les résultats moyens (Figure 6), montrent qu’a 1’échelle du traitement témoin (SDH), la
hauteur de la tige fluctue entre des valeurs extrémes de 59,8 cm (Doucen) et 40,7 cm
(M’zeraa). Les réductions de la hauteur de la tige restent tributaires de 1’intensité du stress
hydrique appliqué. Ainsi, dans le lot ADH1, la population Tolga se distingue par leur plus
grande sensibilité au déficit hydrique en inscrivant un taux de reduction de 35,18 %, alors que
dans les mémes conditions, le génotype Manouth s’avére plus résistant en inscrivant 13,91 %
de réduction.

Dans les conditions de stress hydrique plus sévere (ADH2), les réductions de la hauteur de la
tige sont plus prononcées. A ce niveau, le génotype Manouth se distingue parmi I’ensemble
en inscrivant la plus grande réduction avec un taux de 53,43% par rapport au témoin alors que
les populations M’zeraa et Doucen moins sensibles enregistrent respectivement une baisse de
38,08 % et 39,97 %. La variété Luz de otono et la population Tolga ont extériorisé une
sensibilité, avec de réduction de 46,28 % et 48,19 %.
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Figure 6 : Variations de la hauteur de la tige des plantes chez les cinqg variétés et populations

de Vicia faba L. sous differentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5

répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.

Discussion

Au cours du stress hydrique appliqué, nos résultats obtenus se sont montrés liés a I’intensité
du stress, le stress hydrique entraine une diminution de la hauteur de la tige chez les cing
variétés et populations étudiées, une corrélation négative et significative (r=-0,828) est notée
entre la contrainte hydrique et la hauteur des tiges. Les effets du stress hydrique ont été trées
prononces sous un stress sévere que sous un stress modére.

Une variabilité de réponse chez les variétés et les populations a été observée. En outre, il est a
noter que la hauteur des tiges des populations M’zeraa et Doucen sont moins affectés par le
stress hydrique que ceux des autres variétés et populations.

Nos résultats rejoignent les observations de MUNNS (2002) et YANG et al. (2008). La
réduction de la hauteur de la tige chez I’arachide suite a un stress hydrique a été constatée par
LAZALI (2009) et TELLAH (2016). En revanche, BACHA (2002) sur pois chiche, montre
que la réduction de la hauteur des plants est observée lorsque le stress est appliqué au stade

végétatif,
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LLUCH et al. (2007) et JALEET et al. (2008) expliquent la réduction de la taille caulinaire
par une diminution de I’expansion des tissus a cause du bas potentiel hydrique ainsi que par la
réduction des pigments photosynthétiques foliaires. Alors que pour GARG et al. (2004), la
réduction de la taille des tiges est expliquée par le fait qu’en en présence de contrainte
hydrique, la plante détourne I’énergie et les hydrates de carbones, issus du catabolisme
glucidique de stockage, destinés a sa croissance, au profit de I’ajustement osmotique. D’aprées

YANG et al. (2008) ce fait est essentiellement dd a la diminution de la surface foliaire.

3.2.2. Surface foliaire

Résultats

Pour déterminer I’effet du manque d’eau provoqué par le stress hydrique imposé aux plants de
la feve étudies, on a mesureé la surface foliaire des plants testés (Figure 7). L’étude statistique
des résultats obtenus, démontre que 1’expression de ce paramétre est influencée par les
variations des niveaux d’alimentation hydrique adoptés (p<0,001). Les déficits hydriques
imposes provoquent de nettes réductions de la surface foliaire des génotypes et des
populations conduits. Ces comportements sont conditionnes par les natures des variéetes et des
populations (p<0,001). On note également une influence trés hautement significative émanant
de I’interaction de ces deux facteurs, induisant des comportements des réponses distinctes des
génotypes et des populations, a I’égard des différents traitements hydriques (p<0,001)
(Annexe, Tab.3).

Au niveau du lot témoin, le génotype Manouth s’est distingué par la plus grande surface en
inscrivant une valeur de 57,51 cm?. A I’opposé et dans les mémes conditions, la plus faible
surface foliaire s’est inscrite par la population Doucen (30,28 cm?).

Dans le lot ADHL1, la surface foliaire est réduite chez I’ensemble des génotypes et des
populations. La variété Manouth s’avére la plus affectées par cette réduction (55,02%), alors
que les autres variétés et populations enregistrent des réductions de 51,25%, 45,94%, 33,72%
et 25,20% respectivement chez Tolga, Luz de otono, M’zeraa et Doucen.

A Téchelle du traitement ADH2, les réductions sont encore plus importantes et chez
I’ensemble des variétés et des populations. Elles sont comprises par des limites de 77,27 %

enregistré chez la variété Manouth et 66.04 % manifesté chez la population M’zeraa.
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Figure 7 : Variations de la surface foliaire des plantes chez les cing variétes et populations de

Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5

répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.

Discussion

On remarque une réduction de la surface foliaire en fonction des régimes hydriques avec un
coefficient de corrélation significatif et négatif (r=-0,903). Cependant, les variétés Manouth
et la population Tolga confirment une réduction importante de la surface foliaire par rapport
aux autres variétés et populations.

D’aprées SALA et TENHUMEN, (1996), I'une des réponses a long terme des plantes
méditerranéennes, pour s’adapter a I'intensité et la durée de sécheresse est la réduction de la
surface foliaire et les systemes racinaires agissent pour équilibrer les oscillations de
disponibilit¢ d’eau. La réduction de la croissance foliaire est 'une des premicres
manifestations du déficit hydrique permettant de réduire la transpiration (BIDAI, 2017).

Par ailleurs, le stress hydrique entraine une réduction de la surface foliaire des plantes (en
accord avec PARRY et al., 2005 ; LEBON et al., 2006 ; ISSAAD, 2013). Cette réduction de
la surface foliaire des plantes sous stress hydrique diminue en fonction de la sévérité du stress.
Selon HEUER et NADLER (1998), le manque d’eau affecte de fagon significative la surface

foliaire de la pomme de terre. De méme, une étude menée par PENUELAS et al. (1992) sur la
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culture de la fraise en serre montre que le déficit hydrique entraine aussi une réduction de la

surface foliaire.

3.2.3. Biomasses séches

Résultats

-Biomasse séche aérienne

Les résultats statistiques de ’analyse de variance, indiquent que les variations de la biomasse
séche aérienne sont fortement influencées par les niveaux des traitements hydriques appliqués
(p<0,001). La nature des génotypes et des populations testés exercent un effet sur ce
paramétre (p<0,001). Il faut noter également que les distinctions des génotypes et des
populations utilisés en réaction au déficit hydrique sont d’un ordre important (p<0,001)
(Annexe, Tab.4).

D’une maniére générale et d’aprés les résultats obtenus (Figure 8), I’accroissement de stress
hydrique du substrat, s’accompagne d’une nette décroissance de la biomasse séche aéerienne.
Ainsi au niveau du traitement témoin (SDH), les valeurs de la biomasse seche aérienne sont
comprises dans I’intervalle de 15,23 g/plant inscrite par la population Doucen et 23,15 g/plant
enregistrée par la population Tolga. L’intensification du déficit hydrique s’accompagne d’une
nette réduction des valeurs des poids sec aérien et ce chez I’ensemble des génotypes et des
populations.

La lecture des données montrent qu’au niveau du traitement ADH1, la décroissance des poids
sec aérien varie entre 32,30% (Doucen) et 68,68% (Tolga). Au niveau du traitement ADH2, la
plus grande régression est inscrite toujours chez la population Tolga avec une valeur de 83,02
%, par contre, la plus faible réduction est inscrite par la population Doucen qui a manifesté un
taux de 55,68 %.
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Figure 8 : Variations de la biomasse seche aérienne des plantes chez les cing variétés et

populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la

moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.

- Biomasse seche racinaire

L’analyse de la variance des résultats obtenus, démontre que la biomasse séche racinaire est
fortement dépendante de régime hydrique appliqué (p<0,001). Les variations de la nature des
génotypes et des populations testés provoquent des différences trés hautement significatives
(p<0,001). Ainsi que l’interaction permette de relever un effet trés hautement significative
(p<0,001) (Annexe, Tab5).

La figure 9 illustre les variations de la biomasse séche racinaire chez les 5 génotypes et
populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. A 1’échelle du lot témoin,
la plus grande valeur de ce paramétre est inscrite chez la population Tolga avec 7,98 g/plant et
la plus faible valeur est inscrite chez la population Doucen (5,53g/plant). Ces grandeurs sont
fortement réduites au niveau des traitements ADH1 et ADH2. En effet dans le lot ADH1, la
population Tolga et la variété Luz de otono se distinguent par les réductions limites avec, dans
I’ordre, 60,78 % et 16,34%.
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Au niveau du traitement ADH2, les régressions sont encore plus marquées chez I’ensemble
des génotypes et des populations a des taux extrémes de 39,05% (Luz de otono) et 73,81%
(Tolga).
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Figure 9: Variations de la biomasse seche racinaire des plantes chez les cing variétés et

populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la

moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.

- Rapport Biomasse seche racinaire / biomasse seche aérienne

Les résultats dégagés de cette analyse révelent que le rapport de la biomasse seche racinaire et
la biomasse seche aérienne dépend essentiellement de l'alimentation hydrique (p<0,001).
L’expression de ce caractére reste toutefois tres influencée par la variabilité conduite
(p<0,001). Par contre, l'interaction des deux facteurs ne provoque aucune action notable sur
I’expression de ce paramétre (p>0,05) (Annexe, Tab.6).

Les résultats moyens obtenus (Figure 10) montrent que les plus faibles valeurs sont affichées
au niveau du traitement SDH et elles oscillent entre 0,29 enregistré chez M'zeraa et 0,38 chez
Luz de otono. Le manque d’eau a provoqué une augmentation du rapport dans les traitements
ADH1 et ADH2 en comparaison de plantes bien hydratées. Au niveau du lot ADH1, les
génotypes Manouth (38,92%) et Luz de otono (33,36%) se distinguent en inscrivant les taux
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d’évolution les plus élevés, par contre la plus faible évolution chez la population Doucen
(6,32%).

L’action du déficit hydrique au niveau du traitement ADH2, est plus exprimée sur le rapport.
L’accentuation du déficit hydrique s’est accompagnée d’une nette élévation des valeurs du
rapport chez ’ensemble des génotypes et des populations. Dans cette situation les valeurs
d’évolution de ce parametre se limitent par 17,51% (Doucen) et 64,65% (Luz de otono).
L’accentuation du déficit hydrique s’accompagne d’une é€lévation du rapport qui résulterait
d’un déséquilibre constatée dans les tendances de réduction des taux des maticres séches,
aérienne et racinaire. Ceci indique que la partie aérienne est plus sensible que souterraine au

déficit hydrique pour I’élaboration de la matiére séche.
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Figure 10: Variations du rapport biomasse séche racinaire / biomasse seche aérienne chez

les cing variétés et populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chague

point représente la moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.

Discussion
Les effets des différents niveaux de I’alimentation hydrique sur les deux parties, aérienne et
racinaire sont de niveaux différents. Le déficit hydrique exerce une action régressive plus

prononcée sur la partie aérienne (r=-0,927) que sur celle de la partie racinaire (r=-0,877).
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Les résultats montrent que le rapport de la matiére seche racinaire et la matiere seche aérienne
est en corrélation positive avec I’intensité du stress hydrique appliqué (r=0,553). Cette
corrélation s’est traduite par des valeurs de ce rapport qui restent toujours supérieures chez les
plantes les plus stressées. Ceci indique que le déficit hydrique n’a pas affecté de fagon
similaire les deux parties de la plante.

Devant la contrainte hydrique imposée, on constate que la réduction de la masse végétative
concerne essentiellement la partie aérienne que le systéme racinaire. Ceci indique que la
plante consacre les disponibilités des facteurs de croissance pour la protection des racines
susceptibles d’assurer sa nutrition hydrique et minérale en situation de déficit hydrique. Cette
tendance serait favorable aux mécanismes de tolérance au déficit hydrique, alors qu’elle serait
pénalisante pour le maintien de la productivité de I’espéce dont I’expression est plus
conditionnée par la vigueur de la partie aérienne.

Le déficit hydrique semble induire une allocation préférentielle de biomasse vers les racines,
d’autant plus élevée que I’intensité du stress a été€ plus accentuée comme cela a été observe
chez diverses espéeces végétales (ALBOUCHI et al., 2000; BAJJI et al., 2000; THOMAS et
al., 2001).

Les stress hydrique sont responsables d’une perte de rendement de la biomasse végétale
estimée a 50% pour les cultures les plus répondues (VINCENT, 2007). lls constituent donc
des facteurs limitants non négligeables. Ces stress se traduisent par des changements
morphologiques, physiologiques, biochimiques et moléculaires qui affectent négativement la
croissance de la plante et sa productivité (BEN NACEUR et al., 2004 ; BOUZID et al., 2010).
La production de matiére seche est differemment affectée par les contraintes hydriques selon les
rhizobia (SAXENA et al., 1993) et le stade phénologique de la plante (ROY et al., 1995). Elle
se traduit par une baisse quand la contrainte hydrique est appliquée au stades végétatif et
floraison (OUNANE et al., 2003). Ainsi, BACHA (2002) sur pois chiche et HAMIDOU et al.
(2005) sur niébé montrent que le poids de matiére seche des plants témoins est plus important
que celui des plants stresses, ceci concorde avec nos résultats obtenus.

PURCELL et al. (1997) sur soja montre qu’une bonne production de matiére séche en
condition de deficit hydrique a eu comme conséquence I’attribution continue des
photosynthétats aux nodules qui ont prolongé l'activité de la nitrogénase.

Selon VIDAL et al. (1981) c’est le poids de matiére séche et non la hauteur qui est la plus
sensible aux contraintes hydriques. La sécheresse provoque une diminution importante de la
croissance de I’ensemble de I’appareil végétatif (AMRI — TILIOUINE, 2008).
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Des corrélations significatives et positives ont été obtenues entre la teneur relative en eau et le
poids sec de la partie aérienne, ainsi que la surface foliaire et le poids sec aérien avec
respectivement des valeurs (r = 0.776, r = 0.909). Ces corrélations positives confirment d’une
part ’étroite relation qui existe entre la surface foliaire et la production de biomasse et
d’autre part confirme aussi que le stress hydriqgue a réduit la surface active pour la
photosynthése et provoqué une réduction de la croissance.

Nos resultats de la biomasse séche, montrent généralement que le stress hydrique a un effet
négatif sur la croissance des plantes de la feve. Il est constaté que les valeurs les plus élevées
de la partie aérienne concernent la population Doucen, puis la variété Luz de otono. Cela est
peut étre du a leurs différences génotypiques qui conférent a chacune des caractéristiques

propres et lui permettent de s’adapter a des situations nouvelles et différentes du stress.

3.3. Effet du stress hydrique sur les caractéeres physiologiques et biochimiques
3.3.1. Pigments photosynthétiques
La teneur en pigments photosynthétiques est un facteur important dans la détermination du

taux de la photosynthese et de la production de la matiére seche (GHOSH et al., 2004).

Reésultats
Pour apprécier, I’effet de la contrainte hydrique sur les pigments chlorophylliens des
génotypes et populations étudiés, on a procedé au dosage des chlorophylles "a™ et "b" et

pigments caroténoides des feuilles des variétés et des populations testées.

-Chlorophylle a

L'analyse statistique des résultats révele que les variations du régime hydrique induisent des
différences trés hautement significative des teneurs en chlorophylle a (p<0,001). La nature du
génotype semble étre a I’origine d’une variation trés hautement significative (p<0,001).
L’interaction des deux facteurs d’étude exerce ¢également des variations de grandeurs
importantes sur ’expression de ce paramétre (p<0,001) (Annexe, Tab.7).

Les résultats dégages (Figure 11) indiquent que les déficits hydriques appliqués provoquent
une diminution des teneurs en chlorophylle a chez I’ensemble des génotypes et des
populations testés. Les teneurs en chlorophylle a affichées a ’échelle du traitement témoin
(SDH), oscillent entre 17,85 ug /g de MF inscrite par la population M'zeraa et 12,52 ug /g de
MF relevée chez le génotype Manouth. Sous conditions de déficit hydrique (ADHL1), les
réductions des teneurs en chlorophylle a constatée, sont comprises entre 21,02% (Luz de
otono) et 46,98% (Tolga).
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Les réductions des teneurs en chlorophylle a plus marquées en conditions de déficit hydrique
plus prolongé (ADH2). Dans ces conditions la population Doucen se distingue par la plus
faible réduction a une valeur de 39,92%, tandis que le génotype Manouth et la population
Tolga manifestent les plus importantes réductions a des taux de 67,17 % et 68,16 %
respectivement.
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Figure 11: Variations des teneurs en chlorophylle a chez les cing variétés et populations de

Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5

répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.

-Chlorophylle b

L’¢tude des résultats indique que la contrainte hydrique influe d’une maniére tres hautement
significative sur cette variable (p<0,001). Ceci prouve que les intensités de stress ont
provogqué des fluctuations de la teneur en chlorophylle b. Le facteur génotypique et
I’interaction entre les deux facteurs d’étude ont également un effet trés hautement significatif
sur la teneur en chlorophylle b (p<0,001) (Annexe, Tab.8).

Les résultats moyens obtenus (Figure 12) montrent que ’application progressive du déficit
hydrique provoque une nette régression de la teneur en chlorophylle b. A niveau du lot (SDH)

les fluctuations de la teneur en chlorophylle b oscillent entre une valeur maximale de 1’ordre
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de 5,75 ug /g de MF et une valeur minimale égale a 4,13 pg /g de MF notées respectivement

chez la population M’zeraa et la variété Luz de otono.

Les teneurs en chlorophylle b des variétés et des populations étudiées sont réduites de maniére

significative sous I’effet de la contrainte hydrique. Dans le lot ADH1, la population Tolga se

distingue parmi la collection conduite, par sa plus grande sensibilité au déficit hydrique en

inscrivant un taux de réduction de la valeur de cette caractéristique, de 41,14%. Alors que

dans les mémes conditions, la population Doucen s’avére plus résistante en inscrivant 22,34%

de réduction. En conditions de déficit hydrique plus prolongé (ADH2), les réductions des

teneurs en chlorophylle b sont plus prononcées. A ce niveau, la population Tolga se distingue

toujours parmi I’ensemble en inscrivant la plus grande réduction de ce paramétre avec un taux

de 63,92%, tandis que la population Doucen manifeste la faible réduction avec un taux

45,77%.
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Figure 12: Variations des teneurs en chlorophylle b chez les cing variétés et populations de

Vicia faba L. sous différentes traitements hydrigques. Chaque point représente la moyenne de 5

répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.

-Chlorophylle totale (chlorophylle a + chlorophylle b)

L’analyse des résultats dégagés montre que la teneur en chlorophylle totale a été affectée par

le manque d’eau de maniére trés hautement significative et proportionnelle a I’intensité du
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stress hydrique appliqué (p<0,001). La variabilité conduite influence de son coté I’expression
de cette variable (p<0,001). Des distinctions génotypiques sont constatées en réaction aux
régimes hydriques appliquées et qui se justifient par la présence d’une influence trés
hautement significative de I’interaction des deux facteurs quant a 1’¢laboration de ce
paramétre (p<0,001) (Annexe, Tab.9).

Les résultats moyens (Figure 13) montrent qu’a 1’échelle du traitement SDH, Les teneurs en
chlorophylle totale fluctuent entre des valeurs de 16,87 pg /g de MF (Manouth) et 23,6 ug /g
de MF (M’zeraa). Les teneurs en chlorophylle totale des variétés et populations étudiées sont
réduites de maniére significative sous I’effet de la contrainte hydrique. Dans le lot ADH1, la
teneur en chlorophylle totale diminue chez pratiquement 1’ensemble des génotypes et
populations conduits. Le génotype Luz de otono et la population Doucen se distinguent par les
plus faibles taux de réductions (21,69% et 19,89 % par rapport aux témoins respectifs). Dans
le traitement ADH2, I’ensemble des génotypes et des populations ont inscrit des réductions
notables de leurs teneurs en chlorophylle totale respectifs. Selon cette tendance, le génotype
Manouth et la population Tolga extériorisent les plus importantes réductions et a des taux
respectifs de 65,15% et 67,11%.

Traitement
hydrique
25.007 CIsDH
E ADH1
[l apHz
L1
-
=
o 20.00
=1
e
2
[
ol
o
Al
@ 15.00—
=
=
o
o
L=
o *
* 10.00 i
[T
=
a
[
L
=]
)
= 5.007
a
|—
0.00 f - ‘fi — f T
Luz de otono Manouth Doucen Tolga M'zeraa

Varietés/Populations
Barres d'erreur: +- 1 ES
Figure 13: Variations des teneurs en chlorophylle totale chez les cing variétés et populations
de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5

répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.
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-Caroténoides

L’analyse de la variance des résultats obtenus, démontre que la teneur en caroténoides est
sous une influence trés hautement significative, de la nature des génotypes et des populations
testés (p<<0,001), des traitements hydriques adoptés (p<0,001) et de leur interaction
(p<0,001). En effet, ’application des régimes hydriques déficients provoque une nette
réduction de la teneur en caroténoides et ce chez ’ensemble des génotypes et des populations,
a des degrés différents (Annexe, Tab.10).

Les résultats moyens obtenus (Figure 14) montrent qu’au niveau du traitement témoin (SDH),
les valeurs des caroténoides sont comprises entre 4,33 ug /g de MF (M’zeraa) et 2,45 ug /g de
MF (Manouth). A I’échelle du lot ADH1, Les génotypes et les populations de la collection ont
manifesté une réduction des teneurs en caroténoides, ou la population Tolga se distingue
parmi cet ensemble avec une réduction de 29,97%. L’application du déficit hydrique plus
sévére (ADH2), est accompagnée d’une nette réduction des valeurs des teneurs en
caroténoides, chez I’ensemble des génotypes expérimentés. Ces régressions ont atteint des
niveaux de 56,45% (Tolga) et 53,47% (Manouth). Par contre la population Doucen et la
variété Luz de otono semblent étre moins affectées par le stress hydrique, elles enregistrent
respectivement des réductions de 1’ordre de 35,25% et 35,85%.
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Figure 14: Variations des teneurs en caroténoides chez les cing variétés et populations de
Vicia faba L. sous différentes traitements hydrigques. Chaque point représente la moyenne de 5

répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.
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-Chlorophylle a / chlorophylle b

L’analyse des résultats obtenus, démontre que son expression est indépendante de traitement
hydrique appliqué (P>0,05). Les variations de la nature des genotypes et des populations
testés provoquent par contre des différences trés hautement significatives (p<0,001). Aucune
distinction significative n’est manifestée par les génotypes et les populations testés vis-a-vis
du déficit hydrique appliqué (p>0,05) (Annexe, Tab.11).

D’aprés les résultats (Figure 15) notés entre les lots SDH et ADH1, les génotypes et les
populations conduits se distinguent en deux groupes. Un premier groupe englobe les
génotypes dont le ratio Chlorophylle a / chlorophylle b est augmenté par ce déficit et qui sont
représentés par Doucen (4,47%), Luz de otono (4,21%). Le reste des génotypes ont manifesté
une reduction de leur ratio Chlorophylle a / chlorophylle b, M'zeraa (3,52%), Manouth
(6,87%) et Tolga (9,93%). L’intensification du déficit hydrique (ADH2), redimensionne les
génotypes en des comportements différents. Il existe celui regroupant les génotypes dont le
ratio Chlorophylle a / chlorophylle b a été réduit par le déficit hydrique, et on retient M’zeraa
(4,64%), Tolga (11,75%) et Manouth(19,32%). A 1’opposé, on distingue parmi la collection
des génotypes ayant un accroissement de leur ratio Chlorophylle a / chlorophylle b et sont

représentes par Doucen (10,77%) et Luz de otono (5,68%).
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Figure 15: Variations du ratio chlorophylle a / chlorophylle b chez les cing variétés et

populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la
moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.
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-Chlorophylle/ Caroténoides

L’analyse des résultats dégagés montre que le ratio chlorophylle/ caroténoides a été affecté
par le manque d’eau de maniere trés hautement significative et proportionnelle a I’intensité du
stress hydrique appliqué (p<0,001). La nature de la variabilité génétique conduite permet
également des différences trés hautement significatives d’expression de cette variable
(p<0,001). L’interaction entre les deux facteurs d’études influe de maniére hautement
significative sur 1’expression de ce parametre. Les variétés et les populations testées se
comportent de maniere divergente (Annexe, Tab.12).

L’application du déficit hydrique sous les deux traitements ADH1 et ADH2, provoque une
diminution de chlorophylle/ caroténoides chez I’ensemble des génotypes et des populations
testés. Cette réduction reste dépendante de I’intensité du déficit hydrique. Elle s’avere plus
marqué avec I’intensification du stress hydrique. Ainsi dans le lot ADH1, les réductions sont
limités par des valeurs extrémes enregistrées chez la population Doucen (3,55%) et la variété
Manouth (19,23%). En conditions de déficit hydrique plus persistant (ADH2), les réductions
sont encore plus importantes, chez 1’ensemble des génotypes et populations expérimentés. Les
valeurs génotypiques sont différentes et sont comprises entre 7,05% (Luz de otono) et
25,09% (Manouth) (Figure 16).
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Figure 16: Variations du ratio chlorophylle / caroténoides chez les cing variétés et

populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la
moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.
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Discussion

La teneur en pigments photosynthétiques dans les feuilles (chlorophylles et caroténoides) et
les ratios, tels que Chl a/ b et Chl/ Car sont de bons indicateurs pour la détection du stress et
de la tolérance des plantes audit stress (FOYER et al, 2002 ; DESINGH et KANAGARAJ,
2007). Nos résultats ont montré que le stress hydrique a induit une diminution significative de
Chl a, de Chl b (r=-0.837, r=-0.857) et de la concentration en caroténoides (r= -0.673) dans
les feuilles, en corroborant des résultats similaires (SMIRNOFF, 1993 ; FAROOQ et al.,
2009). Cette diminution notée peut étre due a une biosynthése tres faible de la chlorophylle ou
une décomposition rapide (dégradation) de la chlorophylle ainsi que des changements de
structure de la membrane des thylakoides (BACELAR et al., 2006).

D’aprés nos résultats, on peut noter que la variété Luz de otono et la population Doucen se
distinguent par une performance efficace sur le plan énergétique. Ceci suggeére que
I’élaboration des photosynthétats est liée au statut hydrique de la feuille de plants. Une fois
que les teneurs en chlorophylles (a), (b) et (a+b) établies pour les génotypes et les populations
étudies, il a été procéde au calcul du rapport Chl a/Chl b qui selon (GUETTOUCHE, 1990)
représente un indicateur de tolérance a la secheresse. En effet, selon ce méme auteur, les
variétés tolérantes a la sécheresse ont un rapport (Chl a/Chl b) plus élevé avec une coloration
plus pale du feuillage, que les variétés moyennement tolérantes. Les cultivars sensibles sont -
quant a eux- caractérisés par un rapport (Chl a/Chl b) faible. D’aprés nos résultats, le ratio
(Chl a/Chl b) est plus élevé pour le génotype Luz de otono et la population Doucen que pour
les autres.

Le ratio Chl/Carot a été significativement affectée par le stress hydrique (r= -0.463). Ce
résultat peut étre expliqué par une décomposition plus rapide de la chlorophylle (source
potentielle des ERO) que les caroténoides (piégeurs des ERO) et utilisé comme un indicateur
précoce de la chlorose des plantes sous stress hydrique en révélant un besoin accru pour la
photoprotection de la chlorophylle par les caroténoides (BACELAR et al., 2006). En fait, il
est bien documenté que les fonctions de caroténoides autres que la capture de la lumiére
comprennent la photoprotection en protégeant les systéemes photosynthétiques contre les
dommages de photoinhibition causés par I'oxygene singulet (102), qui est un produit de I'état
triplet excité de la chlorophylle (ZHANG et al., 2008) . Par hypothese, la perturbation des
ratios de pigments photosynthétiques pourrait conduire a une production accrue des ERO, et

par conséquent, les ERO peuvent dépasser la capacité de piégeage des caroténoides dont
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certains agissent comme des piégeur directs des ERO produites par la chlorophylle
(FAROOQ et al., 2009 ; KHOLOVA et al., 2011).

3.3.2. Accumulation de la proline

Résultats

L’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif du stress hydrique (P <
0,001) sur ’accumulation de la proline, des différences entre les variétés et les populations
sont trés hautement significatives. Aussi, I’interaction entre les deux facteurs est tres
hautement significative (P < 0,001) (Annexe, Tab.13)

Les niveaux de stress hydrique appliqués ont induit une augmentation notable des teneurs en
proline dans les feuilles (Figure 17). En effet, plus le niveau de la contrainte hydrique
appliqué augmente plus les teneurs en proline deviennent plus marquees. Les teneurs
maximales en proline sont accumulées au niveau de traitement ADH2. La population Doucen
et la variéte Luz de otono ont accumulé respectivement les plus fortes teneurs, soit 163,43 g
/g de MF et 152,15 ug /g de MF, suivies des populations M’zeraa (118,47 ug /g de MF),
Tolga (117,24 ug /g de MF) et la variété Manouth (112,23 ug /g de MF).
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Figure 17: Variations des teneurs en proline chez les cing variétés et populations de Vicia
faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions.

Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.
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Discussion

En condition de déficit hydrique, une corrélation positive et significative (r=0,870) est notée
entre la contrainte hydrique et la teneur en proline. En effet le déficit hydrique appliqué
augmente considérablement la teneur en proline. Ces résultats se confirment par plusieurs
chercheurs sur différentes types de plantes, tel que le blé dur (NOURI, 2002 ; MORSLI,
2010), le thé (CHAKRABORTY et al., 2002) et la feve (BOUSBA, 2001).

L’examen de la réponse biochimique du contenu de proline dans les feuilles, montre que
I’accumulation de cet acide aminé est variable d’une variété a une autre ; la variété Luz de
otono et la population Doucen accumulent plus de proline que les populations M’zeraa, Tolga
et la variété Manouth , ce qui semble confirmer, du point de vue tolérance, la supériorité de la
variété Luz de otono et la population Doucen par rapport aux autres.

Nos resultats sont conformes avec d’autres recherches faites par AZZOUZ (2009) et
CHAHBAR (2011). La proline est un acide aminé libre considéré comme biomarqueur de
stress. Les geénes impliqués dans la synthése d’osmoprotectants comme ce dernier, sont
surexprimés sous 1’influence du stress (ZHU, 2002). Ces osmoprotectants sont des solutés du
métabolisme cellulaire qui protegent les plantes contre les différents stress abiotiques, par le
réajustement osmotique, ce qui maintient la turgescence cellulaire et I’absorption hydrique
dans des conditions hyperosmotiques. En effet, I’accumulation de la proline dans le systéme
racinaire et foliaire des plantes est parmi les manifestations les plus remarquables induites par
le stress hydrique. Cette accumulation est sans doute due a une perturbation du métabolisme
et/ou d’un processus de stockage de I’azote nécessaire a la survie de la cellule. La présence de
la proline dans les feuilles est souvent corrélée avec la capacité des plantes a survivre en
condition de stress (RADHOUANE, 2013 ; SUZUKI et al., 2014).

Par ailleurs, ’accumulation de solutés compatibles, tels que la proline en réponse aux stress
hydrique chez les plantes, est suggérée de se produire principalement dans le cytosol pour
équilibrer le potentiel osmotique de la vacuole ou principalement les solutés non- compatibles
(par exemple des ions inorganiques) sont sequestrés (CLAUSSEN, 2005).

L’accroissement du niveau de la proline est une réponse commune des plantes stressees,
rapporté par ERASLAN et al., (2012) et RIVERO et al. (2014)

Cependant, I’augmentation de la teneur en proline dans les organes de la plante peut étre due a
I’expression des genes codant des enzymes clés de la synthése de la proline Pyrroline-5-
carboxylate (P5C) et une faible activité des enzymes oxydants (proline déshydrogénase) qui est

contr6lée par les stress osmotique (RIVERO et al., 2014).
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Chez les plantes tolérantes, les processus déclenchés par les premiers signaux impliquent des
contrdles de la transcription activant les mécanismes de réponse au stress qui maintiennent ou
rétablissent I’homéostasie, facilitent la rétention d’eau, protégent le chloroplaste et I’intégrité
de la membrane cellulaire (VINOCUR et ALTMAN, 2005).

Cependant, TRINCHANT et al. (2004) et VERDOQY et al. (2006) ont établit que la synthese
de la proline se fait essentiellement chez les plante au niveau des tiges et feuilles. Elle est
ensuite transportée vers les autres organes de la plantes ainsi que les nodules via des
transporteurs spécifiques a la proline dont I’activité est induite par le stress hydrique. Ceci
impliquerait un réle important de la proline dans la préservation de I’activité nitrogénasique
des nodules sous stress osmotique.

Des précédents résultats, nous avons constaté que parallelement a I’augmentation de la teneur
en proline foliaire, une baisse des teneurs en pigments chlorophylliens totaux a été remarquée
sous I’effet du stress hydrique. Ceci est confirmé par une corrélation négative et significative
(r = - 0,666). Ce résultat suggere ’existence d’une connexion entre les voies de biosynthese
des pigments chlorophylliens et de la proline. Une compétition entre ces deux composés sur
leur précurseur commun, le glutamate, peut étre a I'origine de cette évolution (GRENNAN,

2006).

3.3.3. Accumulation des sucres solubles

Reésultats

La contrainte hydrique dans sa globalité a induit une augmentation des teneurs en sucres
solubles chez les variétés et les populations testées (Figure 18). En effet, au fur et a mesure
que le stress hydrique devient sévere, les plantes enregistrent des teneurs en sucres solubles
trés élevés.

L’étude statistique des résultats obtenus, montre que les variations des teneurs en sucres
solubles varient significativement en fonction, des génotypes et populations testés (p<0,001)
et des régimes hydriques appliqués (p<0,001). L’interaction de ces deux facteurs permet
également des variations hautement significatives des résultats de ce paramétre (Annexe,
Tab.14).

A I’échelle de traitement témoin (SDH), la haute valeur est marquée par la population Tolga
de I’ordre de 117,56 pg /g de MF et la faible valeur est donnée par le génotype Luz de otono
de I’ordre de 85,23 ug /g de MF.

Au niveau du traitement plus sévere ADH2, Les quatre variétés ont enregistrées des
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augmentations de 43,01%, 45,99%, 52,76%, 65,94 et de 68,28% respectivement chez les
variétés et les population Tolga, Manouth, M’zeraa ,Luz de otono et Doucen par rapport aux
témoins.
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Figure 18: Variations des teneurs en sucres solubles chez les cing variétés et populations de

Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5

répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.

Discussion

Lors de notre travail, les traitements hydriques imposés ont induit une accumulation des
sucres solubles (r=0,825) et pratiquement chez toutes les variétés et les populations testées.
Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par CHAKHCHAR (2015) ; les principaux
sucres accumulés sous stress sont le glucose, le fructose, le saccharose (HARE et al., 1998).
Le stress altere la compartimentation en faveur de la synthese du saccharose qui est attribuée
d’une maniére exclusive a I’activation du saccharose phosphate synthétase (SPS) par une
phosphorylation réversible des protéines (MASTRANGELO et al., 2000)

Depuis longtemps, il est connu que le taux des sucres augmente considérablement chez les
plantes soumises aux différents types de stress. Cela a été vérifié par LAZALI (2009) chez
L’arachide sous différents stress hydriques, par MORSLI (2010) chez le blé suite a un déficit

hydrique. Ceci concorde bien avec nos résultats.
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Les sucres ont un double role chez les plantes, ils sont impliqués dans divers événements
métaboliques et dans la régulation de divers genes en particulier ceux qui sont responsables de
la photosynthése, du métabolisme du saccharose et de la synthése d’osmoprotecteurs
(GUPTA et KAUR, 2005).

Chez les plantes, les sucres sont nécessaires pour soutenir la croissance et la régulation de
I'expression génique (HO et al., 2001). Ils sont également considérés comme de bons
osmorégulateurs (BOUATROUS, 2013) qui peuvent jouer un rdle important dans
I’ajustement osmotique et I’adaptation des plantes au stress osmotique (CHAIB et al., 2015).
Selon BOUATROUS (2013), les sucres solubles protégeraient les membranes contre la
déshydratation, I'état de déficit hydrique contribuerait en grande partie a l'abaissement du
potentiel osmotique.

Les sucres solubles agissent comme molécules de signalisation en situation de stress
(CHAVES et al., 2009). Les sucres solubles ont un double réle chez les plantes, ils participent
aux evénements métaboliques et agissent comme signaux moléculaires pour la régulation des
différents génes, en particulier ceux qui sont impliques dans la photosynthese, le métabolisme
du saccharose et de la synthese d'osmolyte (ROSA et al., 2009). L'accumulation des sucres est
suggerée comme indice de résistance au stress hydrique (MUNNS et al., 2006).
L’accumulation de sucres solubles s’est démontrée fortement corrélée a l'acquisition de
tolérance a la sécheresse chez les plantes. Dans notre étude, la plus forte accumulation de
sucres solubles a été enregistrée chez la variété Luz de otono et la poupulation Doucen ce qui
suggere a étre associes a une forte tolérance a la sécheresse par rapport aux autres génotypes
et populations.

Similairement au proline, I'accumulation des sucres en réponse a la sécheresse est également
tres bien documenté (AZZOZ. 2009; BEN AHMED et al., 2009; LABDELLI. 2011;
TELLAH, 2016).

Une corrélation significative et négative a été obtenues entre 1’accumulation des sucres
solubles et la production de la biomasse séche aérienne (r=-0,704). Cette corrélation confirme
I’étroite relation qui existe entre ’accumulation des sucres et la diminution de la croissance
sous stress hydrique. En effet, AZCON BIETO (1983) a rapporté que les faibles taux de
carbone assimilé et la diminution des poids sec sont liés a I’accumulation des sucres solubles

chez de nombreuses espéces végétales.
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3.3.4. Teneurs en protéines

Le choix de ce parametre métabolique est reconnu comme un bon indicateur de 1’état
physiologique de la plante (DOGANLAR et al., 2010).

Résultats

L’analyse de la variance a montré un effet trés hautement significatif du stress hydrique (P <
0,001) sur la teneur en protéines des variétés et population étudiées, les différences entre les
variétés et I’interaction entre les deux facteurs sont tres hautement significatives (Annexe,
Tab.15).

L’observation des résultats moyens (Figure 19) témoigne d’une diminution des teneurs en
protéines en fonction de I’intensité du stress appliquées. Dans les deux lots ADH1 et ADH2,
la population Tolga se distingue par leur plus grande sensibilité au deficit hydrique en
inscrivant des taux de reduction de 44,64% et 57,47%, alors que dans les mémes conditions,

le génotype Luz de otono s’avere plus résistant en inscrivant 19,08% et 25,98% de réduction.
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Figure 19: Variations des teneurs en protéines chez les cing variétés et populations de Vicia
faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions.
Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.
Discussion
Les résultats de la présente étude ont montré une diminution des protéines en fonction du

stress hydrique avec un coefficient de corrélation significatif et négatif (r=-0,724).
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Cette diminution est peut étre due a un ralentissement de la protéosynthése ou a I’hydrolyse
des proteines riches en proline (BLAHA et al., 2000), suite a une diminution importante de la
photosynthése (LEE et al., 2004).

D’aprées TRINCHANT et al. (2004) ainsi que ASHARF et IRAM (2005) le déclin en
protéines solubles foliaire est 1ié a I’augmentation de la proline foliaire. Ceci conforte nos
résultats qui montrent une corrélation négative entre les taux de proline et de protéines foliaire
(r=-0,504); ’augmentation de la proline foliaire est corrélée a la diminution des protéines
soluble foliaire.

Une corrélation positive et significative a été obtenue entre les teneurs en protéines et la
biomasse séche aérienne (r = 0,748). Cette corrélation montre que les teneurs en protéines et

la biomasse totale suivent la méme évolution.

3.4. Effet du stress hydrique sur les caractéres symbiotiques

3.4.1. Nombre des nodules

Reésultats

L’analyse de la variance montre que le stress hydrique entraine une baisse tres hautement
significative du nombre des nodules (p < 0,001) chez toutes les variétés et les populations.
L’effet variété et I’interaction entre les deux facteurs sont également trés hautement
significatifs (Annexe, Tab.16).

Chez les plants témoin, le nombre des nodules la plus élevee est enregistrée chez la variété
Luz de otono avec 92,2 nodules / plant, alors que la plus faible est observée chez la variété
Manouth avec 60,2 nodules / plant.

Les résultats (Figure 20) montrent que le nombre des nodules par plante diminue
significativement pour les variétés et les populations avec ’augmentation du stress hydrique.
Le stress modéré (ADH1) entraine une baisse des nombre des nodules par plante de 29,88%,
31,02% et 46,59% chez M’zeraa, Luz de otono et Tolga respectivement. La variété Manouth
semble étre la plus affectée (49,50% de réduction), contrairement a la population Doucen
moins sensible (23,72% de réduction).

Dans le traitement ADH2, le nombre des nodules est fortement réduit pour toutes les variétes
et les populations comparativement au témoin, des taux de réductions de 51,60%, 53,55%,
59,44%, 69,44% et 71,31% ont été enregistrés respectivement chez Doucen, M’zeraa, Luz de

otono, Manouth et Tolga.
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Figure 20: Variations du nombre des nodules par plant chez les cing variétés et populations

de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5

répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.

3.4.2. Poids sec des nodules

Reésultats

La mesure de la biomasse seche des nodules est considérée comme le parameétre le plus faible
pour évaluer le taux de nodulation d'une légumineuse.

L’analyse de la variance montre que le stress hydrique entraine une baisse tres hautement
significative (P < 0,001) de la biomasse seche des nodules des variétés et des populations
testées. L’effet variété et ’interaction variété x traitement hydrique sont également tres
hautement significatifs (Annexe, Tabl7).

La figure 21 montre que le stress hydrique induit une diminution du poids sec des nodules
chez les cing variétés et populations testées. Chez les plants témoin, La population Doucen et
la variété Luz de otono enregistrent la plus forte biomasse seche nodulaire (0,83 et 0,69 g/
plant respectivement).

En condition de stress modéré (ADH1), des baisses significatives de 31,33%, 36,25%,
43,10%, 46,77% et 54,35% ont été enregistrées chez Doucen, Luz de otono, Manouth,

M’zeraa et Tolga respectivement.

MOUFFOK Ahlem | Doctorat en Sciences

65



Etude de la symbiose a rhizobia chez la feve (Vicia faba L.) et la Luzerne (Medicago sativa | CHAPITRE 11

L.) cultivée sous contrainte hydrique : aspects morpho-physiologiques et agronomiques

En condition de stress sévere (ADH2), les populations M’zeraa et Tolga semblent étre les
plus affectées, elles enregistrent respectivement des baisses de 80,65% et 82,61% par rapport

aux témoins respectifs.
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Figure 21: Variations du poids sec des nodules par plant chez les cing variétés et populations

de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5

répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.

3.4.3. Teneurs en leghémoglobine

Reésultats

L’analyse de la variance montre que le stress hydrique entraine une baisse trés hautement
significative (P < 0,001) des teneurs en leghémoglobine des variétés et populations testées.
L’effet variété et D’interaction entre les deux facteurs sont également trés hautement
significatifs (Annexe, Tab.18).

Les résultats obtenus montrent que le teneur en leghémoglobine diminue significativement
pour les cing variétés et populations en présence du stress hydrique (Figure 22). Dans le lot
ADH1, une réduction de 68% et 31,25% est observée chez Tolga et Luz de otono.

En présence de stress sévére, des baisses maximales de 86% et 91,67% ont été observées chez
la population Tolga et la variété Manouth respectivement, contre une baisse de 70% chez la

population Doucen.
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Figure 22: Variations des teneurs en leghémoglobine des nodules chez les cing variétés et

populations Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chague point représente la

moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.

Discussion

L’effet du stress hydrique se traduit par une réduction du nombre et du poids sec des nodules
chez les variétés et les populations (r=-0,844, r=-0,862). Les résultats obtenus montrent une
réduction du poids sec plus importante que celle du nombre de nodules chez les variétés et les
populations testées, indiquant ainsi que I’inhibition du stress ne concerne pas uniquement le
processus de la nodulation mais également sur la croissance nodulaire.

La réduction du nombre et du poids sec des nodules est associée également a une diminution
des teneurs en leghémoglobine, plus importante chez la variété Manouth et la population
Tolga.

La sensibilité de la fixation de I’azote au déficit hydrique a été montrée par plusieurs auteurs,
notamment chez I’arachide (Lazali, 2009; TELLAH, 2016), le cowpea (VENKATESWARLU
et al., 1989 ), le soja (SINCLAIR et al., 2007 ), la feve ( GUERIN et al ., 1990) et chez le
pois-chiche (OUNANE et al., 2004).

Il est cependant admis que le facteur majeur qui induit des changements dans I’activité

nitrogénase est la concentration d’oxygene libre a I’intérieur du nodule (OUNANE et al., 2005).
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En effet, I’augmentation de la teneur en oxygene de I’atmosphére entourant les nodosités sous
I’effet du stress hydrique peut s’expliquer par le fait que la privation d’eau provoque la
plasmolyse des cellules corticales et leur tassement, augmentant ainsi la résistance a la
diffusion de I’oxygene vers les bactéroides fixateurs (GUERIN et al., 1990). De ce fait, la
capacité des nodules pour réaliser la phosphorylation oxydative, indispensable au
fonctionnement de la nitrogénase se trouve limitée (DREVON et al., 1994).

D’autres travaux montrent que chez les plantes exposées a un stress hydrique modéré, les

nodules ne sont pas limitées uniquement par O2 mais également par une limitation

metabolique (DIAZ DEL CASTILLO et al., 1994). Une explication alternative pour la
diminution de la fixation d’azote sous la sécheresse est une offre réduite de carbone aux
bactéroides (SERRAJ et al., 2004; LADRERA et al., 2007).

La limitation de la fixation symbiotique de ’azote pourrait étre due également a la diminution
des photosynthétats fournis par les feuilles pour les nodules et/ou a la réduction des substrats
pour la respiration des bactéroides (LOPEZ et al., 2008). Ceci est démontré par des
correlations positives et significatives obtenues entre le nombre des nodules et les teneurs en
chlorophylle totale ainsi que entre le poids sec des nodules et les teneurs en chlorophylle
totale, aussi entre leghémoglobine et les teneurs en chlorophylle totale avec respectivement
des valeurs (r= 0,881, r= 0,837, r= 0,756).

3.5. Efficacité d’utilisation de la symbiose rhizobienne

Afin d’analyser plus précisément les relations entre la nodulation et la croissance des
génotypes et des populations testés, les coefficients de corrélation entre la biomasse seche
aérienne et le poids sec des nodules sont calculés pour chaque génotype, avec la pente de
régression pour une estimation de l'efficience de l'utilisation de la symbiose rhizobienne
(EURS) (Figure 23). Ainsi le poids sec des parties aériennes et le poids sec des nodules
obtenus sont illustrés dans la figure 24.

L’analyse des régressions linéaires illustrées dans la figure 23 révéle une relation positive
entre la biomasse seche aérienne et le poids sec des nodules. En effet, les données révelent des
différences entre les variétés et les populations expérimentées.

Les résultats obtenus montrent que la biomasse seche aérienne augmente avec I’augmentation
du poids sec des nodules chez tous les génotypes et les populations. La biomasse séche

aérienne et le poids sec des nodules montrent une corrélation significative chez les génotypes
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et les populations testés, avec des valeurs : r’= 0,949 (M’zeraa); r’= 0,922 (Tolga); r’>= 0,908
(Luz de otono); r>= 0, 892 (Doucen) et r>= 0,885 (Manouth).

L’analyse des résultats en termes d’EUSR montre une variation significative qui semble
dépendante des genotypes et des populations. La pente des régressions (Figure 23) a permis
de classer les variétés selon ’EUSR comme suit : Tolga < Manouth < M’zeraa < Luz de
otono< Doucen. En effet, la population Doucen s’est montrée la moins affectée par le stress
hydrique, suivie du génotype Luz de otono. Ce qui semble confirmer, du point de vue
tolérance, la supériorité de ces deux especes par rapport aux autres. Une tolérance qui s’est
traduite par une meilleure production de matiére séche. La population M’zeraa et les
génotypes Manouth et Tolga sont plus sensibles au stress hydrique. Ce résultat est justifié
par la grande réduction de la biomasse séche de ces espéces sous contrainte hydrique (Figure
24).

La pente des régressions peut étre considérée comme un indicateur de l'efficacité de la
fixation symbiotique de 1’azote dans la croissance de la plante. Puisque cette pente indique le
bénéfice de I'accumulation de la maticre séche résultant d'une augmentation de I’activité de la
fixation d’azote.

Plusieurs études ont montré que le poids sec des parties aériennes est un bon indicateur de
I’efficacité de la symbiose rhizobienne. Il y a une bonne corrélation entre la production de la
matiére séche et la capacité des 1égumineuses a fixer 1’azote atmosphérique (PEUPLES et al.,
2002 ; UNKOVICH et al., 2010 ; OUSLIM, 2016)

AOUANI et al.(2003) aient indiqué aussi l'existence d'une corrélation significative entre le
nombre de nodules et la croissance végétale chez le pois chiche (Cicer artietinum). Aussi une
corrélation significative apparait entre la croissance et la nodulation chez I’haricot (DREVON
et al., 2003).

Les corrélations significatives des cing génotypes et populations montrent que les biomasses
aériennes sont corrélées avec les biomasses nodulaires ce qui signifie que ces génotypes ont
eu recourt a la fixation symbiotique d’azote pour satisfaire leurs besoins en azote. Cependant,
la population Doucen et le génotype luz de otono ayant des biomasses de nodosités et des
parties aériennes plus importantes sont capables de fixer mieux I’azote que la population

M’zeraa et les génotypes Manouth et Tolga, sous contrainte hydrique.
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Figure 23 : Corrélation entre la croissance et la nodulation chez les cing variétés et populations de
Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques.
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Figure 24 : Variations du poids sec des parties aériennes et le poids sec des nodules chez les

cing variétés et populations de Vicia faba L. (a) sous différentes traitements hydriques (b)
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3.6. Analyse en composantes principales des résultats

Pour effectuer une analyse exploratoire des relations possibles entre les variables, nous avons
réalisé une analyse en composante principale (ACP) afin d’obtenir une projection de variables
sur le plan factoriel 1x2 (Figure 25) , et pour déterminer la nature et le degré de divergence
entre les cing variétés et populations de la feve vis- a-vis de la tolérance au stress hydrique
(Figure 26). L'analyse en composantes principales a été réalisée sur I'ensemble des caractéres
étudiés chez la feve, les individus sont les cing variétés et populations, pour lesquelles nous
disposions de données complétes pour toutes les variables retenues.

La qualité globale de la présentation sur le plan factoriel est mesurée par le pourcentage de
I'inertie totale (du nuage initial) projetée sur le plan factoriel, soit ici: 83,6 % (70,6% pour
I’axe 1 et 13 % pour ’axe 2). Ce pourcentage, eleve, est toutefois lié a un nombre de variables
important et liées entre elles. Cela signifie que 83,6 % de la variabilité des donnees est
exprimée sur le plan principal. Le premier axe, en particulier, est largement prépondérant
(70,6 % a lui seul).

La Figure 25 montre que la plupart des variables étudiées sont projetées c'est-a-dire bien
représentees sur le plan factoriel 1x2 (car la pointe des fleches est proche du cercle de
correlation). Ce résultat est attendu compte du pourcentage d'inertie associé au plan.

La plupart des variables sont corrélées fortement avec le premier facteur. Les variables Prot
(Teneurs en protéines), TRE (Teneur relative en eau), Legh (Teneurs en leghemoglobine), HT
(Hauteur de la tige), SF (Surface foliaire), PSN (Poids sec des nodules), NN (Nombre de
nodules), Chl T (Chlorophylle totale), Chl a (Chlorophylle a), PSA (Poids sec de la partie
aérienne), PSR (Poids sec de la partie racinaire), Chl b (Chlorophylle b), Carot (Teneurs en
caroténoides) sont corrélées positivement (les variable sont bien projetées et I'angle entre les
variables pris deux a deux est proche de 0 donc le cosinus de l'angle est proche de 1). Ces
variables sont corrélées négativement avec la SS (Teneur en sucres solubles), la Prol (Teneur
en prolines) et le PSR/PSA (Rapport Poids sec de la partie racinaire/ Poids sec de la partie
aérienne).

La projection des points moyens des variétés et des populations étudiées sur le plan défini par
les axes 1 et 2 a montré leur réponse au stress hydrique en fonction des parametres étudiés
(Figure 26). Trois regroupements plus homogénes, d’une part entre la variété Manouth et la
population Tolga et d’autre part, entre la variété Luz de otono et la population Doucen. Ces

derniers confirment le méme comportement de tolérance ou de sensibilité au stress
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hydrique chez chaque couple de variétés homogenes. Le troisieme groupe comprend la

population M’zeraa,
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Figure 25: Analyse en composantes principales représentant le cercle des corrélations entre

les différents parametres en fonction des traitements hydriques chez la feve.

Damd (70.6%)

Figure 26: Représentation graphique de la distribution spatiale des variétés et des populations
chez la féve dans les plan 1-2 d’une analyse en composantes principales sous les différents

traitements hydriques.
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3.7. Analyse canonique discriminante des résultats

Une analyse canonique discriminante (ACD) a été réalisée en utilisant 1’ensemble des
caracteres étudiés (18 variables) comme des facteurs prédictifs de lI'appartenance a un groupe
de diagnostic. Ce groupe correspond aux cing génotypes et populations de Vicia faba L.
étudiés dans notre travail de recherche.

Les résultats de I'ACD ont confirmé I'existence de différences dans les caractéristiques
globales des génotypes et des populations. La statistique Lambda de Wilks (L) a révélé une
signification statistique trés importante de ce modéle (A = 0,000). Ainsi, la statistique F (de
Fisher-Snedecor) calculée a également indiqué une trés bonne signification (P <0,001) pour le
modéle (Tableau I1).

Quatre fonctions discriminantes (FD) ont été établies correspondant a 46,8%, 30,1%, 5,3% et
2,3 % de la variance totale. Le test x2 (Khi-deux) a montré pour 1’analyses (ACD) un pouvoir
discriminatoire tres important concernant les quatre fonctions (P <0,001). Les valeurs propres
relatives aux deux premieres fonctions (40,98 et 26,24 pour FD1 et FD2, respectivement) ont
expliqué ensemble la portion la plus grande de la variance totale (96,5%), et leurs corrélations
canoniques (ou coefficients de corrélation canonique) sont : r1 = 0,988 et r2 = 0,982 (Tableau
).

Le diagramme de dispersion bidimensionnels (2D) de l'espace discriminant (parcelle
canonique) par rapport aux deux fonctions discriminantes relatives aux caractéres étudiés
(Figure 27) montrent une bonne séparation entre les génotypes et les populations de Vicia
faba L. étudiés. En ce qui concerne I’ACD (Figure 27), la séparation horizontale a été assurée
par la premiére FD. Cette derniere quantifie le degré par lequel tous les génotypes et les
populations different dans leurs caractéres étudies. Ce résultat est relatif aux différences
enregistrées entre les génotypes et les populations dans leur tolérance au stress hydrique. La
population Tolga a été particulierement séparée de tous les autres génotypes et populations par
la FD1. Compte tenu de la deuxiéme FD, la population Doucen a été clairement distingués des
autres variéetes et populations.

L’analyse factorielle discriminante (analyse canonique discriminante) a montré que le
génotype Doucen est clairement distingués des autres génotypes et populations par une
faible diminution de la TRE, de PSA, Chl T et Chl a/Chl b de PSN sous stress hydrique, et
une augmentation significative en proline. Les caractéres suivants: TRE, PSA, Chl T, Chl
a/Chl b, PSN et Prol peuvent étre recommandés dans les programmes de sélection pour

sélectionner des plants a partir des génotypes et populations tolérants a la sécheresse.
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CHAPITRE 11

Tableau Il: Résultats de test Khi-deux pour la signification des fonctions discriminantes
issues de I’analyse canonique discriminante pour 1’ensemble des caracteres étudiés chez les
cing variétés et populations de Vicia faba L.

Test de la ou des | Lambda de | Khi-deux ddl p-Signification
fonctions Wilks
Dela4 0,000 732,016 56 0.000
De2a4 0,000 490,965 39 0.000
De3a4 0,014 277,572 24 0.000
4 0,246 90,575 11 0.000
Tableau Ill: Caractéristique des fonctions discriminantes issues de I’analyse canonique
discriminante pour I’ensemble des caracteres étudiés chez les cing variétés et populations de
Vicia faba L.
Fonction Valeur propre | % de la variance % cumulé Corrélation
canonique
1 40,982 46,8 46,8 0,988
2 26,342 30,1 76,9 0,982
3 17,159 19,6 96,5 0,972
4 3,073 3,5 100,0 0,869
Fonctions discriminantes canonigues
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Figure 27: Espace discriminant bidimensionnel illustrant la répartition des variétés et des
populations de Vicia faba L. étudiées suivant le gradient de la variance de deux fonctions
discriminantes issues de I’analyse canonique discriminante (ACD)
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3.8. Regroupement des cing variétés et populations de Vicia faba L.
L'analyse de dendrogramme (figure 28) indique que les variétés et les populations testées se

partagent en trois groupes distincts :

- Le premier groupe comprend la population et le génotype tolérants au déficit
hydrique : Doucen et Luz de otono .

- Le deuxiéme groupe contient la population et le génotype sensibles au déficit
hydrique : Manouth e Tolga

- Le troisiéme groupe renferme la population M’zeraa qui est intermédiaire entre les

deux groupes.

Dendrogramme
Tolga
Manouth
M'zeraa
Luz de otono
Doucen
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Figure 28: Dendrogramme représentant le regroupement des variétés et des populations de

Vicia faba L. sous les différents traitements hydriques.
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4. Conclusion

Une approche intégrée combinant des mesures morphologiques et des analyses
physiologiques, biochimiques et symbiotiques a été adoptée pour étudier les réactions et le
comportement de Vicia faba L. face au stress hydrique. D’apreés les résultats obtenus de cette
expérience en pots, des différences entre les génotypes et les populations ont été enregistrées
dans l'état hydrique de la feuille, les caractéres morphologiques, la teneur en pigments
photosynthétiques, I’accumulation d’osmoprotecteurs, la teneur en protéines et les caracteres
symbiotique entre les cinq génotypes et populations. Ainsi, I’effet de I’intensité de la
contrainte hydrique a été mis en évidence chez la féve. Des interactions génotypes x
traitement hydrique ont été montrées hautement significatives pour certains caracteres. Nous
avons également établi des corrélations entres les caractéres qui s’interférent entre eux chez la
plante. Les présents résultats suggerent que I'effet génétique est tres evident, parce que c'était
les mémes conditions environnementales, par conséquent, les variations observées dans les
réponses morphologiques, physiologiques, biochimiques et symbiotiques pourraient étre liees
a des différences génétiques. Face a un stress hydrique, les réponses genotypiques sont
diversifiées : Elles sont soit I’expression d’un ajustement osmotique, a travers une teneur
¢levée en eau, soit I’accumulation d’osmoprotecteurs importante telle que la proline ou soit
d’un surcolit énergétique représenté par les teneurs pigmentaires chlorophylliennes. A la
lumiere de nos résultats, nous pouvons suggérer I'ordre suivant des génotypes et populations,
en termes de la tolérance a la sécheresse : Doucen > Luz de otono> M’zeraa>Manouth>Tolga.
La meilleure performance de la symbiose chez la population Doucen et La variété Luz de
otono sous contrainte hydrique, semble étre principalement déterminée par la tolérance de la
Iégumineuse héte et son interaction avec la souche de rhizobia. Les traits suivants: TRE, PSA,
Chl T, Chl a/Chl b, Prol, PSN et EURS peuvent étre recommandés dans les programmes de
sélection pour sélectionner des plants a partir des génotypes et populations tolérants a la

sécheresse.
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CHAPITRE 11l : EFFETS DU STRESS HYDRIQUE SUR LA CROISSANCE ET LA
SYMBIOSE A RHIZOBIA CHEZ CINQ VARIETES ET POPULATIONS DE
MEDICAGO SATIVA L.

1. Introduction

L’eau est un élément vital pour la croissance et le développement des plantes, dans la mesure
ou elle conditionne leurs activités physiologiques et métaboliques. Elle est le vecteur des
éléments nutritifs de la plante (RIOU, 1993). Sa carence peut affecter la croissance, elle est,
de ce fait, le principal facteur limitant de la production végétale dans les régions arides et
semi-arides. Le manque d’eau induit, chez les plantes stressées, une diminution du contenu
relatif en eau et une réduction significative de la production de biomasse totale (ALBOUCHI
et al., 2000) concomitante a une réduction de la croissance en diameétre et en hauteur des tiges
(THOMAS et GAUSLING, 2000). Le stress hydrique impose le plus souvent une diminution
de la croissance accompagnée, au niveau cellulaire, d’une diminution du nombre de
polysomes, d’un ajustement osmotique, d’une modification de I’extensibilité des parois et
d’une altération des métabolismes carboné et azote. Cette diminution est suivie par une
réduction de la photosynthése due a lI'accumulation de I’ABA, a la fermeture des stomates et
aux dommages causés aux thylakoides (TARDIEU et al., 2000 ; LIZANA et al., 2006 ;
MARTINEZ et al., 2007). La réduction de I’activité photosynthétique induit le plus souvent
une baisse de la production économique (CONDON et al., 2002). Cependant, I’importance de
ces effets varie selon ’espéce et I’intensité du stress hydrique subi.

La capacité d’évaluer quantitativement les performances des plantes cultivées subissant un
stress hydrique est trés importante au niveau des programmes de recherche qui visent la
réhabilitation et I’amélioration de la production dans les régions arides et semi-arides (INRA,
2000).

De ce fait I’amélioration de la résistance aux stress abiotiques a été depuis longtemps un des
principaux objectifs de ’amélioration des plantes. De nombreuses études ont été conduites
pour mieux comprendre les mécanismes impliqués et identifier les caracteres qui peuvent étre
utilisés comme critéres de sélection de la tolérance (BAJJI et al., 2001; FLEURY et al., 2010;
RICHARDS et al., 2010).

La luzerne (Medicago sativa L.) est la légumineuse fourragere la plus répandue et la plus
cultivée dans le monde, grace a sa haute qualité nutritive, sa teneur élevée en protéines, et ses
effets sur la fertilité du sol (HUYGHE, 2003). Elle est cultivée essentiellement pour une

exploitation en fauche, sur des sols non acides et non hydromorphes. Elle est exploitée pour sa
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partie aérienne riche en protéines et destinée a I’alimentation animale (JULIER et HUYGHE,
2010). Grace a sa capacité a fixer I’azote atmosphérique, la luzerne peut s’adapter aux
situations de faibles ressources en azote minéral du sol. Ce qui lui confére un double intérét
économique par une réduction de la fertilisation azotée et par conséquent des engrais azotés
de synthese associée a une production de protéines, et un intérét écologique par la limitation
de lixiviation des nitrates vers la nappe phréatique (MAAMOURI, 2014). Autre qualité qui se
rappelle aux éleveurs de plus en plus depuis quelques années, la luzerne supporte trés bien la
sécheresse dans la mesure ou le sol est fissuré pour permettre aux racines de descendre. « Par
rapport au changement climatique, la luzerne est la plante qui semble le mieux tirer son
épingle du jeu, quel que soit le scénario envisagé » (BOURGEOIS, 2010).

Dans ce cadre, les objectifs de ce travail sont : T) d’évaluer la diversité biologique des cing
variétés et populations de luzerne en réponse au stress hydrique traditionnellement cultivées
dans différentes regions du pays, Il) d'explorer les relations entre les multiples traits morpho-
physiologiques, biochimiques, symbiotiques et la tolérance a la sécheresse, au moyen d'une
approche statistique multivariée, et I11) d'identifier, dans ces variétés et populations, des
caractéres d’intérét agronomique qui pourraient étre utilisés dans les programmes de sélection

visant a accroitre la tolérance au stress hydrique.

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel végétal

Le matériel végétal consacré a cette étude est constitué de cinq variétés et populations de la
luzerne cultivée pérenne (Medicago sativa L.).

Les semences ont été triées, nous avons procédé sur les lots mis a notre disposition a
I'élimination des graines endommagées ou présentant un écart de taille, de pigmentation par
apport a la classe la plus représentative.

Le tableau 1V indique l'identité et l'origine des semences que nous avons utilisées.

Tableau IV: Identité et origine de cing varietés et populations de la luzerne étudiées

Variétés et populations Origine
Variéte Dista Italie
Variété Moapa USA
Variété Diamant USA
Population Baldia Locale
Population Lioua Locale
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2.2. Installation et conduit de I’essai

Les graines des plantes testées sont d’abord désinfectées dans I’eau de javel durant 05 mn
pour éliminer toute contamination fongique, puis rincées a 1’eau distillée pendant 03mn.
L’expérimentation a été réalisée sous un abri afin d’éviter les apports d'eau non controlés par
les pluies, et de mieux maitriser les quantités d'eau données aux plantes par la méthode du
bilan hydrique.

La culture est réalisée dans des pots en plastique, d’une capacité de 12 kg. La base des pots
est perforée a raison de 7 trous pour faciliter le drainage des eaux excessives, puis tapissé de
graviers fins. Les cultures sont conduites sur un sol cultivé de texture sablo- limoneuse, un pH
neutre (pH =7,78), légérement salin (CE ds/m=2,31). Il se caractérise par une faible teneur en
phosphore assimilable (4,51 ppm), en matiére organique (0,53 %) et en azote (0,02%). Avant
I’essai, le sol utilis€ a subi un tamisage afin d’¢liminer les débris végétaux, animaux et
gravier. La fraction fine du sol obtenue a été séchée a I’air libre puis partagée en quantités
égales. Avant le semis un arrosage a été effectué afin d’obtenir une humidité homogéne dans
tous les pots.

Les grains sont semés a raison de 20 graines par pot a une profondeur de 1 cm environ. Apres
la levée un éclaircissage basé sur I’homogénéité de la répartition du stade de développement a
permis de réduire la densité a 5 plants par pot. L’irrigation a été effectuée manuellement, les
quantités d’eau apportées ainsi que percolées ont été mesurées a I’aide des éprouvettes.
Chacune des cing variétés et populations étudiées est soumise a 3 régimes hydriques
différents: SDH (Traitement témoin sans deficit hydrique); le sol est maintenu a 100% de sa
capacité de rétention en eau, ce régime est considéré comme témoin. ADH1 (déficit hydrique
modéré) le sol est maintenu a 50% de sa capacité de rétention. ADH2 (déficit hydrique
prononceé) Le sol est maintenu a 25% de sa capacité de rétention.

Jusqu’a un mois apres le semis, ’ensemble de pots a re¢u la méme dose d’arrosage. Ensuite,

les deux régimes hydriques ADH1 et ADH2 sont appliqués.

2.3. Dispositif expérimental

Un dispositif en Split Plot a été adopté avec cing répétitions. Chaque répétition comprend 2
facteurs.

Facteur 1 : représente les traitements hydriques

SDH : traitement sans déficit hydrique.

ADHL1 : traitement avec un déficit hydrique 1
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ADH2 : traitement avec un déficit hydrique 2

Facteur 2 : représente les cing variétés et populations.

2.4. Prélévement des échantillons

En pleine floraison, les plantes ont été recoltées lorsque la nodulation est potentiellement
optimale. Aprés avoir déterré les plantes, les feuilles et les racines sont soigneusement
séparées, les racines sont immédiatement trempées a 1’eau puis desséché avec du papier
absorbant afin d’éviter toute contamination avec le substrat de culture, les nodules sont
détachés des racines et dénombrés. Les organes séparés de chaque plante sont immédiatement
pesés et enveloppés dans du papier aluminium, numérotés et puis desséchés par le passage a
I’étuve sous une temperature de 80°C pendant 48 heures. Le poids sec de chaque échantillon
est déterminé aprés le séchage a 1’aide d’une balance analytique de précision. Les échantillons
sont broyeés par la suite manuellement a 1’aide d’un mortier en porcelaine jusqu’a 1’obtention
d’une fine poudre qui sera entreposée ensuite dans des piluliers hermétiquement fermés par

des bouchons plasma et mise dans un congélateur pour la suite des opérations.

2.5. Parametres mesurés

(Voir section 2.5. du chapitre I1)

2.6. Analyse statistique

Les résultats obtenus pour I’ensemble des caractéres étudiés sont soumises a une analyse de la
variance a deux facteurs par le logiciel SPSS (version 23), pour évaluer I’effet du stress
hydrique sur les parametres hydriques, morphologiques, physio-biochimiques et symbiotique
chez les cing variétés et populations. Les moyennes sont comparées par le test LSD (0<0.05).
De méme les coefficients de Corrélation de Pearson et les régressions linéaires ont été
calculés pour déterminer les relations entre les variables. En outre, afin de déterminer quelles
sont les variables discriminantes entre les variétés et populations contrastés de Medicago
sativa L., une analyse discriminante canonique (CDA) a été réalisée pour I’ensemble des
caractéres étudiés. L’analyse en composantes principales (ACP) a été effectuée pour
I’ensemble des caractéres par le logiciel R (version R 3.6.1). Les variables étudiés ont éeté
soumis a l'analyse de classification hiérarchique utilisant la procédure de « Wards minimum
variance » comme un algorithme de clustering. « Wards méthode minimum » est une
procédure de classification hiérarchique dans lequel la similitude est utilisée pour rejoindre

des groupes et est calculée comme la somme des carrés entre les deux groupes sommeés sur
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toutes les variables (Hair et al. 1998). Le regroupement des génotypes donne des informations
sur leur similitude et différence dans les réponses aux stress hydrique qui facilitent le choix
des génotypes utilisés dans les programmes de sélection.

3. Résultats et discussion

3.1. Effet du stress hydrique sur les caracteéres liés a I’état hydrique de la plante

3.1.1. Teneur relative en eau

La teneur relative en eau des feuilles constitue l'un des principaux paramétres d'estimation de
la résistance a la sécheresse. Elle est considérée comme un indicateur physiologique important
dans I'état d'hydratation des plantes en fonction des régimes hydriques disponibles dans le
substrat (LAWLOR et CORNIC, 2002 ; MEFTI et al., 2002).

Reésultats

L'analyse statistique des resultats obtenus montre que la teneur relative en eau est tres
influencée par la nature des variétés et des populations testées (p< 0,001). Ce parametre
dépend également et d’une maniére trés hautement significative du régime hydrique appliqué
(p< 0,001). Cette contrainte réduit de maniere remarquable la teneur relative en eau des
plantes a laquelle sont soumises. Cette diminution est d’autant plus marquée que I’ intensité du
stress est élevée. 1l faut noter que le comportement des variétés et des populations testées, en
présence de la contrainte, se réalise de manieres différentes (Annexe, Tab.19).

Les résultats moyens obtenus de ce parametre (Figure 29), montrent que les valeurs de la
teneur relative en eau les plus élevées sont notées chez les échantillons témoins (SDH), avec
une valeur maximale de 1’ordre de 90,77 % marquée par la variété Diamant et une valeur
minimale égale a 80,27 % observée chez la variéte Dista.

Les valeurs de la teneur relative en eau les plus faibles sont enregistrées au niveau des plantes
stressées (ADH1, ADH2). Dans le traitement ADHI, ces valeurs sont de I’ordre de 80,27%
chez Dista et 88,52 % chez la population Baldia.

Les décroissances de la teneur relative en eau s’averent plus importantes dans le lot ADH2 et
de maniéres controverses chez les génotypes et les populations conduits. Ainsi, parmi la
collection, la population Baldia s’avére plus résistant pour le maintient de son hydratation, ou
on note une faible réduction de I’ordre de 20,15% par rapport a la valeur du lot témoin. Dans
la méme collection le génotype, Diamant présente également de bon niveau de résistance
estimé a 25,49%. La variété Moapa s’avere plus sensibles a la perte d’hydratation sous déficit

hydrique. Elle inscrive des régressions de leur teneur en eau de 38.93%. Le reste des
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génotypes, Lioua et Dista présentent des niveaux de résistance moyenne comprise limitées par
des valeurs de 31,01% et 33,82%.
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Figure 29 : Variations des teneurs relatives en eau chez les cing variétés et populations de

Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5

répétitions.

Discussion
L’état hydrique de la plante, exprimé par la teneur relative en eau, s'est montré sensible aux

variations des disponibilités en eau dans le sol. En effet, le déficit hydrique provoque une
régression des valeurs de la teneur relative en eau. Ces constatations se confirment par la nette
relation négative et significative révélée entre le déficit hydrique et la teneur relative en eau
(r=-0,725).

L’¢étude démontre que I’accroissement de I’intensité du stress, provoque une baisse de la
teneur en eau des feuilles, essentiellement au niveau du lot ADH2. GRIMES et al. (1992) ont
rapporté que le déficit hydrique affecte négativement le rendement de la biomasse et le
contenu relatif en eau chez la luzerne.

De nombreux travaux démontrent que ce parametre physiologique constitue un critére
efficace dans le criblage des génotypes tolérants la déshydratation en conditions de déficit
hydrique (ALBOUCHI et al., 2003; MEKLICHE et al., 2003; RADHOUANE, 2008). Il
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constitue également une caractéristique indicatrice, en réponse immédiat a la déclaration des
facteurs induisant la sécheresse (ALBOUCHI et al., 2003).

La TRE dans la feuille est un bon indicateur de 1’état hydrique et constitue un facteur
déterminant pour I’activité métabolique et la survie des feuilles. Sa réduction indique une
perte de la turgescence entrainant une faible disponibilité de 1’eau pour 1’extension cellulaire
(HASSANI et al., 2008). Le maintient d’un niveau adéquat de la TRE serait probablement 1ié
a une bonne capacité d’ajustement osmotique permettant la préservation de I'intégrité
structurale et fonctionnelle des tissus (VERSLUES et al., 2006).

La teneur relative en eau est d’un intérét majeur dans les travaux de sélection, car il serait
d’une forte héritabilité (ARAUS et al., 1991, EL HAKIMI et al., 1995). La diminution de la
TRE est plus rapide chez les variétés sensibles que chez les variétés résistantes. Ainsi les
génotypes qui maintiennent une TRE élevee dans la présence de stress hydrique sont des
génotypes tolérants (POORMOHAMMAD, 2007).

Parmi la variabilité conduite, la population Baldia et la variété Diamant, constituent de bons
geéniteurs pour le transfert de ce caractére. Ils représentent les cultivars les plus tolérants vis-a-
vis du déficit hydrique appliqué, en minimisant les effets de ce stress sur la préservation de

leur hydratation.

3.2. Effet du stress hydrique sur les caractéres morphologiques

3.2.1. Hauteur de la tige

Reésultats

Le stress hydrique provoque des baisses tres hautement significatives (p< 0,001) de la hauteur
de la tige, les différences entre les génotypes et les populations pour ce paramétre sont
significatives (p< 0,05). L’interaction des deux facteurs d’étude exerce des variations de
grandeurs importantes sur cette caracteristique (p< 0,001). Ceci indique que les variétes et les
populations réagissent de manieres distinctes a la déclaration de la contrainte hydrique
imposée (Annexe, Tab.20).

Les résultats obtenus montrent que la hauteur des tiges diminue pour les cing variétés avec
I’augmentation du stress hydrique (Figure 30). Ces résultats mettent en évidence une
variabilité de réponse en présence de stress chez les cing génotypes et populations étudiés.

A T1’échelle du lot ADHI1, la variété Dista semble étre la plus affectée, avec une diminution de
13.01% par rapport au témoin, alors que les autres variétés enregistrent des réductions de
5.41%, 6.15% et 9.38% respectivement chez Baldia, Diamant et Moapa.
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L’application du déficit hydrique plus sévere (ADH?2), est accompagnée d’une nette réduction
des valeurs de I’hauteur de la tige, chez I’ensemble des génotypes et des populations
expérimentés. Les variétés Moapa et Dista sont les plus affectées, car la hauteur de leur tige a
baissé respectivement de 23,06% et 26,56% par rapport au témoin alors que la variété
Diamant et les populations Baldia et Lioua moins sensibles enregistrent respectivement une
baisse de 12,57%, 15,10% et 15,21%.
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Figure 30: Variations de la hauteur de la tige des plantes chez les cing variétés et populations

de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne

de 5 répétitions.

Discussion

Au cours du stress hydrique appliqué, nos résultats obtenus se sont montrés liés a I’intensité
du stress, le stress hydrique entraine une diminution de la hauteur de la tige chez les cing
variétés et populations étudiées, une corrélation négative et significative (r=-0,757) est notée
entre la contrainte hydrique et la hauteur des tiges. Les effets du stress hydrique ont été tres
prononces sous un stress sévere que sous un stress modére.

Selon MUNNS (1998), le stress ne réduit pas la croissance du végétal directement en affectant
la turgescence cellulaire, la photosynthése ou I’activité enzymatique de la plante, mais

indirectement par la sénescence des feuilles agées. Ainsi les assimilas et les hormones de
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croissance ne peuvent étre disponibles aux régions méristématique de la tige et de ce fait, la
croissance caulinaire est réduite.

Selon HEUER et NADLER (1998), le manque d’eau affecte de fagon significative la hauteur
des plantes de la pomme de terre. Ainsi, FERRYRA et al. (2004) et LEBON et al. (2006)
montrent que le développement végétatif de la vigne cultivée sous conditions limitantes
d’alimentation hydrique est fortement perturbé.

MATTHIAS et SMITH (1997) et BAT et LI (2003) ont signalé que la luzerne, malgré sa
capacité d’exploiter le sol profond grace a ses racines pivotantes, sa croissance est fortement
réduite en cas de déficit d’alimentation hydrique. D’autres travaux ont montrés que le déficit
hydrique provoque une réduction de la croissance des plantes (FAROOQ et al., 2008). Il
inhibe 1’élongation cellulaire, réduit la photosynthése, interfére avec 1’absorption minérale, et
altere le niveau des hormones (KUSAKA et al., 2005; SHAO et al., 2008).

Une variabilite de réponse chez les variétes et les populations a été observée. En outre, il est a
noter que la hauteur des tiges de la variété Diamant et les populations Baldia et Lioua sont

moins affectés par le stress hydrique que ceux des autres variétés.

3.2.2. Surface foliaire

Reésultats

L’analyse de la variance a montré un effet tres hautement significatif du stress hydrique (p <
0,001) sur la surface foliaire, les différences entre variétés et I’interaction entre les deux
facteurs sont également tres hautement significatives (Annexe, Tab.21).

La variation de la surface foliaire (Figure 31) montre que cette derniére est également sensible
au stress hydrique, elle diminue significativement pour les cing variétés et populations avec
I’augmentation du stress hydrique.

En condition de stress hydrique (ADH1), la réduction de la surface foliaire de la variété
Diamant et les populations Baldia et Lioua est 5,59%, 7,19% et 8,39% par rapport aux
témoins respectifs. A I’opposé, la variété Dista affiche un taux de réduction de 15,99%.

A I’échelle du traitement ADH2, la baisse de la surface foliaire s’accentue pour atteindre des
taux de reduction de 14,70%, 17,78%, 20,97% et 21,37% respectivement chez Diamant,

Baldia, Lioua et Moapa , et une réduction de 31,79% chez la variété Dista.
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Figure 31: Variations de la surface foliaire des plantes chez les cinq variétés et populations

de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne

de 5 répétitions.

Discussion

Nos résultats ont montré que le stress hydrique a induit une diminution significative de la
surface foliaire (r=-0,684). Néanmoins une variabilité de réponse au stress hydrique chez les
cing variétes et populations a été observée. En outre, il est a noter que la surface foliaire de la
variété Dista est plus affecté par le stress hydrique que ceux de la variété Diamant et la
population Baldia,

L’effet du déficit hydrique sur la surface foliaire a été rapporté par ARANJUELO et al.,
(2001) et FREYER et al., (2005) qui ont trouvé des différences significatives de la surface
foliaire entre des plantes stressées et non stressées. Le stress hydrique a affecté le processus
d'initiation des feuilles, le nombre de feuilles produites, et la taille du limbe principalement
par un effet sur la division cellulaire, et la taille des feuilles. La réduction de la surface du
limbe enregistrée sous le régime plus restrictif est trés souvent associée a un évitement de la
contrainte hydrique (FUSSEL et al. 1991). HIRECHE (2006) a présumé que la diminution de
la surface de limbe est un trait majeur des plantes visant a limiter leurs besoins en eau lorsque

celle-ci est trés insuffisante.

MOUFFOK Ahlem | Doctorat en Sciences

86



Etude de la symbiose a rhizobia chez la feve (Vicia faba L.) et la Luzerne (Medicago sativa | CHAPITRE 111

L.) cultivée sous contrainte hydrique : aspects morpho-physiologiques et agronomiques

3.2.3. Biomasses séches

-Biomasse séche aérienne

Résultats

L’étude statistique des résultats obtenus, démontre que 1’élaboration de la biomasse seche
aerienne est trés hautement significativement influencée par le stress hydrique appliqué (p <
0,001). La nature de la variabilité génétique conduite permet également des différences trés
hautement significatives d’expression de cette variable (p < 0,001). L’interaction des deux
facteurs d’¢tude exerce ¢galement des variations de grandeurs importantes sur cette
caracteéristique (p < 0,001). Ceci indique que les variétés et les populations réagissent de
manieres distinctes a la déclaration de la contrainte hydrique imposée (Annexe, Tab.22).

Au niveau du traitement témoin (SDH) (Figure 32), les valeurs du poids sec aérien sont
comprises entre 2,03 g/plant (Lioua) et 1,88 g/plant (Baldia).

A T’échelle du lot ADH1, les génotypes de la collection ont manifesté une diminution des taux
biomasse séche aérienne, ou le génotype Dista se distingue parmi cet ensemble avec une
réduction de 31.12%.

L’application du déficit hydrique plus sévere (ADH2), est accompagnée d’une nette réduction
des valeurs de la biomasse séche aérienne, chez I’ensemble des génotypes expérimentés. Ces
régressions ont atteint des niveaux de 48,47 % (Dista) et 40,41% chez Moapa. Le génotype
Diamant, s’avére le moins sensible a ce niveau de déficit hydrique, pour 1’élaboration de la

biomasse séche aérienne, en inscrivant la plus faible réduction avec 27.60%.
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Figure 32: Variations de la biomasse seche aérienne des plantes chez les cing variétés et

populations de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point

représente la moyenne de 5 repétitions.

- Biomasse séche racinaire

Reésultats

L’analyse de la variance a montré un effet trés hautement significatif (P < 0,001) du stress
hydrique sur le poids sec de la partie racinaire chez les cing varietés et populations. Les
différences entre les variétes et les populations sont tres hautement significatives. Ainsi que
I’interaction permette de relever un effet hautement significative (Annexe, Tab.23).

Les résultats obtenus (Figure 33) mettent en évidence une variabilité de réponse en présence
et en I’absence du stress hydrique chez les cinq variétés et populations de la luzerne étudiées.
Au niveau du traitement témoin (SDH), les populations Lioua et Baldia enregistrent les poids
sec de la partie racinaire les plus élevés, soit 0,93 g/ plant et 0,85 g/ plant, tandis que les plus
faibles poids sec de la partie racinaire sont observés chez les variétés Diamant et Dista avec
respectivement 0,75 g/plant et 0,71 g/plant.

L’application d’un stress hydrique affecte négativement la production des biomasses
racinaires. Au niveau du traitement ADH1, la variété Diamant voit son poids sec de la partie

racinaire baisser de 10,67 par rapport au témoin, pour les autres variétés et populations des
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baisses de 15,05%, 18,82%, 19,51% et 21,13% ont été notées respectivement chez Lioua,
Baldia, Moapa et Dista par rapport aux témoins respectifs.

Cette baisse s’accentue pour le poids sec de la partie racinaire au niveau de traitement ADH2,
pour atteindre des diminutions de 27,96%, 28,24%, 30,49% et 36,62% respectivement chez
Lioua, Baldia, Moapa et Dista. En revanche, la plus faible réduction est inscrite par la variété
Diamant qui a manifesté un taux de 18,67 %.
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Figure 33: Variations de la biomasse séche racinaire des plantes chez les cing variétés et
populations de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point

représente la moyenne de 5 répétitions.

-Le rapport Biomasse séche racinaire / biomasse seche aérienne

Reésultats

Le stress hydrique provoque des augmentations tres hautement significatives (p < 0,001) du
rapport biomasse séche racinaire / biomasse séche aérienne, les différences entre les variétés
et les populations pour ce paramétre sont également tres hautement significatives mais
I’interaction entre les deux facteurs n’est pas significative (p > 0,05) (Annexe, Tab.24).

Le rapport de la biomasse séche racinaire / biomasse seche aérienne (Figure 34) tend a
augmenter avec ’augmentation de la contrainte hydrique chez les variétés et les populations

Diamant, Lioua, Moapa et Dista en raison d’une plus grande sensibilité de la partie aérienne.
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Ainsi, les racines sont moins affectées par le stress hydrique que les parties aériennes. En
outre, il est a noter que les valeurs de ce rapport concernant la population Baldia, sont plus
proches de celles des plants témoins. Le stress hydrique affecte a part égale la partie aérienne

et la partie racinaire.
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Figure 34: Variations du rapport biomasse séche racinaire / biomasse seche aérienne chez

les cing variétés et populations de Medicago sativa L. sous differentes traitements hydriques.

Chague point représente la moyenne de 5 répétitions.

Discussion

Nos résultats indiquent que le stress hydrique entraine une diminution des biomasses seches
aériennes et racinaires chez les cinq variétés et populations étudiées. Néanmoins une
variabilité de réponse en présence du stress hydrique chez les variétés et les populations a été
observée. En outre, il est a noter que les poids sec de la partie aérienne chez la variété
Diamant et la population Baldia sont moins affectés par le stress hydrique.

L’effet du déficit hydrique est plus pénalisant au niveau de la plante en limitant
essentiellement, la croissance et la néoformation des différents organes. La matiere seche est
’un des indicateurs les plus fiables de ces effets (TELLAH, 2016).

La réduction de la matiére séche sous I’effet de la contrainte hydrique est rapporté par
plusieurs auteurs notamment chez Cicer arientinum L. (SLIM et al., 2008), Vigna unguiculata
L. (HAMIDOU et al., 2005), , Abelmoschus esculentus (SANKAR et al., 2007).
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La production de la matiére séche est differemment affectée par les contraintes hydriques
selon les souches rhizobiennes et le stade phénologique de la plante (ROY et al., 1995).

Nos résultats montrent que le rapport du poids sec racines / parties aériennes tend a augmenter
avec I’augmentation de la contrainte hydrique, chez les variétés et les populations Diamant,
Lioua, Moapa et Dista. Ce résultat laisse indiquer que les biomasses aériennes sont plus
affectées par le stress hydrique que les biomasses racinaires. Néanmoins, chez la population
Baldia ce rapport est similaire a celui des plants témoins, indiquant ainsi que le stress
hydrique a affecté a part égale les deux parties de la plante.

Les analyse de corrélation montrent que la biomasse séche aérienne est positivement corrélé
avec la teneur relative en eau (r = 0,785). Ceci dénote le réle prépondérant de 1’alimentation
hydrique dans 1’élaboration de la matiere seche. Une corrélation hautement significative et
positive a été obtenue entre la surface foliaire et le poids sec de la partie aérienne (r = 0,685).
Cette correélation positive confirme d’une part 1’étroite relation qui existe entre la surface
foliaire et la production de biomasse et d’autre part confirme aussi que le stress hydrique a

réduit la surface active pour la photosynthése et provoqué une réduction de la croissance.

3.3. Effet du stress hydrique sur les caractéeres physiologiques et biochimiques

3.3.1. Pigments photosynthétiques

Afin d’estimer 1’état photosynthétique des plantes des cing génotypes et populations de
Medicago sativa L. sous contrainte hydrique le dosage des pigments photosynthétiques des

feuilles a été effectué.

-Chlorophylle a

Reésultats

L’analyse de la variance a montré un effet trés hautement significatif du stress hydrique (p <
0,001) sur les teneurs en chlorophylle a, les différences entre les variétés et I’interaction
variété x stress hydrique sont trés hautement significatives (Annexe, Tab.25).

Le stress hydrique provoque une diminution significative des teneurs en chlorophylle a, chez
les cing populations et variétés testées (Figure 35). Sous conditions de déficit hydrique
(ADHL), les réductions des teneurs en chlorophylle a constatée, sont comprises entre 13,19%
(Baldia) et 29.59% (Dista).

Les réductions des teneurs en chlorophylle a plus marquées en conditions de déficit hydrique
plus prolongé (ADH2). Dans ces conditions la variété Diamant se distingue par la plus faible

réduction a une valeur de 26,75%, tandis que les génotypes Dista et Moapa manifestent les
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plus importantes réductions a des taux de 48,21 % et 49,28 % respectivement.

L
soH SDH
-
SDH
-
sDH
-
as
=
= ADHA ‘
=t -
=
- ADHA
2 L 1
=
==
=
S 10- -
E ADHA
- -
t ADHA
i ADHA
= ADH2Z
E -
[
ADHZ
8— -
ADHZ
-
ADH2
ADHZ -
-
Baldia Diamant Dista Lioua Moapa

Variétés/iPopulations
Figure 35: Variations des teneurs en chlorophylle a chez les cing variétés et populations de
Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5
répétitions.

-Chlorophylle b

Reésultats

L'analyse statistique des résultats révele que les variations du régime hydrique induisent des
différences trés hautement significatives des teneurs en chlorophylle b (p< 0,001). Les
différences entre les variétés et I’interaction entre les deux facteurs sont également tres
hautement significatives (Annexe, Tab. 26).

Le stress hydrique engendre des baisses significatives des teneurs en chlorophylle b chez
toutes les variétés et les populations (Figure 36). Les résultats obtenus indiquent que
I’évolution des teneurs en chlorophylle b sous contrainte hydrique est comparable a celle de la
chlorophylle a. En conditions de déficit hydrique plus prolongé (ADH2), les taux de
réductions maximales des teneurs en chlorophylle b sont de 37,72%, 39%, 39,14%, 40,24% et

42,18% respectivement chez Diamant, Moapa, Baldia, Dista et Lioua.
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Figure 36: Variations des teneurs en chlorophylle b chez les cing variétés et populations de
Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5
répétitions.

-Chlorophylle totale (chlorophylle a + chlorophylle b)
Reésultats
L’analyse de la variance a montré un effet trés hautement significatif du stress hydrique (p <
0,001) sur les teneurs en chlorophylle totale, les différences entre les variétés et I’interaction
variété x stress hydrique sont trés hautement significatives (Annexe, Tab.27).
Les teneurs en chlorophylle totale des cing variétés et populations étudiées sont réduites de
maniére significative sous I’effet de la contrainte hydrique (Figure 37). En effet, en conditions
de déficit hydrique sévere (ADH2), la variété Diamant et la population Baldia affichent
respectivement des réductions de 30,08% et 37,92% par rapport aux témoins respectifs. La
variété Moapa s’avere étre la plus affectée, elle montre la plus grande baisse (46,01%) des

teneurs en chlorophylle totale par rapport au témoin.
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Figure 37 : Variations des teneurs en chlorophylle totale chez les cing variétés et populations

de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne

de 5 répétitions.

- Caroténoides

Reésultats

L’analyse statistique des résultats dégagés montre que la teneur en caroténoides a été affectée
par le manque d’eau de manicre trés hautement significative et proportionnelle a I’intensité
du stress hydrique appliqué (p< 0,001). La variabilité conduite influence de son coté
I’expression de cette variable (p< 0,001). Des distinctions génotypiques sont constatées en
réaction aux régimes hydriques appliquées et qui se justifient par la présence d’une influence
trés hautement significative de I’interaction des deux facteurs (Annexe, Tab.28).

Les résultats moyens (Figure 38) montrent que les teneurs en caroténoides des variétés et
populations étudiées sont réduites de maniére significative sous I’effet de la contrainte
hydrique. Dans le lot ADH1, la teneur en caroténoides diminue chez pratiquement 1’ensemble
des génotypes et des populations conduits. Les génotypes Diamant et Moapa se distinguent
par les plus faibles taux de réductions (7,49% et 10,49 % par rapport aux témoins respectifs).
Au niveau du traitement ADH2, I’ensemble des génotypes et des populations ont inscrit des
réductions notables de leurs teneurs en caroténoides. Ces régressions ont atteint des niveaux
de 21,78% (Diamant), 25,97% (Baldia), 27% (Lioua), 27,45% (Moapa) et 27,71% (Manouth).
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Figure 38: Variations des teneurs en caroténoides chez les cing variétes et populations de
Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5
répétitions.

-Chlorophylle a / chlorophylle b

Reésultats

L’analyse des résultats obtenus, démontre que son expression est indépendante de traitement
hydrique appliqué (P>0,05). Les différences entre les variétés et I’interaction entre les deux
facteurs sont trés hautement significatives (p< 0,001) (Annexe, Tab.29).

D’apres les résultats (Figure 39) notés entre les lots SDH et ADH1, les génotypes et les
populations conduits se distinguent en deux groupes. Un premier groupe englobe les
génotypes et les populations dont le ratio Chlorophylle a / chlorophylle b est augmenté par ce
déficit et qui sont représentés par Baldia (7,05%), Diamant (3,53%) et Lioua (0,83%). Le reste
des génotypes ont manifesté une réduction de leur ratio Chlorophylle a / chlorophylle b, Dista
(7,56%) et Moapa (14,67%). L’intensification du déficit hydrique (ADH2), redimensionne les
génotypes et les populations en des comportements différents. 1l existe celui regroupant les
génotypes dont le ratio Chlorophylle a / chlorophylle b a été réduit par le déficit hydrique, et
on retient Lioua (3,54%), Dista (13,33%) et Moapa (16.86%). A 1’opposé, on distingue parmi
la collection des génotypes ayant un accroissement de leur ratio Chlorophylle a / chlorophylle
b et sont représentés par Diamant (17,61%) et Baldia (2,95%).
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Figure 39: Variations du ratio chlorophylle a / chlorophylle b chez les cing variétés et
populations de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point

représente la moyenne de 5 répétitions.

-Chlorophylle/ Caroténoides

Reésultats

L’analyse de la variance des résultats dégagés montre que le ratio chlorophylle/ caroténoides a
¢été affecté par le manque d’eau de manicre trés hautement significative et proportionnelle a
Iintensité du stress hydrique appliqué (p< 0,001). Les différences entre les variétés et
I’interaction entre les deux facteurs sont également tres hautement significatives (Annexe,
Tab.30).

L’application du déficit hydrique sous les deux traitements ADH1 et ADH2 (Figure 40),
provoque une diminution de chlorophylle/ caroténoides chez 1’ensemble des génotypes et des
populations testés. Cette réduction reste dépendante de I’intensité du déficit hydrique. Elle
s’avere plus marqué avec I’intensification du stress hydrique. Ainsi dans le lot ADH1, les
réductions sont limités par des valeurs extrémes enregistrées chez la population Baldia
(1,84%) et la variété Moapa (14,58%). En conditions de déficit hydrique sévere (ADH2), les
réductions sont encore plus importantes, chez ’ensemble des génotypes et populations
expérimentés. Les valeurs génotypiques sont différentes et sont comprises entre 10,62%
(Diamant) et 25,58% (Moapa).
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Figure 40: Variations du ratio chlorophylle / caroténoides chez les cing variétés et

populations de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point

représente la moyenne de 5 réepétitions.

Discussion

Selon les résultats obtenus on constate que les teneurs en chlorophylles (a, b) et (a+b) et les
caroténoides sont sensiblement inférieures chez les cing génotypes et populations pour le
traitement avec déficit hydrique par rapport au traitement sans deficit hydrique.

Cette diminution comparative peut s’expliquée par les conditions environnementales
défavorables ou il y a une réduction de la surface foliaire qui diminue [Dactivité
photosynthétique. Ce résultat confirme des travaux sur la luzerne montrant la diminution des
teneurs en chlorophylles (a) et (b) des plantes de la luzerne sous I’effet du déficit hydrique
(LAHRIZI, 2015).

Nos résultats semblent concorder aussi avec les travaux de HEDEGUS et al. (2001) qui
montrent une réduction de la photosynthése, vis-a-vis de la sécheresse. Cette réduction est
liée, d’'une part a la fermeture des stomates et d’autre part, & la réduction de I’activité
photochimique du PSII. TAHRI et al. (1997) enregistrent une diminution des teneurs en
pigments chlorophylliens totaux (chl a et b) suite a un stress osmotique chez deux variétés de
blé dur.
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D’aprés nos résultats, on peut noter que la population Baldia et la variété Diamant se
distinguent par une performance efficace sur le plan énergétique. Ceci suggere que
I’élaboration des photosynthétats est liée au statut hydrique de la feuille de plants.

Le ratio Chl a/ Chl b peut étre considéré comme un trait clé pour juger la tolérance aux stress
environnementaux chez les plantes supérieures. La variation de la chlorophylle enregistrée
entre les génotypes et les populations contrastés étudiés pourrait étre due a des enzymes
specifiques dans la synthese de chlorophylle comme la chlorophyllase (MAJUMDAR et al.,
1991). D’apres nos résultats, le ratio (Chl a/Chl b) est plus élevé pour le génotype Diamant et
la population Baldia que pour les autres.

ANJUM et al., (2003) et FAROOQ et al., (2009) ont signalé que le stress hydrique entraine
des changements dans le rapport de la chlorophylle 'a' et 'b' et les caroténoides. Plusieurs
¢tudes ont déja rapportées ’effet de ce stress et la teneur en chlorophylle. En effet, BOIS
(1993) a signalé chez le mil que les processus primaires de la photosynthése sont touchés
précocement dés que la teneur relative en eau descend de 90%, ou dés que le potentiel
hydrique s'abaisse. Il a suggeré que le stress hydrique a engendré une disparité de stabilité de
systéme photosynthétique. Les mémes constations ont été faites chez le cotton (MASSACCI
et al., 2008), chez le Catharanthus roseus (JALEEL et al., 2008), et chez la tournesol (KIANI
et al., 2008).

D’apreés nos résultats, le ratio Chl/Carot a diminué tant que I’intensité de stress a augmenté. Il
a eté observé que le stress hydrique a affecté la chlorophylle (r= -0,930) plus que les
caroténoides (r= -0,653). Ce résultat peut étre expliqué par une décomposition plus rapide de
la chlorophylle (source potentielle des ERO) que les caroténoides (piégeurs des ERO) et
utilis¢e comme un indicateur précoce de la chlorose des plantes sous stress hydrique en
révélant un besoin accru pour la photoprotection de la chlorophylle par les caroténoides
(BACELAR et al., 2006).

3.3.2. Accumulation de la proline

Reésultats

L’analyse de la variance a montré un effet tres hautement significatif du stress hydrique (P <
0,001) sur la teneur en proline des cing variétés et populations étudiées, les différences entre
les variétés et I’interaction entre les deux facteurs sont tres hautement significatives (Annexe,
Tab.31).

Les cinq variétés et populations réagissent a 1’égard du stress hydrique par une augmentation

des teneurs en proline (Figure 41). En I’absence de contrainte hydrique (SDH), les cing
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variétés et populations ont présenté les valeurs les plus basses comparativement aux plantes
ayant subit un traitement hydrique, la haute valeur est marquée par la variété Dista de 1’ordre
de 395,57 pg /g de MF et la faible valeur est donnée par le génotype Diamant de I’ordre de
256,69 pg /g de MF. Les teneurs maximales en proline sont accumulées au niveau de

traitement ADH2, les augmentations ont atteint des niveaux de 146,69% (Diamant) et
121,14% (Baldia).
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Figure 41: Variations des teneurs en proline chez les cing variétés et populations de
Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5
répétitions.

Discussion

D’aprés nos résultats, une corrélation positive et significative (r=0,840) est notée entre la
contrainte hydrique et la teneur en proline. En effet le déficit hydrique appliqué augmente
considérablement la teneur en proline. Ces résultats corroborent ceux obtenus par HIRECHE
(2006) sur deux variétés de la luzerne qui note une augmentation de la teneur en proline chez
ces especes soumises a un stress hydrique.

Nos resultats montrent qu’en présence d’un stress hydrique sévere (ADH2), la variété
Diamant et la population Baldia accumulent plus de proline que les autres variétés et
populations, ce qui semble confirmer, du point de vue tolérance, la supériorité de la variété
Diamant et la population Baldia par rapport aux autres.
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L’un des principaux caractéres physiologiques de tolérance aux contraintes du milieu, est
I’ajustement osmotique. Celui-ci est réalisé grdce a une accumulation de composes
osmorégulateurs conduisant a une réduction du potentiel osmotique permettant ainsi le
maintien du potentiel de turgescence (El MIDAQUI et al., 2007). L’osmorégulation permet
une protection des membranes et des systemes enzymatiques surtout dans les organes jeunes,
et la proline semble jouer un rGle dans le maintien des pressions cytosol-vacuole et de
régulation du pH (OTTOW et al., 2005). L’accumulation de la proline a été démontrée chez
de nombreuses espéces et dans différentes situations de stress (BENNABI, 2005;
BOUKRAA, 2008 ; KISHOR et al., 2014).

Il est établi que la proline est certainement un des osmolytes le plus répandu. Lors d'un stress
osmotique, sa biosynthese est augmentée dans les chloroplastes (SZEKELY et al., 2008) et
son accumulation chez les plantes stressees a une fonction de protection (VERBRUGGEN et
HERMANS, 2008) suite a la perturbation du métabolisme des protéines (LEPENGUE et al.,
2012).

Le processus d’accumulation de la proline dans les tissus foliaires est considéré comme un
critere d’adaptation (SZABADOS et SAVOURE, 2010). Elle permet aux plantes de supporter
le manque d’eau par une diminution du potenticl osmotique (NANA et al., 2009).
L’accumulation de la proline dans les tissus foliaires est considérée comme un critére de
tolérance ; en effet, selon MEHDI et al., (2010) les plantes et leurs cultivars qui synthétisent
de grandes gquantités de proline sont plus tolérantes sous stress.

D’aprés BIANCO et DEFEZ (2004) I’augmentation des teneurs en proline chez Medicago
truncatula est due a la production de I’hormone de croissance IAA par son rhizobia
Sinorhizobium meliloti.

Une corrélation significative et négative a été obtenues entre ’accumulation de la proline et
les teneurs en chlorophylles totale (r= -0,852). Cette corrélation négative entre la synthese
chlorophyllienne et celle de la proline nous permet de suggérer I’existence d’une liaison
étroite entre ces voies. La chlorophylle et la proline sont deux métabolites en compétition
pour un précurseur commun : le glutamate (REDDY et VEERANJANEYULU, 1991).

3.3.3. Accumulation des sucres solubles

Reésultats

L’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif du stress hydrique (p <
0,001) sur les teneurs en sucres solubles chez les variétés et les populations testées, des

différences entre les variétés sont trés hautement significatives. Cependant, I’interaction entre
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les deux facteurs est tres hautement significative (p <0,001) (Annexe, Tab.32).

Le stress hydrique provoque une augmentation des teneurs en sucres solubles chez les cing
variétés et populations étudiées (Figure 42). A I’échelle du lot ADHI, les teneurs en sucres
solubles augmentent de 31,88%, 55,69%, 58,76% et 60,83% respectivement chez Dista,
Baldia, Lioua et Moapa, alors que chez la variété Diamant une augmentation de 73,53% a été
observée.

Pour toutes les variétés et les populations, les teneurs maximales en sucres solubles sont
produites au niveau de traitement ADH2. La variété Diamant et la population Baldia ont
enregistré respectivement des augmentations de 116.83% et 95,38% par rapport aux témoins
respectifs, alors que la population Lioua et les variétés Moapa et Dista montrent des
augmentations de 85,41%, 70,60% et 65,78% respectivement.
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Figure 42: Variations des teneurs en sucres solubles chez les cing variétés et populations de
Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5
répétitions.
Discussion

D’aprés nos résultats, les traitements hydriques imposés ont induit une accumulation des

sucres solubles (r=0,819) et pratiquement chez toutes les variétés et les populations testées.
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L’accumulation des sucres solubles dans les plantes des légumineuses en réponse au stress
hydrique a été documentée chez le haricot (AZZOZ, 2009), Medicago sativa (HIRECHE,
2006 ; LAHRIZI, 2015) et I’arachide (LAZALI, 2009 ; TELLAH, 2016).

L’accumulation des sucres solubles est un moyen adopté par les plantes en cas de stress, afin
de résister aux contraintes du milieu (LORETTI et al., 2001). Les sucres solubles sont des
indicateurs des degrés de stress, a cause de son importante augmentation lors de la sévériteé,
les sucres metaboliques permettent la résistance aux différents stress (ZERRAD et al., 2006).
Les glucides tels que le sucre (glucose, fructose, saccharose, fructanes) et l'amidon
s'accumulent sous le stress hydrique, jouant un role dans I’osmoprotection, l'ajustement
osmotique, le stockage du carbone et I’¢limination des radicaux, les sucres peuvent agir
également comme molécules de signalisation en situation de stress (CHAVES et al., 2009).
La teneur élevée des sucres solubles observée dans les feuilles de nos variétés, pourrait
témoigner soit d’une limitation de leur utilisation suite a un ralentissement de la croissance,
soit d’une force d’appel importante et leur hydrolyse par des enzymes présentes dans ces
organes (MOURI et al., 2012).

Des corrélations significatives et négatives ont été¢ obtenues entre 1’accumulation des sucres
solubles et la production de matiére seche aérienne (r= -0,705). Ces corrélations confirment
I’étroite relation qui existe entre ’accumulation des sucres et la diminution de la croissance.
En effet, AZCON BIETO (1983) a rapporté que les faibles taux de carbone assimilé et la
diminution des poids sec sont liés a ’accumulation des sucres solubles chez de nombreuses
especes végetales.

En effet, des corrélations significatives et négatives ont été obtenues entre la teneur relative en
eau et la proline ainsi que les sucres solubles et la teneur relative en eau avec respectivement
des valeurs (r = - 0,797, r= - 0,411). Ces correlations montrent que 1’abaissement de la teneur
relative en eau chez les variétés et les populations stressées est associé a une accumulation
concomitante de la proline et des sucres solubles. Ces corrélations sont plus fortes dans le cas

de la proline.

3.3.4. Teneurs en protéines

Reésultats

La détermination des teneurs en protéines chez les cing variétés et populations ont révélé une
variabilité de réponse en I’absence et en présence du stress hydrique (figure 43)

L’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif (P < 0,001) du stress

hydrique sur les teneurs en protéines chez les variétés et les populations étudiées. Des
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différences entre les variétés et les populations sont trés hautement significatives.
L’interaction entre les deux facteurs est également tres hautement significative (Annexe, Tab
33).

D’aprés les résultats obtenus, il ressort que les plants témoins accumulent les plus faibles
teneurs en protéines (Figure 43). Les teneurs en protéines sont de 1’ordre de 230,25; 284,92;
324,25 ; 350,25 et 442,86 ug /g de MF respectivement chez les variétés Dista, Baldia, Lioua,
Moapa et Diamant.

Le stress hydrique entraine une accumulation des protéines chez les cing variétés et
populations. Au niveau de traitement ADH1, les teneurs en protéines augmentent de 5,75 %
chez la variété Dista, alors que chez la population Baldia une augmentation de 19,56% a été
observée. Ces teneurs évoluent au niveau du traitement ADH2, pour atteindre des
augmentations de 35,21%, 29,78%, 20,68%, 14,63% et 11,17% respectivement chez Baldia,
Diamant, Lioua, Moapa et Dista .
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Figure 43: Variations des teneurs en protéines chez les cing variétés et populations de

Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5

répétitions.
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Discussion

Les résultats de la présente étude ont montré une augmentation des teneurs en protéines en
fonction du stress hydrique. Toutefois, I’accumulation est plus importante chez la variété
Diamant et la population Baldia que chez la population Lioua et les variétés Moapa et Dista.
D’aprés les résultats de SEYED et al., (2012), les conditions de sécheresse apportent des
changements quantitatifs et qualitatifs sur les protéines végétales.

Plusieurs auteurs ont montré que le stress entraine une baisse ou une hausse des protéines
totales (KUMAR, 1991). Dans notre travail, Les variétés et les populations ont répondue aux
conditions du stress hydrique par une hausse des teneurs en protéines comparativement aux
témoins. Ce résultat peut étre expliqué par le fait que la plante cherche a protéger son intégrité
morphophysiologique, en réponse aux dommages et aux effets défavorables du déficit
hydrique en élaborant des enzymes et des proteines dont le role est de neutraliser les
molécules générées par ce stress (GARDES-ALBERT et al., 2003).

Selon DAVID et GRONGNET (2001), la stimulation des protéines est due a une activation
d’un ensemble de génes permettant la synthése des protéines spécifiques associees aux stress
qui assurent une protection de I’ensemble vital des protéines cellulaires et tiennent a maintenir
les structures protéiques et membranaires de la cellule végétale.

Certains auteurs, soulignent que la plante soumise a un stress abiotique, induit la production
de protéines dites « protéines de stress » (HAMILTON et HECKATHORN, 2001). Ces
protéines peuvent s’associer a la protéine en cours d’élongation et stabilise les conformations
intermédiaires, elles permettent la remise en forme de protéines partiellement dénaturées ou
en modifiant temporairement la conformation des protéines pour faciliter leur pénétration
dans les organites (GUILLOTON et QUINTARD, 2003). C’est I’exemple de I'HSP70
(interviennent précocement lors de la synthése protéique, permettant a la molécule d’acquérir
sa forme native) et de la HSP.60 (agissent sur des protéines entierement constituées,
autorisant leur remise en forme, aprés dénaturation partielle ou leur changement de
conformation) (ISSAAD, 2013).

3.4. Effet du stress hydrique sur les caractéres symbiotiques

3.4.1. Nombre des nodules

Reésultats

Les variations du nombre des nodules en fonction des traitements hydriques appliqués,
montrent que chez toutes les variétés et les populations étudiées 1’augmentation de 1’intensité

du stress provoque un abaissement du nombre des nodules comparativement aux témoins.
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Cette baisse est d’autant plus accentuée que I’intensité du stress est importante (Figure 44).
L’analyse de la variance montre que le stress hydrique entraine une baisse trés hautement
significative du nombre des nodules (p < 0,001) chez les cing variétés et populations. L’effet
variété et linteraction variété x traitement hydrique sont également tres hautement
significatifs (Annexe, Tab.34).

En I’absence du stress hydrique, toutes les variétés et les populations affichent un nombre des
nodules élevé par rapport aux autres traitements. Des nombres des nodules de 25,6 ; 30,4;
31,2; 33,2 et 40,4 nodules/plant sont observés respectivement chez les variétés et les
populations Lioua, Diamant, Dista, Moapa et Baldia.

Le stress modéré (ADH1) entraine une baisse des nombre des nodules par plante de 35,26%,
39,84% et 40,96% chez Diamant, Lioua et Moapa respectivement. La variété Dista semble
étre la plus affectée (48,68% de réduction), contrairement a la population Baldia moins
sensible (29,70% de réduction). La baisse s’accentue pour toutes les variétés et les
populations au niveau de traitement ADH2, des pourcentages de réductions sont de 1’ordre de
69,23%, 73,76%, 79,69%, 82,89 et 84,34% respectivement pour les variétés et les populations

Diamant, Baldia, Lioua, Dista et Moapa.
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Figure 44: Variations du nombre des nodules par plant chez les cing variétés et populations

de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne

de 5 répétitions.
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3.4.2. Poids sec des nodules

Résultats

La figure 45 montre que le poids sec des nodules diminue pour les cing variétés et populations
en présence du stress hydrique. Ces résultats mettent en évidence une variabilité de réponse en
présence du stress hydrique chez les variétés et les populations testées.

L’analyse de la variance a révélé un effet trés hautement significatif du stress hydrique (P <
0,001) sur le poids sec des nodules des cing variétés et populations. Les différences entre les
variétés et les populations sont également tres hautement significatives. Cependant
I’interaction entre les deux facteurs n’est pas significative (p > 0,05) (Annexe, Tab.35).

Pour le traitement témoin (SDH), le poids sec des nodules est plus élevée chez la population
Baldia et la variété Diamant (70,21 et 63,03 mg/plant respectivement), et plus faible chez la
variété Dista et la population Lioua (55,42 et 57,12 mg/plant.)

En condition du stress modérée (ADH1), la variété Diamant semble étre la moins affectée,
avec une diminution de 38,11% par rapport au témoin, alors que la variété Dista est le plus
affecté, avec une réduction de 51,05%.

En présence du stress hydrique sévere (ADH2), la population Lioua et les variétes Moapa et
Dista sont les plus affectées, car le poids sec des nodules a baissé respectivement de 82,95%,
86,07% et 88,60% par rapport au témoin alors que la variété Diamant et la population Baldia

moins sensibles enregistrent respectivement une baisse de 72,16% et 76,29%.
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Figure 45: Variations du poids sec des nodules par plant chez les cing variétés et populations
de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne

de 5 répétitions.
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3.4.3. Teneurs en leghémoglobine

Résultats

D’aprés I’analyse de variance des résultats obtenus, on constate un effet trés dépressif du
déficit hydrique sur les teneurs en leghémoglobine chez I’ensemble des génotypes et des
populations testés (p<0,001). Cette réduction s’avere d’intensités différentes chez les
génotypes et les populations expérimentés, faisant apparaitre ainsi un effet génotypique (p<
0,001) et d’interaction entre les deux facteurs d’étude, tres hautement significatif (Annexe,
Tab.36)

Les teneurs en leghémoglobine (Figure 46) chez I’ensemble des génotypes et des populations
et a ’échelle du traitement témoin (SDH) sont comprise entre 0.071 pmols/g nodule (Baldia)
et 0,047 umols/g nodule (Lioua). En conditions de déficit hydrique moderé (ADH1), les
teneurs en leghémoglobine sont réduites chez tous les génotypes et les populations testes. En
conditions de déficit hydrique plus prolongé (ADH2), les teneurs en leghémoglobine ont subit
une forte réduction chez I’ensemble des génotypes et des populations expérimentés. Cette
réduction s’exprime fortement chez le génotype Moapa avec une valeur de 92,06%. Par

contre, la plus faible régression est inscrite chez le genotype Diamant (74,51%).
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Figure 46: Variations des teneurs en leghémoglobine des nodules chez les cing variétés et

populations de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point

représente la moyenne de 5 répétitions.
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Discussion

Le stress hydrique induit une diminution du nombre et du poids sec des nodules chez toutes
les variétés et les populations avec I’augmentation de I’intensité du stress hydrique, avec des
coefficients de corrélation significatifs et négatifs (r= -0,894, r= -0,951). Toutefois, une
variabilité de réponses a été observée en présence du stress hydrique. La variété Diamant et la
population Baldia se sont montré les moins affectées par le stress hydrique. Ce qui semble
confirmer, du point de vue tolérance, la supériorité de ces deux espéces par rapport aux autres.
Les résultats obtenus montrent une réduction du poids sec plus importante que celle du
nombre de nodules chez les variétés et les populations testées, indiquant ainsi que I’inhibition
du stress ne concerne pas uniquement le processus de la nodulation mais également sur la
croissance nodulaire.

L’effet négatif du déficit hydrique prolongé et intense sur la nodulation a été souligné par
plusieurs auteurs (BOUTRAA et SANDERS, 2001 ; OUNANE et al., 2003 ; TELLAH,
2016), ce qui rejoint nos résultats de nodulation. En effet, le nombre de nodosités formées est
le résultat final de toute une succession d’événements se produisant au cours des différentes
étapes de la formation des nodosités.

Le stress hydrique a un effet négatif sur les populations de rhizobium introduites dans le sol
(AURAG et BRHADA, 1994). Il induit une réduction de l'infection et de nodulation des
Iégumineuses. Ainsi, un environnement de rhizosphére favorable est essentiel a I'interaction
de légumineuse-rhizobium. Cependant, I'importance de I’effet inhibiteur du stress hydrique
sur la symbiose dépend du stade de développement de la plante et de son intensité (Zahran,
1999). Selon les résultats de PENA-CABRIALES et CASTELLANOS (1993), sur I’haricot le
stress hydrique durant le stade végétatif a diminué temporairement la nodulation, et aprés
réalimentation réguliére en eau la nodulation reprend mieux que chez le témoin non stressé.
L'effet du stress hydrique sur la symbiose dépend généralement de la phase de la croissance et
de développement de la plante, mais aussi de la sévérité de la contrainte hydrique (ZAHRAN,
1999). Un stress hydriqgue modéré réduit seulement le nombre de nodules formés sur des
racines de soja, alors qu’un stress sévere réduit le nombre et la fixation d’azote
(PAZDERNIK, et al.; 1997). La nodulation et la fixation d'azote est plus sensible au stress
hydrique pendant la phase végétative que la phase reproductrice (PENA —-CABRIALES et
CASTELLANOS, 1993).

La réduction du nombre et du poids sec des nodules est associée également a une diminution

des teneurs en leghémoglobine, plus importante chez les variétés Moapa et Dista. La fixation
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symbiotique de I’azote est fortement affectée par le déficit hydrique, a cause de la réduction
de la leghémoglobine dans les nodules, de la diminution de I’activité spécifique des nodules et
de la réduction de nombre et poids sec des nodules (REDDY et al., 2003). Le stress hydrique
retarde aussi la formation des nodules chez les légumineuses. La réduction de nombre de
nodules a été également observée chez la féve et 1’haricot exposés au stress hydrique
(SANGAKKARA et al., 1996).

La limitation du nodulation pourrait étre due a la diminution des photosynthétats fournis par
les feuilles pour les nodules et/ou a la réduction des substrats pour la respiration des
bactéroides (GARG et SINGLA, 2004 ; LOPEZ et al., 2008). Ceci est démontré par les
corrélations positives et significatives obtenues entre le nombre des nodules et les teneurs en
chlorophylle totale (r= 0,899) et entre le poids sec des nodules et les teneurs en chlorophylle
totale (r=0,926).

Cette grande sensibilité de la fixation symbiotique de 1’azote au stress a été expliquée par le
fait que celui-ci provoque la plasmolyse des cellules corticales des nodosités et leur
tassement, augmentant ainsi leur résistance a la diffusion de I’oxygene vers les bactéroides
fixateurs, ce qui est confirmé par le fait que ’accroissement de la pression partielle d’oxygene

autour des nodosités augmente 1’activité de la nitrogénase (HUNGRIA et VARGAS, 2000).

3.5. Efficacité d’utilisation de la symbiose rhizobienne

La fixation symbiotique de N> est évaluée par la droite de régression des biomasses séches
aeriennes en fonction des biomasses seche nodulaires. Pour détermines l'efficacité de la
symbiose rhizobienne chez la luzerne dans cette étude, nous avons base sur la corrélation
entre la croissance et la nodulation. Les coefficients de corrélation entre la biomasse séche
aérienne et le poids sec des nodules sont calculés pour chaque génotype, avec la pente de
régression pour une estimation de l'efficacité de l'utilisation de la symbiose rhizobienne
(EURS) (Figure 47). Aussi le poids sec des parties aériennes et le poids sec des nodules
obtenus sont illustrés dans la figure 48.

Les données de la figure 47 montrent une régression significative de la matiere seche
aérienne en fonction du poids sec des nodules des plantes de la luzerne. Ceci confirme que la
fixation symbiotique de I’azote est un facteur déterminant de l'accumulation de la matiére

séche.
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Des corrélations positives et significatives entre la biomasse seche aérienne et la biomasse
séche nodulaire sont notées chez toutes les génotypes et les populations : Baldia (r? = 0,954),
Lioua (r? = 0,950), Dista (r?> = 0,948), Diamant (r> = 0,938) et Moapa (r*> = 0,922) montrant
ainsi 1’¢troite relation existante entre la biomasse seche aérienne et la biomasse seche
nodulaire. Cette corrélation confirme que la croissance chez la luzerne dépend de la fixation
symbiotique de I’azote.

L’analyse des résultats en termes de I’efficacité de la fixation symbiotique de N2> montre une
variation qui semble dépendante des génotypes et de populations. La pente des régressions
(Figure 47) a permis de classer les variétés et les populations selon I’efficacité de la fixation
symbiotique de N> comme suit : Lioua < Dista <Moapa < Diamant < Baldia. En effet, la
population Baldia s’est montrée la moins affectée par le stress hydrique, suivie du génotype
Diamant. Ce qui semble confirmer, du point de vue tolérance, la supériorité de ces deux
especes par rapport aux autres. Une tolérance qui s’est traduite par une meilleure production
de matiére seche sous contrainte hydrique (Figure 48).

La pente des régressions peut étre considérée comme un indicateur de [l'efficacité des
nodosités a soutenir lI'accumulation de l'azote dans la partie aérienne et par conséquence la
croissance aérienne. Cette pente constituerait un indicateur d'efficacité de la symbiose
rhizobienne pour la nutrition azotée de la plante.

OUSLIM (2016), ait montré I'existence d'une corrélation significative entre I'accroissement du
poids de matiere séche des parties aériennes et le poids sec des nodosités. Le poids sec des

plantes sont significativement associés a la biomasse nodulaire (SADIKI et RABIH, 2003).
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Figure 47 : Corrélation entre la croissance et la nodulation chez les cing variétés et

populations de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques.
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Figure 48 : Variations du poids sec des parties aériennes et le poids sec des nodules chez les

cing variétés et populations de Medicago sativa L. (a) sous différentes traitements (b).
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3.6. Analyse en composantes principales des résultats

Selon I’analyse de la variance, le stress hydrique appliqués a induit des réductions trés
hautement significatives des facteurs de croissance, du nombre des nodules, des poids sec des
nodules, des teneurs en pigment photosynthétiques, en leghémoglobine ainsi que le teneur
relative en eau, contrairement aux solutés compatibles et les teneurs en protéines qui ont
augmenté significativement.

L’analyse en composante principale (ACP) a permis de représenter graphiquement la
variabilité des facteurs agronomiques étudiés, et de déterminer la nature et le degré de
divergence entre les cing variétés et populations de la luzerne vis- a-vis de la tolérance au
stress hydrique. Les premiers axes décrivent 77,6 % de la variation totale. Le premier axe
exprime le plus important pourcentage de variation (66,2%). Il est positivement corrélé aux
facteurs de croissance, de la Teneurs relatives en eau (TRE) ainsi que les pigments foliaires.
Il est négativement corrélé aux solutés compatibles. Le deuxieme axe représente 11,4 % de
I’information. Il est positivement corrélé aux teneurs en protéines et du ratio chlorophylles a/
chlorophylles b (Figure 49).

La projection des points moyens des variétés et des populations étudiées sur le plan défini par
les axes 1 et 2 a montré leur réponse au stress hydrique en fonction des paramétres étudies
(Figure 50). Trois regroupements plus homogénes, d’une part entre la population Baldia et la
variété Diamant et d’autre part, entre la variété Dista et la Moapa. Ces derniers confirment le
méme comportement de tolérance ou de sensibilité au stress hydrique chez chaque couple

de variétés homogeénes. Le troisieme groupe comprend la population Lioua,
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Figure 49: Analyse en composantes principales représentant le cercle des corrélations entre

les différents parametres en fonction des traitements hydriques chez la luzerne.
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Figure 50: Représentation graphique de la distribution spatiale des variétés et des populations
de la luzerne dans les plan 1-2 d’une analyse en composantes principales sous les différents

traitements hydriques.
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3.7. Analyse canonique discriminante des résultats

Une analyse canonique discriminante (ACD) a été reéalisee en utilisant I’ensemble des
caracteres étudiés (18 variables) comme des facteurs prédictifs de l'appartenance a un groupe
de diagnostic. Ce groupe correspond aux cing génotypes et populations de Medicago sativa L.
étudiés dans notre travail de recherche.

Les résultats de I'ACD ont confirmé I'existence de différences dans les caractéristiques
globales des génotypes et des populations. La statistique Lambda de Wilks (L) a révélé une
signification statistique trés importante de ce modéle (A = 0,000). Ainsi, la statistique F (de
Fisher-Snedecor) calculée a également indiqué une trés bonne signification (P <0,001) pour le
modéle (Tableau V).

Quatre fonctions discriminantes (FD) ont été établies correspondant a 82,8%, 9,6%, 19,6% et
3,5 % de la variance totale. Le test x2 (Khi-deux) a montré pour 1’analyses (ACD) un pouvoir
discriminatoire tres important concernant les quatre fonctions (P <0,001). Les valeurs propres
relatives aux deux premiéres fonctions (277,16 et 32,05 pour FD1 et FD2, respectivement) ont
expliqué ensemble la portion la plus grande de la variance totale (97,7%), et leurs corrélations
canoniques (ou coefficients de corrélation canonique) sont : r1 = 0,998 et r2 = 0,985 (Tableau
VI).

Le diagramme de dispersion bidimensionnels (2D) de I'espace discriminant (parcelle
canonique) par rapport aux deux fonctions discriminantes relatives aux caracteres étudies
sont présentés dans la figure 51. Ces parcelles canoniques ont reflété une bonne séparation
entre les génotypes et les populations contrastés de Medicago sativa L. objet d’étude. En ce
qui concerne I’ACD (Figure 51), la séparation horizontale a été établie par la premiére FD.
Ladite fonction a permis de quantifier le degré auquel tous génotypes et les populations
different dans leurs caractéres. Cette constatation nous a permis de faire une liaison entre les
caracteres étudiés et les différences enregistrées chez génotypes et les populations dans leur
tolérance face au stress hydrique. Le génotype Diamant a été nettement séparé de tous les
autres genotypes et populations. Compte tenu de la seconde FD, le génotype Dista a été
Iégerement distingué des autres génotypes et populations.

L’analyse factorielle discriminante (analyse canonique discriminante) a montré que les
génotypes (Moapa et Dista ) sont clairement distingués des autres génotypes et populations
par une diminution considérable de la TRE, de PSA, Chl T et Chl a/Chl b de PSN sous stress
hydrique.
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Tableau V: Résultats de test Khi-deux pour la signification des fonctions discriminantes
issues de I’analyse canonique discriminante pour 1’ensemble des caracteres étudiés chez les
cing variétés et populations de Medicago sativa L.

Test de la ou des | Lambda de | Khi-deux ddl p-Signification
fonctions Wilks

Dela4 0,000 897,038 86 0.000

De2a4 0,000 542,462 48 0.000

De3a4 0,006 322,074 30 0.000

4 0,114 137,012 14 0.000

Tableau VI: Caractéristique des fonctions discriminantes issues de I’analyse canonique
discriminante pour I’ensemble des caracteres étudiés chez les cinq variétés et populations de
Medicago sativa L.

Fonction Valeur propre | % de la variance % cumulé Corrélation
canonique
1 277,160 82,8 82,8 0,998
2 32,057 9,6 92,3 0,985
3 17,868 5,3 97,7 0,973
4 7,800 2,3 100,0 0,
Fonctions discriminantes canoniques
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Figure 51: Espace discriminant bidimensionnel illustrant la répartition des variétés et des
populations de Medicago sativa L. étudiées suivant le gradient de la variance de deux
fonctions discriminantes issues de I’analyse canonique discriminante (ACD)
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3.8. Regroupement des cing variétés et populations de Medicago sativa L.
Les résultats de l'analyse des regroupements, des différents variétés et populations de
Medicago sativa L. pour les paramétres étudiés sous différents traitements hydriques, ont
montré qu’il ya trois groupes (Figure 52)
- Le premier groupe contient la variété et la population tolérantes a la sécheresse:
Diamant et Baldia
- Le deuxiéme groupe contient la population et le génotype les plus sensibles au déficit
hydrique : Moapa et Dista
- Le troisieme groupe renferme la population Lioua qui est intermédiaire entre les deux

groupes.
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Figure 52: Dendrogramme représentant le regroupement des variétés et des populations de

Medicago sativa L. sous les différents traitements hydrigues.
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4. Conclusion

Il ressort de 1’étude comparative des cing génotypes et populations de Medicago sativa L.,
qu’il y a des différences significatives en termes de leurs réponses morphologiques,
physiologiques, biochimiques et symbiotiques en conditions de stress hydrique. D’aprés les
résultats obtenus de cette expérience en pots, des différences intra-spécifiques ont été
observees dans l'état hydrique de la feuille, les caractéres morphologiques, la teneur en
pigments photosynthétiques, 1’osmorégulation et les caractéres symbiotique entre les cing
génotypes et populations étudiés. D’apres I’analyse de variance, nous avons ainsi noté un effet
hautement significatif de I'intensité de la contrainte hydrique chez les plantes de la luzerne
stressées. Des interactions génotype X traitement hydrique ont été montrées hautement
significatives pour certains traits. Nous avons également établi des corrélations entres les
traits qui interferent entre eux chez la plante. Les présents résultats suggérent que l'effet
génétique est trés évident, parce que c'était les mémes conditions environnementales, par
conséquent, les variations observées dans les réponses morphologiques, physiologiques,
biochimiques et symbiotiques pourraient étre liees a des différences génétiques. Sur la base de
nos résultats de recherche, il s’est révélé clairement que la capacité et ’aptitude de tolérance
et d’adaptation a la sécheresse de ces cinq génotypes et populations contrastés sont
différentes. Or, nous pouvons suggérer l'ordre suivant des cing génotypes et populations, en
termes de la capacité de tolérance au stress hydrique : Diamant>Baldia> Lioua>
Maopa>Dista. Face au déficit hydrique, les cultivars tolérants Baldia et Diamant se sont
montrés les plus efficients par rapport aux autres genotypes et populations. La performance
des génotypes étudiés en termes de fixation d’azote pourrait dépendre de la corrélation
positive ainsi démontrée entre la croissance et la nodulation. L’utilisation des génotypes ou
des populations, et des souches de rhizobia ayant une efficacité optimale de croissance et de

rendement sous stress hydrique, contribuerait a I’amélioration des légumineuses nodulées.
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CONCLUSION GENERALE

La sécheresse représente I'un des principaux facteurs de la réduction des rendements
agricoles. L’un des défis de la recherche actuelle en écophysiologie végétale est de produire
des variétés de plantes a intérét agronomique présentant une tolérance vis-a-vis du stress
hydrique. L ¢élaboration de telles variétés implique une bonne compréhension des mécanismes
biologiques intervenant dans la signalisation et la réponse a la contrainte hydrique.

Les travaux présentés dans cette étude s’inscrivent dans le cadre de I’amélioration de la
production des légumineuses sous stress hydrique. La fixation biologique de I’azote
atmosphérique par la symbiose Rhizobia- légumineuse représente un intérét économique et
agronomique considérable.

L’effet du stress hydrique sur la croissance, le développement des nodules et la fixation
symbiotique de I’azote, a été étudié chez cinq variétés et populations de Vicia faba L. et de
Medicago sativa L. L’objectif étant de contribuer a la mise au point d’un test de sélection
pour ’amélioration de la feve et de la luzerne sous contrainte hydrique.

Ce travail qui porte sur I’étude des mécanismes agro morphologiques, physiologiques,
biochimiques et symbiotiques a permis d’identifier plusieurs réponses au stress hydrique chez
la feve et la luzerne. Elles peuvent étre de diverse nature et se déclencher separément ou
ensemble, pour contrecarrer les effets de cette contrainte. Cette diversité constitue un atout
majeur pouvant étre exploité pour déterminer les mécanismes les plus efficients de la
tolérance au stress hydrique.

Le stress hydrique exerce chez les deux cultures un effet dépressif sur les parametres de
croissance. Une corrélation élevée et négative obtenue entre les paramétres morphologiques
retenus et le contrainte hydrique montre que le stress hydrique engendre une réduction de la
croissance chez Vicia faba L. et Medicago sativa L. Le degré de sensibilité ou de tolérance
dépend de la variété et de I’intensité du stress. Il en ressort que la croissance en hauteur chez
les deux cultures est moins affecté par le stress hydrique que la surface foliaire. Les résultats
de la production de la matiére séche aérienne et racinaire a permis de scinder les variétés et
les populations étudiés chez la féve en deux groupes ; un groupe a croissance tres affectée par
le stress hydrique constitué de Tolga et Manouth et un autre groupe a croissance moins
affecté, formé par Doucen et Luz de otono. Chez la luzerne, Diamant et Baldia sont moins
affectés par le stress hydrique, par contre Dista et Moapa sont plus sensibles au stress

hydrique. Cette supériorité de la production de matiere séche pourrait trouver son explication
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dans le fait que les pigments chlorophylliens chez Doucen, Luz de otono, Diamant et Baldia
ont été les moins affectés par le stress hydrique.

En ce qui concerne les osmorégulateurs (proline et les sucres solubles), les résultats obtenus,
dans les conditions de cette expérimentation, semblent indiquer que les teneurs en osmoticum
des feuilles des plantes de la féve et de la luzerne préalablement soumises au stress hydrique,
ont été plus élevées que celles des plantes bien alimentées en eau. Ces teneurs ont été
toutefois, d'autant plus importantes que le niveau du stress dans le milieu est élevé. La variété
Luz de otono et la population Doucen chez la feve, Diamant et Baldia chez la luzerne,
accumulent les plus fortes teneurs, ce qui semble confirmer la tolérance de ces variétés et
populations au stress hydrique. De ce fait, I’accumulation de la proline serait impliquée dans
les mécanismes de I’ajustement osmotique et serviraient aussi comme osmoprotecteurs. Cet
élement peut étre considéré comme un marqueur biochimique du degré de tolérance et par
conséquent pourrait étre utilisé dans les programmes de sélection.

Dans nos conditions expérimentales, la contrainte hydrique semble stimuler la synthése et
I’accumulation de solutés compatibles ce qui a permis le maintien d’une turgescence
cellulaire convenable chez les plantes de la féeve et de la luzerne. Cette turgescence cellulaire
est appréciée par des teneurs relatives en eau convenables aussi pour les plantes témoins que
pour celles stressées. L’aptitude a résister au stress hydrique dépend du maintien d’un
gradient de potentiel hydrique entre le milieu interne et externe de la plante qui favorise
I’absorption de 1’eau. Le maintien d’une teneur relative en eau modérée, sous stress hydrigue,
est une forme remarquable de résistance.

Les résultats concernant les teneurs en pigments photosynthétiques montrent qu’elles sont
restées plus importantes chez les plantes témoins, comparativement aux teneurs enregistrées
chez les plantes de Vicia faba L. et Medicago sativa L. sous stress hydrique. Ce stress cause le
plus souvent une perte progressive de la chlorophylle conduisant a la réduction de
I’absorption de la lumiére par les feuilles, et donc une moindre accumulation de la matiére
seche chez la plante. L’altération de la chlorophylle affecte le processus de la photosynthese
ce qui suggére que le degré de variation du contenu en chlorophylle peut étre utilisé comme
critere de sélection de la tolérance vis-a-vis du stress hydrique. La tolérance au stress imposé
reflétée par le statut énergétique et plus particulierement par le rapport Chl a / Chl b montre
des valeurs élevées de ce dernier pour le génotype Luz de otono et la population Doucen chez

la feve, Diamant et Baldia chez la luzerne.
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Le stress hydrique induit une diminution de la nodulation et de la fixation symbiotique
d’azote chez les deux cultures. L’analyse des résultats en termes d’EUSR montre une
variation significative qui semble dépendante des génotypes et des populations. La pente des
régressions entre la croissance et la nodulation chez la féve, a permis de classer les variétés
selon Pefficacité d’utilisation de la symbiose rhizobienne comme suit : Manouth < Tolga <
M’zeraa < Luz de otono < Doucen. En effet, la population Doucen s’est montrée la moins
affectée par le stress hydrique, suivie du génotype Luz de otono. Ce qui semble confirmer,
du point de vue tolérance, la supériorité de ces deux espéces par rapport aux autres. Les
résultats en termes de 1’efficacité de la fixation symbiotique de N> chez la luzerne ont permis
de classer les variétés et les populations comme suit : Lioua < Dista < Moapa < Diamant <
Baldia. En effet, la population Baldia s’est montrée la moins affectée par le stress hydrique,
suivie du genotype Diamant.

La classification hiérarchique sous les différents traitements hydrique chez la feve fait
ressortir trois groupes, 1’un tolérant au stress hydrique comprenant la variété Luz de otono et
la population Doucen, I’autre concernant la variété Manouth et la population Tolga
sensibles au stress hydrique, le troisieme groupe renferme la population M’zeraa qui est
intermédiaire entre les deux groupes. Chez la luzerne, la population Baldia et la variété
Diamant sont mois affectés par le stress hydrique que les autres populations et varietés.

En effet, les cultivars Luz de otono et Doucen chez la feve et Diamant et Baldia chez la
luzerne présentent des teneurs relative en eau et en pigments chlorophylliens moins affectées
par le stress hydrique, une meilleure production de la matiére séche aérienne et nodulaire et
des teneurs en proline plus élevées, une meilleure efficacité d’utilisation de la symbiose
rhizobienne. De ce fait ces caracteres aises a exploiter pourront servir des criteres de sélection
pour la tolérance au stress hydrique chez la féve et la luzerne.

Les données que nous venons d’exposer apportent quelques informations sur le comportement
des variétés et des populations de Vicia faba L. et de Medicago sativa L, mais demeurent
encore insuffisantes et nécessitent de pousser davantage les investigations en intégrant
d’autres paramétres génétiques et hormonaux pour aboutir & une sélection des variétés
performantes au plan de I’adaptation au stress hydrique.

Notre présente étude a visé a comprendre et a caractériser les mécanismes de tolérance
morpho-physiologiques, biochimiques et symbiotiques de la féeve et de la luzerne au stress

hydrique. Il s’agit de :
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> Approfondir les recherches sur les marqueurs génétiques et la recherche des génes
candidats impliqués dans la tolérance de la symbiose a rhizobia chez la féve et la
luzerne au stress hydriqgue comme candidats potentiels, pour la sélection assistée de
génotypes tolérants a la sécheresse.

» Approfondir les études scientifiques sur les mécanismes de tolérance liés aux
adaptations morphologiques, anatomiques et symbiotiques pour mieux comprendre le
comportement adaptatif de la féve et de la luzerne dans sa totalité.

> Elargir ce genre des études sur les différentes populations et variétés qui constituent
I’aire de réparation de la feve et la luzerne en Algérie, afin d’élargir la variabilité
génotypique.

> Prévoir une étude sur le terrain afin de déterminer les effets des conditions de
I'environnement naturel sur le comportement éco-physiologique de la féve et de la

luzerne.
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Annexes
Tableaux d’analyses de la variance des paramétres étudiés chez la feve
Tableau 1: Teneur relative en eau
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 5490.9572 14 392.211 133.838 .000
Intercept 330600.292 330600.292 112813.587 .000
Varie_Popul 889.932 4 222.483 75.920 .000
Trait_Hydro 3796.950 1898.475 647.833 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 804.075 8 100.509 34.298 .000
Error 175.830 60 2.931
Total 336267.079 75
Corrected Total 5666.787 74
a. R Squared = .969 (Adjusted R Squared = .962)
Tableau 2: Hauteur de la tige
Type Il Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 9470.3032 14 676.450 135.435 .000
Intercept 115193.127 115193.127 23063.226 .000
Varie_Popul 2317.455 4 579.364 115.997 .000
Trait_Hydro 6799.348 3399.674 680.661 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 353.500 8 44.187 8.847 .000
Error 299.680 60 4.995
Total 124963.110 75
Corrected Total 9769.983 74
a.R Squared = .969 (Adjusted R Squared = .962)
Tableau 3 : Surface foliaire
Type lll Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 14260.8362 14 1018.631 209.327 .000
Intercept 49889.466 49889.466 10252.216 .000
Varie_Popul 1117.402 4 279.350 57.406 .000
Trait_Hydro 11914.745 5957.372 1224.232 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 1228.689 8 153.586 31.562 .000
Error 291.973 60 4.866
Total 64442.274 75
Corrected Total 14552.808 74

a. R Squared =.980 (Adjusted R Squared = .975)
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Tableau 4 : Biomasse séche aérienne
Type 1l Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2954.2542 14 211.018 175.119 .000
Intercept 9585.340 9585.340 7954.661 .000
Varie_Popul 29.159 4 7.290 6.050 .000
Trait_Hydro 2614.179 1307.089 1084.724 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 310.917 8 38.865 32.253 .000
Error 72.300 60 1.205
Total 12611.894 75
Corrected Total 3026.554 74
a. R Squared = .976 (Adjusted R Squared = .971)
Tableau 5 : Biomasse séche racinaire
Type 1l Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 233.5672 14 16.683 60.526 .000
Intercept 1401.581 1401.581 5084.851 .000
Varie_Popul 9.940 4 2.485 9.015 .000
Trait_Hydro 192.289 96.144 348.806 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 31.338 8 3.917 14.212 .000
Error 16.538 60 .276
Total 1651.687 75
Corrected Total 250.105 74
a. R Squared = .934 (Adjusted R Squared =.918)
Tableau 6 : rapport biomasse séche racinaire / biomasse seche aérienne
Type lll Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model .6102 14 .044 5.610 .000
Intercept 13.458 13.458 1733.207 .000
Varie_Popul .219 4 .055 7.047 .000
Trait_Hydro .335 .167 21.563 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro .056 8 .007 .903 .520
Error 466 60 .008
Total 14.534 75
Corrected Total 1.076 74

a. R Squared = .567 (Adjusted R Squared = .466)
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Tableau7:Teneurs en chlorophylle a
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 1110.1592 14 79.297 164.959 .000
Intercept 8222.824 8222.824 17105.652 .000
Varie_Popul 260.981 4 65.245 135.728 .000
Trait_Hydro 802.979 401.490 835.205 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 46.198 8 5.775 12.013 .000
Error 28.842 60 481
Total 9361.825 75
Corrected Total 1139.001 74
a. R Squared = .975 (Adjusted R Squared = .969)
Tableau8 :Teneurs en chlorophylle b
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 113.5692 14 8.112 224.355 .000
Intercept 933.368 933.368 25814.063 .000
Varie_Popul 25.254 4 6.313 174.611 .000
Trait_Hydro 85.791 42.896 1186.359 .000
Varie_Popul * Trait Hydro 2.524 8 .316 8.726 .000
Error 2.169 60 .036
Total 1049.106 75
Corrected Total 115.739 74
a. R Squared =.981 (Adjusted R Squared = .977)
Tableau9 : Teneurs en chlorophylle totale
Type lll Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 1859.0872 14 132.792 312.184 .000
Intercept 14699.720 14699.720 34557.924 .000
Varie_Popul 380.594 4 95.148 223.687 .000
Trait_Hydro 1413.531 706.766 1661.552 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 64.963 8 8.120 19.090 .000
Error 25.522 60 425
Total 16584.329 75
Corrected Total 1884.609 74

a. R Squared =.986 (Adjusted R Squared = .983)
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Tableau 10: Teneurs en caroténoides
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 49.065?2 14 3.505 1324.185 .000
Intercept 418.665 418.665 158185.592 .000
Varie_Popul 24.683 4 6.171 2331.562 .000
Trait_Hydro 23.188 11.594 4380.693 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 1.194 8 .149 56.370 .000
Error .159 60 .003
Total 467.889 75
Corrected Total 49.224 74
a. R Squared = .997 (Adjusted R Squared = .996)
Tableau 11: Ratio chlorophylle a/ chlorophylle b
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 20.0242 14 1.430 14.403 .000
Intercept 666.745 666.745 6714.185 .000
Varie_Popul 18.541 4 4.635 46.677 .000
Trait_Hydro .155 .078 .781 462
Varie_Popul * Trait_Hydro 1.328 8 .166 1.671 124
Error 5.958 60 .099
Total 692.728 75
Corrected Total 25.982 74
a. R Squared =.771 (Adjusted R Squared = .717)
Tableau 12: Ratio chlorophylle / caroténoides
Type lll Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 69.5512 14 4.968 34.194 .000
Intercept 2639.503 1 2639.503 18167.800 .000
Varie_Popul 48.530 4 12.133 83.509 .000
Trait_Hydro 16.894 8.447 58.141 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 4.127 8 .516 3.551 .002
Error 8.717 60 .145
Total 2717.771 75
Corrected Total 78.268 74

a. R Squared =.889 (Adjusted R Squared = .863)
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Tableau 13: Teneurs en proline
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 66759.3292 14 4768.523 123.432 .000
Intercept 737244.699 737244.699 19083.322 .000
Varie_Popul 5551.559 4 1387.890 35.925 .000
Trait_Hydro 54739.101 27369.550 708.451 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 6468.669 8 808.584 20.930 .000
Error 2317.976 60 38.633
Total 806322.004 75
Corrected Total 69077.305 74
a. R Squared = .966 (Adjusted R Squared = .959)
Tableau 14: Teneurs en sucres soluble
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 53782.668?2 14 3841.619 109.568 .000
Intercept 1294831.371 1294831.371 36930.134 .000
Varie_Popul 14450.231 3612.558 103.034 .000
Trait_Hydro 38348.282 19174.141 546.869 .000
Varie_Popul * Trait Hydro 984.154 8 123.019 3.509 .002
Error 2103.699 60 35.062
Total 1350717.737 75
Corrected Total 55886.366 74
a. R Squared =.962 (Adjusted R Squared = .954)
Tableau 15: Teneurs en protéines
Type lll Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 170.2462 14 12.160 1814.092 .000
Intercept 1801.240 1801.240 268708.110 .000
Varie_Popul 71.632 4 17.908 2671.512 .000
Trait_Hydro 90.226 45.113 6729.970 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 8.388 8 1.048 156.412 .000
Error 402 60 .007
Total 1971.889 75
Corrected Total 170.649 74

a. R Squared =.998 (Adjusted R Squared = .997)
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Tableau 16: Nombre des nodules
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 31053.600? 14 2218.114 87.881 .000
Intercept 171363.000 171363.000 6789.342 .000
Varie_Popul 6522.800 4 1630.700 64.608 .000
Trait_Hydro 23386.160 11693.080 463.276 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 1144.640 8 143.080 5.669 .000
Error 1514.400 60 25.240
Total 203931.000 75
Corrected Total 32568.000 74
a. R Squared = .954 (Adjusted R Squared = .943)
Tableau 17: Poids sec des nodules
Type 1l Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 3.7892 14 271 166.059 .000
Intercept 11.252 11.252 6903.088 .000
Varie_Popul 754 .189 115.716 .000
Trait_Hydro 2.957 1.479 907.137 .000
Varie_Popul * Trait Hydro .078 8 .010 5.961 .000
Error .098 60 .002
Total 15.139 75
Corrected Total 3.887 74
a. R Squared =.975 (Adjusted R Squared = .969)
Tableau 18: Teneurs en leghémoglobine
Type lll Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model .0512 14 .004 257.208 .000
Intercept .103 .103 7272.287 .000
Varie_Popul .014 4 .003 241.288 .000
Trait_Hydro .034 .017 1218.883 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro .003 .000 24.749 .000
Error .001 60 1.412E-5
Total .154 75
Corrected Total .052 74

a. R Squared =.984 (Adjusted R Squared = .980)
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Etude de la symbiose a rhizobia chez la féve (Vicia faba L.) et la Luzerne (Medicago sativa Annexes
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Tableaux d’analyses de la variance des parametres étudiés chez la luzerne
Tableau 19: Teneur relative en eau
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 12186.7212 14 870.480 126.322 .000
Intercept 435955.568 435955.568| 63264.883 .000
Varie_Popul 2322.258 580.565 84.250 .000
Trait_Hydro 9515.282 4757.641 690.418 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 349.181 8 43.648 6.334 .000
Error 413.457 60 6.891
Total 448555.746 75
Corrected Total 12600.178 74
a. R Squared = .967 (Adjusted R Squared = .960)
Tableau 20: Hauteur de la tige
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 708.0472 14 50.575 17.544 .000
Intercept 82303.203 82303.203| 28551.065 .000
Varie_Popul 37.113 4 9.278 3.219 .018
Trait_Hydro 584.647 292.323 101.407 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 86.287 8 10.786 3.742 .001
Error 172.960 60 2.883
Total 83184.210 75
Corrected Total 881.007 74
a. R Squared =.804 (Adjusted R Squared = .758)
Tableau 21 : Surface foliaire
Type lll Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 29.4822 14 2.106 304.607 .000
Intercept 1567.282 1567.282| 226704.190 .000
Varie_Popul 13.342 4 3.335 482.457 .000
Trait_Hydro 14.902 7.451 1077.748 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 1.239 8 .155 22.396 .000
Error 415 60 .007
Total 1597.178 75
Corrected Total 29.897 74

a. R Squared =.986 (Adjusted R Squared = .983)
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Tableau 22 : Biomasse séche aérienne
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 7.4722 14 .534 219.632 .000
Intercept 181.274 181.274 74598.409 .000
Varie_Popul .506 4 .126 52.010 .000
Trait_Hydro 6.636 3.318 1365.528 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro .330 8 .041 16.968 .000
Error .146 60 .002
Total 188.892 75
Corrected Total 7.618 74
a. R Squared = .981 (Adjusted R Squared = .976)
Tableau 23 : Biomasse seche racinaire
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 1.0872 14 .078 78.993 .000
Intercept 35.639 35.639 36242.576 .000
Varie_Popul .389 4 .097 98.847 .000
Trait_Hydro .670 .335 340.712 .000
Varie_Popul * Trait Hydro .029 8 .004 3.636 .002
Error .059 60 .001
Total 36.785 75
Corrected Total 1.146 74
a. R Squared =.949 (Adjusted R Squared = .937)
Tableau 24 : rapport biomasse seche racinaire / biomasse seche aérienne
Type lll Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 1222 14 .009 11.636 .000
Intercept 15.017 15.017 19969.390 .000
Varie_Popul .073 4 .018 24.235 .000
Trait_Hydro .042 .021 28.034 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro .007 .001 1.236 .294
Error .045 60 .001
Total 15.185 75
Corrected Total .168 74

a. R Squared =.731 (Adjusted R Squared = .668)
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Tableau25:Teneurs en chlorophylle a
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 390.4912 14 27.892 53.318 .000
Intercept 7646.711 7646.711 14617.135 .000
Varie_Popul 17.642 4 4.410 8.431 .000
Trait_Hydro 351.424 175.712 335.884 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 21.425 8 2.678 5.119 .000
Error 31.388 60 .523
Total 8068.590 75
Corrected Total 421.879 74
a. R Squared =.926 (Adjusted R Squared = .908)
Tableau26 : Teneurs en chlorophylle b
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 75.3612 14 5.383 171.632 .000
Intercept 1655.340 1655.340 52779.476 .000
Varie_Popul 6.643 4 1.661 52.948 .000
Trait_Hydro 67.745 33.872 1080.000 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro .974 8 122 3.881 .001
Error 1.882 60 .031
Total 1732.583 75
Corrected Total 77.243 74
a. R Squared =.976 (Adjusted R Squared = .970)
Tableau27 : Teneurs en chlorophylle totale
Type lll Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 783.3712 14 55.955 97.166 .000
Intercept 16417.642 16417.642 28509.119 .000
Varie_Popul 27.814 4 6.954 12.075 .000
Trait_Hydro 727.629 363.815 631.761 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 27.928 8 3.491 6.062 .000
Error 34.552 60 .576
Total 17235.565 75
Corrected Total 817.923 74

a. R Squared =.958 (Adjusted R Squared = .948)
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Tableau 28: Teneurs en caroténoides
Type 1l Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 50.5002 14 3.607 576.533 .000
Intercept 1484.743 1 1484.743 237305.679 .000
Varie_Popul 27.049 4 6.762 1080.812 .000
Trait_Hydro 22.109 11.054 1766.825 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 1.342 8 .168 26.821 .000
Error .375 60 .006
Total 1535.618 75
Corrected Total 50.876 74
a. R Squared = .993 (Adjusted R Squared = .991)
Tableau 29: Ratio chlorophylle a/ chlorophylle b
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 3.6322 14 .259 7.241 .000
Intercept 348.410 348.410 9726.136 .000
Varie_Popul 2.510 4 .627 17.517 .000
Trait_Hydro .036 .018 .507 .605
Varie_Popul * Trait Hydro 1.085 8 .136 3.787 .001
Error 2.149 60 .036
Total 354.191 75
Corrected Total 5.781 74
a. R Squared =.628 (Adjusted R Squared = .541)
Tableau 30: Ratio chlorophylle / caroténoides
Type lll Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 32.9722 14 2.355 72.474 .000
Intercept 848.872 1 848.872 26121.810 .000
Varie_Popul 24.570 4 6.142 189.016 .000
Trait_Hydro 7.177 3.589 110.429 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 1.226 8 .153 4.714 .000
Error 1.950 60 .032
Total 883.794 75
Corrected Total 34.922 74

a. R Squared =.944 (Adjusted R Squared = .931)
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Etude de_la,symbiose a rhizobia chez la feve (Vicia faba L.) et_la Luzerne (Medicago_ sativa Annexes
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Tableau 31: Teneurs en proline
Type 1l Sum of
Source Squares Df Mean Square F Sig.
Corrected Model 1798243.0142 14 128445.930 465.079 .000
Intercept 15631473.067 15631473.067 56598.639 .000
Varie_Popul 256920.593 4 64230.148 232.565 .000
Trait_Hydro 1496363.599 748181.799 2709.026 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 44958.823 8 5619.853 20.348 .000
Error 16570.865 60 276.181
Total 17446286.946 75
Corrected Total 1814813.879 74
a. R Squared =.991 (Adjusted R Squared = .989)
Tableau 32: Teneurs en sucres soluble
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 27343852.5172 14 1953132.323 7173.279 .000
Intercept 308580492.000 308580492.000 1133325.195 .000
Varie_Popul 7497501.784 4 1874375.446 6884.029 .000
Trait_Hydro 18379024.995 9189512.498 33750.371 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 1467325.737 8 183415.717 673.632 .000
Error 16336.732 60 272.279
Total 335940681.249 75
Corrected Total 27360189.249 74
a. R Squared =.999 (Adjusted R Squared = .999)
Tableau 33: Teneurs en protéines
Type lll Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 643247.909% 14 45946.279 1300.813 .000
Intercept 10093639.299 10093639.299 285767.195 .000
Varie_Popul 552539.618 4 138134.904 3910.822 .000
Trait_Hydro 72231.226 36115.613 1022.491 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 18477.065 8 2309.633 65.389 .000
Error 2119.272 60 35.321
Total 10739006.479 75
Corrected Total 645367.181 74

a. R Squared =.997 (Adjusted R Squared = .996)
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Etude de_la,symbiose a rhizobia chez la feve (Vicia faba L.) et_la Luzerne (Medicago_ sativa Annexes
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Tableau 34: Nombre des nodules
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 9095.520? 14 649.680 133.679 .000
Intercept 29165.880 29165.880 6001.210 .000
Varie_Popul 1076.187 4 269.047 55.359 .000
Trait_Hydro 7813.040 3906.520 803.811 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro 206.293 8 25.787 5.306 .000
Error 291.600 60 4.860
Total 38553.000 75
Corrected Total 9387.120 74
a. R Squared = .969 (Adjusted R Squared = .962)
Tableau 35: Poids sec des nodules
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 32369.359?2 14 2312.097 150.510 .000
Intercept 94415.828 94415.828 6146.149 .000
Varie_Popul 1632.186 4 408.047 26.562 .000
Trait_Hydro 30590.173 15295.087 995.658 .000
Varie_Popul * Trait Hydro 147.000 18.375 1.196 .317
Error 921.707 60 15.362
Total 127706.895 75
Corrected Total 33291.067 74
a. R Squared =.972 (Adjusted R Squared = .966)
Tableau 38: Teneurs en leghémoglobine
Type lll Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model .0312 14 .002 585.166 .000
Intercept .081 .081 21788.929 .000
Varie_Popul .002 .001 135.357 .000
Trait_Hydro .027 .014 3662.768 .000
Varie_Popul * Trait_Hydro .001 8 .000 40.670 .000
Error .000 60 3.733E-6
Total 112 75
Corrected Total .031 74

a. R Squared =.993 (Adjusted R Squared = .991)
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ABSTRACT

The objective of this work was to highlight the responses to the low, moderate and severe
water deficit of five varieties of afafa The mechanisms studied focused on the relative water
content, dry matter yield and symbiotic nitrogen fixation. The results obtained showed that the
effects of water stress are manifested by a decrease in the relative water content and
negatively affect vegetative growth as well as the symbiotic nitrogen fixation. The varieties
studied behave differently depending on the severity of stress. However, the Diamant and
Baldia varieties proved the most tolerant to the different degrees of water deficit. On the other
hand, the varieties Dista and M oapa showed a significant sensitivity to the lack of water. This
study could be used to define relevant criteria for drought resistance that can be used in
varietal selection.
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1. INTRODUCTION

La sécheresse est largement reconnue comme le premier facteur limitant la production
agricole mondiale. Globalement, 35% de la superficie cultivable peut étre classée comme
aride ou semi-aride, le reste des ces superficies, 25% au moins sont régulierement soumises a
des périodes de sécheresse. De plus, les zones touchées sont en nette progression car I’un des
problemes majeurs est I’effet de serre qui engendre une élévation des températures qui
accroissent les risques de secheresse. La bonne gestion de la ressource en eau est une
nécessité économique et écologique [1].

L’effet du déficit hydrique peut se traduire selon la stratégie adaptative de chagque espece ou
variéte, par des modifications morphologiques (pour augmenter I’absorption d’eau et/ou pour
diminuer la transpiration et la compétition entre les organes pour les assimilats), des
modifications physiologiques et biochimiques (baisse de la teneur en eau des tissus,
perturbation de la balance hormonale, augmentation de la température du couvert végétal,
diminution de lateneur en chlorophylle et par consequent la photosynthése) [2,3].

Pour une agriculture durable il sera plus intéressant de s’orienter vers une gestion rationnelle
des terres cultivées basées sur une connaissance profonde des interactions biologiques entre
espéeces et en utilisant des ressources naturelles disponibles. D'autre part, I'identification de
variétés tolérantes au stress hydrique permettrait certainement d'améliorer la production des
zones arisgue [4].

Les analyses effectuees au cours des dernieres années a propos de I’effet des contraintes de
I’environnement sur la croissance végétale sous climat méditerranéen indiquent que I’azote
pourrait étre I’un des facteurs les plus limitants de la production végétale et bien qu’il soit
possible d’augmenter la productivité de certains sols au moyen d’engrais azotés, les faibles
bénéfices économiques qui en résultent font que la fertilisation est impossible dans beaucoup
de conditions. En raison de ce type de limitation, une attention particuliére doit étre accordée
a la fixation biologique de I’azote au moyen de [utilisation d’associations
|égumineuses-Rhizobia [5].

A cause de I'importance de la fixation symbiotique de I'azote chez la luzerne, les recherches se

sont orientées vers |'amélioration de la fixation chez les cultivars de cette plante, ains que la
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sélection de souches efficaces de Rhizobium meliloti. Cependant, pour bénéficier au
maximum de cette association symbiotique, il est aussi important d'améliorer les conditions
de lasymbiose.

L’objectif principal de ce travail est de présenter la variabilité dans le comportement des
cultivars éudiés a différents niveaux de stress hydrique appliqués chez la luzerne. Notre
approche est d’étudier la variabilité de réponses de la symbiose a rhizobia chez la luzerne

cultivée sous contrainte hydrique.

2. RESULTATSET DISCUSSION

2.1. Effet du stress hydrique sur la teneur relative en eau

La teneur relative en eau des feuilles constitue |'un des principaux paramétres d'estimation de
larésistance ala secheresse. Elle est considérée comme un indicateur physiologique important
dans I'éat d'hydratation des plantes en fonction des régimes hydriques disponibles dans le
substrat [6,7].

L'analyse statistique des résultats obtenus (tableau 1) montre que la teneur relative en eau est
influencée par la nature des variétés testées (p<0,05). Ce parametre dépend également et
d’une maniere trés hautement significative du régime hydrique appliqué (p<0,001). Cette
contrainte réduit de maniere remarquable la teneur relative en eau des plantes a laquelle sont
soumises. Cette diminution est d’autant plus marquée que I’intensité du stress est élevée. Il
faut noter que le comportement des variétés testées, en présence de la contrainte, se réalise de
maniéres différentes.

Les resultats moyens obtenus de I’estimation de ce parameétre (tableau 2), montrent que les
valeurs de la teneur relative en eau les plus élevées sont notées chez les échantillons témoins
(SDH), avec une valeur maximale de I’ordre de 90,77+1,07% marquée par la variété Diamant

et une valeur minimale égale a 80,27+1,67% observée chez lavariété Dista.
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Tableau 1. Analyse de la variance des parametres étudiés des génotypes testés.

Effet du Effet Effet génotype x
Variables génotype hydrique hydrique
Test F Test F Test F
Teneur relative en eau (TRE) 2,337* 116,456* ** 1,985*
Matiére seche (MS) 2,851** 67,125*** 1,137ns
Activité de réduction de 4,724%** 75,487*** 2,493**
I’acétyléne (ARA)

* xx *xxx = galil designification ab, 1 et 0,1 % respectivement ; ns: non significatif

Tableau 2. Lateneur relative en eau des plantes de Medicago sativa L. sous différents

régimes hydriques.

TRE
Variétés SDH ADH 1 Evolution % ADH2 Evolution %

Dista 80,27+1,67 | 74,57+0;89 -7,10 53,12+3.14 -33,82

M oapa 83,53+2,01 | 81,25+1,05 2,72 50,01+1.58 -40,12

Diamant 90,77+1,07 | 88,44+0,84 -2,56 67,63+4.36 -25,49

Baldia 89,38 +0,91 | 88,52+1,43 -0,96 71,37+1.19 -20,14

Saudiane 85,67+1,15 | 80,09+1,07 -6,51 59,10+2.10 -30,97

Les valeurs de lateneur relative en eau les plus faibles sont enregistrées au niveau des plantes

stressées (ADH;, ADH,). Dans le traitement ADH1, ces valeurs sont de I’ordre de 80,09+1,07%

chez Saudiane et 88,52+1,43% chez |e génotype Baldia.

Les décroissances de la teneur relative en eau s’averent plus importantes dans le lot ADH2 et

de manieres controverses chez les génotypes conduits. Ainsi, parmi la collection, le génotype

Baldia s’avére plus résistant pour le maintient de son hydratation, ou on note une faible

réduction de I’ordre de 20,14% par rapport ala valeur du lot témoin. Dans la méme collection

le génotype, Diamant présente également de bon niveau de résistance estimé a 25,49%.
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La variété Moapa s’avere plus sensibles a la perte d’hydratation sous déficit hydrique. Elle
inscrive des régressions de leur teneur en eau de 40,12%. L e reste des génotypes, Saudiane et
Dista présentent des niveaux de résistance moyenne comprise limitées par des valeurs de
30,97% et 33,82%.

L’étude démontre que I’accroissement de I’intensité du stress, provoque une baisse importante
de lateneur en eau des feuilles, essentiellement au niveau du lot ADH2. De nombreux travaux
démontrent que ce paramétre physiologique constitue un critére efficace dans le criblage des
génotypes tolérants la déshydratation en conditions de déficit hydrique [8,9,10,11]. Il
constitue également une caractéristique indicatrice, en réponse immédiat a la déclaration des
facteurs induisant la sécheresse [12]. La teneur relative en eau est d’un intérét majeur dans les
travaux de sélection, car il serait d’une forte héritabilité [13,14].

La diminution de la TRE est plus rapide chez les variétés sensibles que chez les variétés
résistantes. Ainsi les génotypes qui maintiennent une TRE éevée dans |la présence de stress
hydrique sont des génotypes tolérants [15].

Parmi |la variabilité conduite, les génotypes Baldia et Diamant, constituent de bons géniteurs
pour le transfert de ce caractere. |ls représentent les genotypes les plus tolérants vis-a-vis du
déficit hydrique appliqué, en minimisant les effets de ce stress sur la préservation de leur
hydratation.

2.2. Effet du stresshydrique sur la matiére seche des plantesdelaluzerne

L’étude statistique des résultats obtenus (tableau 1), démontre que I’élaboration de la matiére
seche est significativement influencée par |e stress hydrique appliqué (p<0,01). Lanature dela
variabilité genétique conduite permet également des différences significatives d’expression de
cette variable (p<0,05).

Au niveau du traitement témoin (SDH) (tableau 3), les valeurs de la matiére seche sont
comprises entre g 1,97+1,45g (Diamant) et 1,70+1,10g (Saudiane).

A I’échelle du lot ADHL1, les génotypes de la collection ont manifesté un accroissement des
taux de la matiére séche, ou le génotype Dista se distingue parmi cet ensemble avec une
réduction de 21,16%.

L’application du déficit hydrique plus sévere (ADH2), est accompagnée d’une nette réduction
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des valeurs de la matiére seche, chez I’ensemble des génotypes expérimentés. Ces régressions
ont atteint des niveaux de 53,96% (Dista) et 50% chez Saudiane. Le génotype Diamant,
s’avere le moins sensible a ce niveau de déficit hydrique, pour I’élaboration de la matiére

seche, en inscrivant la plus faible réduction avec 35,53%.

Tableau 3. Lamatiére séche des plantes de Medicago sativa L. sous différents régimes

hydriques
MS

Variétés SDH ADH 1 Evolution % ADH2 Evolution %
Dista 1,89+ 0,66 | 1,49+0,41 -21,16 0,87+0,24 -53,96

M oapa 1,81+1,03 1,62+0,93 -10,49 1,01+0,19 -44,19
Diamant 1,97+1,45 1,84+0,79 -6,59 1,27+0,35 -35,53
Baldia 1,90+0,89 1,71£1,15 -10 1,10£0,10 -42,10
Saudiane 1,70£1,10 1,41+1,09 -17,05 0,80£0,21 -50

A fin danalyser la relation entre la teneur relative en eau et la croissance de la luzerne dans
cette expérience, la corrélation entre ces parametres ont été calculées. L’équation de droite de
régression de la croissance en fonction de la teneur relative en eau chez la luzerne présente

danslafigure 1.
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y =1,157 - 0,02373 x + 0,000359 x/2

2,0 S 0,156375
R carré 86,6 %

R carré (ajust) 84,4 %

Matiére séche (g)
iy
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Teneur relative en eau (%)

Fig. 1. Corrélation entre la matiére seche et la teneur relative en eau

Les analyse de corrédlation montrent que la biomasse séche est positivement corrélé avec la
teneur relative en eau (r* - 84,4%). Ceci dénote le role prépondérant de I’alimentation
hydrique dans I’élaboration de la matiére séche. Le déficit hydrique et I’irrégularité des pluies
constituent, de ce fait, des facteurs limitants majeurs pour la production agricole en zone semi
aride et aride.

L’effet du deficit hydrique est plus pénalisant au niveau de la plante en limitant
essentiellement, la croissance et la néoformation des différents organes. La matiére séche est
I’un des indicateurs les plus fiables de ces effets.

La réduction de la matiére seche sous I’effet de la contrainte hydrique est rapporté par
plusieurs auteurs notamment chez Vicia faba L. [16], Cicer arientinum L. [17], Vigna
unguiculata L. [18], , Abelmoschus esculentus [19].

La production de la matiere seche est différemment affectée par les contraintes hydriques

selon les souches rhizobiennes et |e stade phénol ogique de la plante [20,21].
2.3. Effet du stress hydrique sur la fixation symbiotique de I’azote
D’apres les résultats obtenus (tableau 1), on constate un effet tres dépressif du déficit hydrique

sur le processus de la fixation symbiotique de I’azote chez I’ensemble des génotypes testés

(p<0,001). Cette réduction s’avere d’intensites différentes chez les génotypes expérimentes,
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faisant apparaitre ainsi un effet génotypique (p<0,001) et d’interaction entre les deux facteurs

d’étude, significatif.

Tableau 4. Activité de réduction de I’acétyléne des plantes de Medicago sativa L. sous

différents régimes hydriques

ARA
Variétés SDH ADH 1 Evolution % | ADH2 Evolution %
Dista 32,53+1,03 | 21,15+2,03 |-34,98 2,36+1.15 -92,74
M oapa 38,86+0,85 | 25,01+0,65 |-3564 4,17+1.09 -89,26
Diamant 43,18+2,03 |30,19+1,35 |-30,08 9+0,89 -79,15
Baldia 48,23+1,95 | 28,41+1,02 |-41,09 15+0,12 -68,89
Saudiane 40,12+1,01 | 31,12+045 |-2243 5,32+0,45 -86,73

L’activité de réduction de I’acétylene (ARA) (tableau 4) chez I’ensemble des génotypes et a
I’échelle du traitement témoin SDH est comprise entre 48,23+1,95umols de C2H4/h/plant
(Baldia) et 32,53+1,0395umols de C2H4/h/plant (Dista). En conditions de déficit hydrique
modéré (ADH1), ARA est réduites chez tous les génotypes testés. En conditions de déficit
hydrique plus prolongé (ADH2), ARA a subit une forte réduction chez I’ensemble des
génotypes expérimentés. Cette réduction s’exprime fortement chez le génotype Dista avec une
valeur de 92,74%. Par contre, la plus faible régression est inscrite chez |e genotype Diamant
(79,15%).

La contrainte hydrique provoque une diminution de la fixation symbiotique de I’azote, avec
une activité trés réduite pendant le stress sévére.

La figure 2 montre une corrélation positive significative entre I’activité de réduction de
I"acétyléne et la teneur relative en eau (r’- 84,4 %). Cette corrdation confirme que la fixation

symbiotique de I’azote chez la luzerne dépend essentiellement de la teneur relative en eau.
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Fig.2. Corrélation entre I’activité de réduction de I’acétyléne et la teneur relative en eau

L'effet du stress hydrique sur la symbiose dépend généralement de |a phase de la croissance et
de développement de la plante, mais auss de la sévérité de la contrainte hydrique [22]. Un
stress hydrique modéré réduit seulement le nombre de nodules formés sur des racines de soja,
alors qu’un stress sévere réduit le nombre et la fixation d’azote [23,24]. La nodulation et la
fixation d'azote est plus sensible au stress hydrique pendant |a phase végétative que la phase
reproductrice [25].

La fixation symbiotique de I’azote est fortement affectée par le déficit hydrique, a cause de la
réduction de la leghémoglobine dans les nodules, de la diminution de I’activité spécifique des
nodules et de la réduction de nombre et poids sec des nodules [26]. Le stress hydrique retarde
auss la formation des nodules chez les [égumineuses. La réduction de nombre de nodules a
été également observée chez laféve et |e haricot exposés au stress hydrique [27].

Cette grande sensibilité de la fixation symbiotique de I’azote au stress a été expliquée par le
fait que celui-ci provoque la plasmolyse des cellules corticales des nodosités et leur tassement,
augmentant ainsi leur résistance a la diffusion de I’oxygéne vers les bactéroides fixateurs [28],
ce qui est confirmé par le fait que I’accroissement de la pression partielle d’oxygéne autour

des nodosités augmente I’activité de la nitrogénase [29,30].
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Pour détermines I'efficacité de la symbiose rhizobienne chez la luzerne dans cette étude, nous
avons basé sur la corrélation entre la biomasse seche et la fixation symbiotique de I’azote.

Les données de la figure 3 montrent une régression  significative de la matiére séche en
fonction de I’activité de réduction de I’acétyléne des plantes de la luzerne (r’- 85,3 %). Ceci
confirme que la fixation symbiotique de I’azote est un facteur déterminant de I'accumulation

de lamatiére seche.

y=0,7556 + 0,04170 x - 0,000367 xA2

2,0 ° S 0,151396
R carré 874 %
R carré (ajust) 853 %

Matiére séche (g)
~

0 10 20 30 40 50
ARA (pmols de C2H4/h/plant )

Fig.3. Corrélation entre I’activité de réduction de I’acétyléne et la matiere seche

La pente des régressions peut étre considérée comme un indicateur de I'efficacité de la
fixation symbiotique de I’azote dans la croissance de la plante. Puisque cette pente indique le
bénéfice de I'accumulation de la matiere seche résultant d'une augmentation de I’activité de la

fixation d’azote.

3. EXPERIMENTAL
L’expérimentation a éte réalisée sous un abri afin d’éviter les apports d’eau non contrélés par

les pluies, et de mieux maitriser les quantités d'eau données aux plantes par la méthode du
bilan hydrique. Le matériel végéta utilisé est congtitué de cinq variétés de luzerne: Dista,
Moapa, Diamant, Baldia, Saudiane.

La culture est réalisee dans des pots en plastique, ayant un volume de 4,5 |, de section

circulaire; d'un diamétre supérieur de 20cm, d'un diametre inférieur de 13,5cm et de 18cm de
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profondeur. La base des pots est perforée a raison de 7 trous pour faciliter le drainage des
eaux excessives. Les pots sont remplis chacun d’un substrat compose en parties égales de
sable, de matiére organique et de terre ayant une capacité de rétention d'eau faible et une forte
infiltration.

Les grains sont semés a raison de 5 graines par pot. Apres la levée un éclaircissage basé sur
I’homogéneité de la répartition du stade de développement a permis de réduire la densité a 3
plants par pot. Les pots portant les plants sont disposés en bloc randomisés au hasard avec 3
répétitions par traitement.

Les pots sont disposés en trois traitements avec et sans déficit hydrique (ADH;, ADH,, SDH).
Au niveau de chague traitement, chacun des génotypes est répéte 3 fois.

SDH (traitement sans déficit hydrique), les plantes sont irriguées a la capacité au champ. Ce
traitement est considéré comme témoin.

ADH1 (traitement avec déficit hydrique 1) les plantes subissent un déficit hydrique d’intensité
de 50% de la capacité au champ.

ADH2 (traitement avec déficit hydrique 2) les plantes subissent un déficit hydrique d’intensité
de 25% de la capacité au champ.

Un mois apres le semis, I’ensemble des pots a recu la méme dose d’arrosage. Ensuite, les
deux régimes hydriqgues ADH1 et ADH2 sont appliqués.

Au stade floraison, les plantes ont été déterrés, les feuilles et les racines sont soigneusement
séparées, les racines sont immediatement trempées a I’eau puis desséché avec du papier
absorbant afin d’éviter toute contamination avec le substrat de culture.

L es organes séparés de chague plante sont immeédiatement pesés et envel oppés dans du papier
aluminium, numérotés et puis desséchés par le passage a I’étuve sous une température de
80°C pendant 48 heures. Le poids sec de chagque échantillon est déterminé apres le séchage a
I’aide d’une balance analytique de précision.

Les échantillons séchés sont broyés par la suite manuellement a I’aide d’un mortier en
porcelaine jusqu’a I’obtention d’une fine poudre qui sera entreposée ensuite dans des piluliers
hermétiquement fermés par des bouchons plasma et mise dans un congélateur pour les

analyses.
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Les paramétres que nous avons mesurés au cours de cette étude ont été retenus vue leur
sensibilité au stress hydrique : teneur relative en eau, matiére seche, lafixation symbiotique de
I’azote par la mesure de I’activité réductrice d’acétylene (ARA).

L’analyse de la variance a été utilisée afin de mettre en évidence d’éventuelles différences
entre les traitements et les variétés. Les moyennes sont comparées selon la méthode de la plus

petite différence significative.

4. CONCLUSION

Au terme de cette étude et a travers les résultats obtenus, nous avons noté que le stress
hydrique perturbe les processus physiologique de croissance, de développement et plus
particulierement celui de la fixation symbiotique de I'azote atmosphérique. Les différentes
variétés étudiées réagissent différemment a ces contraintes. Cette diversité constitue un atout
majeur pouvant étre pour déterminer les mécanismes les plus efficients déployés par la
luzerne pour s’adapter au stress hydrique.

Nous avons pu mettre en évidence la supériorité des deux variétés Diamant et Baldia pour la
production de matiere séche et la fixation de I’azote pendant une contrainte hydrique. Ces
parametres contribuent a la formation du rendement en fourrages et par conséquent
conditionnent la productivité de la luzerne. De ce fait nous pouvons penser que ces variétés
peuvent présenter un intérét pour les régions ou les contraintes hydrique constituent un facteur
limitant de la production végétale.

La fixation symbiotique est un paramétre important qui sinscrit dans le nouveau concept de
I"agriculture durable, le potentiel biologique représenté par la symbiose rhizobia-légumineuses
devrait étre pris en considération.

Au terme de cette contribution, il apparait souhaitable de poursuivre la recherche des variétés
et des populations capables d'exprimer une forte fixation en présence des facteurs limitants tel
que le stress hydrique. Aussi dans notre région la diversité génétique des rhizobia peut encore
révéler de nombreux caracteres liés a I’adaptation des souches au déficit hydrique.
L'amélioration de la fixation symbiotique de |'azote peut savérer une approche efficace pour

améliorer le rendement en fourrage chez laluzerne.
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Résumé

Le déficit hydrique affecte considérablement la croissance des plantes : c’est, sans doute,
I’un des facteurs majeurs qui limite la production végétale en conditions naturelles.

Dans ce travail, I’effet du stress hydrique sur la croissance et la symbiose a rhizobia, a été
étudié chez cinq variétés et populations de Vicia faba L. et de Medicago sativa L. L'objectif
de cette thése est de mettre en évidence, les réponses au déficit hydrique chez la feve et la
luzerne, en vue d'identifier des critéres pour la sélection au sein de ces variétés et
populations, celles les mieux adaptées a la sécheresse.

Les mécanismes étudiés ont porté principalement sur des aspects morphologiques,
physiologiques, biochimiques et symbiotiques. L’effet du stress hydrique se traduit par un
effet dépressif sur tous les paramétres de croissance (hauteur des plants, surface foliaire, ainsi
que le poids sec), de la nodulation et de la fixation symbiotique d’azote (nombre des
nodules/plant, poids sec des nodules et teneurs en leghémoglobine), les pigments
chlorophylliens et les caroténoides sont également réduits. Une augmentation des teneurs en
proline et en sucres solubles chez toutes les variétés et les populations est enregistree. Cet
effet varie en fonction des traitements hydriques, de la variété et de la population. Les
résultats obtenus montrent que la population Doucen et la variété Luz de otono chez la feve,
Diamant et Baldia chez la luzerne, montrent une tolérance au stress hydrique, contrairement
aux varietés Moapa et Dista chez la luzerne, Manouth et Tolga chez la feve qui se sont
avérees sensibles aux conditions de déficit hydrique. Cette étude pourrait servir a la définition
de critéres pertinents de la résistance a la sécheresse utilisables en sélection variétale. La
variété Luz de otono et la population Doucen chez la feve, Diamant et Baldia chez la luzerne
présentent des teneurs relatives en eau et en pigments chlorophylliens moins affectées par le
stress hydrique, une meilleure production de la matiere seche aérienne et nodulaire, des
teneurs en proline plus élevées, une meilleure efficacité d’utilisation de la symbiose
rhizobienne. De ce fait ces caractéres pourront servir de critéeres de sélection pour la
tolérance au stress hydrique chez la féve et la luzerne.

Mots clés : Feve, Luzerne, Stress hydrique, Croissance, Symbiose, Fixation de Na.
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Abstract

The water deficit considerably affects the growth of plants. Without a doubt, it is one
of the major factors which limit plant production under natural conditions. In this work, the
effect of water’s stress on the growth and the rhizobia symbiosis was studied in five varieties
and strains of beans and alfalfa. The aim of this research is to shed light on the resistance’s
mechanisms against water’s stress of beans and alfalfa in order to determine the criteria of
selection within these species and strains best adapted to drought. The studied mechanisms
are based on the morphological, physiological, chemical and symbiotic aspects. Water’s stress
negatively affected all aspects of growth (the plant’s length, the leaf’s size, and the dry
weight), bacterial nodules and atmospheric nitrogen fixation (the nodes’ number, nodes’ dry
weight and the amount of leghemoglobin), a decrease in the amount of chlorophyll and
carotenoids, and an increase in the amount of proline and sugar in all species and strains. This
impact also differed according to the hydrotherapy treatments, species and strains. The results
showed that the Doucen strain, the Luz de otono type of the bean plant and the Diamant and
Baldia of the alfalfa were resistant to water stress; whereas, Tolga and Manouth of the beans
as well as Moapa and Dista of alfalfa showed the inability to resist water’s stress. Therefore,
the quantity of water and Chlorophyll, the production of the drought material and nodes were
the best in Doucen strain, the Luz de otono for the bean plant, the Diamant and the Baldia for
the alfalfa plant. Hence, these characteristics can be adopted as criteria for selecting the most

resistant strains and varieties to water stress for beans and alfalfa.

Keywords: Beans, alfalfa, water’s stress, growth, symbiosis, nitrogen fixation.
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	-Chlorophylle totale (chlorophylle a + chlorophylle b)
	L’analyse des résultats dégagés montre que la teneur en chlorophylle totale a été affectée par le manque d’eau de manière très hautement  significative et proportionnelle à l’intensité du stress hydrique appliqué (p≤0,001). La variabilité conduite inf...
	Les résultats moyens (Figure 13) montrent qu’à l’échelle du traitement SDH, Les teneurs en chlorophylle totale fluctuent entre des valeurs de 16,87 µg /g de MF (Manouth) et 23,6 µg /g de MF (M’zeraa). Les teneurs en chlorophylle totale des  variétés e...
	Figure 13: Variations  des teneurs en chlorophylle totale chez les cinq variétés et populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représ...
	-Caroténoïdes
	L’analyse de la variance des résultats obtenus, démontre que la teneur en caroténoïdes est sous une influence  très hautement significative, de la nature des génotypes et des populations testés (p<≤0,001), des traitements hydriques adoptés (p≤0,001) e...
	Les résultats moyens obtenus (Figure 14) montrent qu’au niveau du traitement témoin (SDH), les valeurs des caroténoïdes sont comprises entre 4,33 µg /g de MF (M’zeraa) et 2,45 µg /g de MF (Manouth). A l’échelle du lot ADH1, Les génotypes et les popula...
	Figure 14: Variations  des teneurs en caroténoïdes chez les cinq variétés et populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent ...
	-Chlorophylle a / chlorophylle b
	L’analyse des résultats obtenus, démontre que son expression est indépendante de traitement hydrique appliqué (P>0,05). Les variations de la nature des génotypes et des populations testés provoquent par contre des différences très hautement significat...
	D’après les résultats (Figure 15) notés entre les lots SDH et ADH1, les génotypes et les populations conduits se distinguent en deux groupes. Un premier groupe englobe les génotypes dont le ratio Chlorophylle a / chlorophylle b est augmenté par ce déf...
	Figure 15: Variations du ratio chlorophylle a / chlorophylle b chez les cinq variétés et populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) r...
	-Chlorophylle/ Caroténoïdes
	L’analyse des résultats dégagés montre que le ratio chlorophylle/ caroténoïdes a été affecté par le manque d’eau de manière très hautement significative et proportionnelle à l’intensité du stress hydrique appliqué (p≤0,001). La nature de la variabilit...
	L’application du déficit hydrique sous les deux traitements ADH1 et ADH2, provoque une diminution  de chlorophylle/ caroténoïdes chez l’ensemble des génotypes et des populations testés. Cette réduction reste dépendante de l’intensité du déficit hydriq...
	Figure 16: Variations du ratio chlorophylle / caroténoïdes chez les cinq variétés et populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) repré...
	3.3.2. Accumulation de la proline
	L’analyse de la variance a révélé un effet très hautement significatif du stress hydrique (P ≤ 0,001) sur l’accumulation de la proline, des différences entre les variétés et les populations sont très hautement significatives. Aussi, l’interaction entr...
	Les niveaux de stress hydrique appliqués ont induit une augmentation notable des teneurs en proline dans les feuilles (Figure 17). En effet, plus le niveau de la contrainte hydrique appliqué augmente plus les teneurs en proline deviennent plus marquée...
	Figure 17: Variations  des teneurs en proline chez les cinq variétés et populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les ESM.
	3.3.3. Accumulation des sucres solubles
	La contrainte hydrique dans sa globalité a induit une augmentation des teneurs en sucres solubles chez les variétés et les populations testées (Figure 18). En effet, au fur et à mesure que le stress hydrique devient sévère, les plantes enregistrent de...
	L’étude statistique des résultats obtenus, montre que les variations des teneurs en sucres solubles varient significativement en fonction, des génotypes et populations  testés (p≤0,001) et des régimes hydriques appliqués (p≤0,001). L’interaction de ce...
	A l’échelle de traitement témoin (SDH), la haute valeur est marquée par la population Tolga de l’ordre de 117,56 µg /g de MF et la faible valeur est donnée par le génotype Luz de otono de l’ordre de 85,23 µg /g de MF.
	Au niveau du traitement plus sévère ADH2, Les quatre variétés ont enregistrées des augmentations de 43,01%, 45,99%, 52,76%, 65,94 et de 68,28% respectivement chez les variétés et les population  Tolga, Manouth, M’zeraa ,Luz de otono et Doucen par rapp...
	Figure 18: Variations  des teneurs en sucres solubles chez les cinq variétés et populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représente...
	3.3.4. Teneurs en protéines
	Figure 19: Variations  des teneurs en protéines chez les cinq variétés et populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représentent les...
	3.4. Effet du stress hydrique sur les caractères symbiotiques

	3.4.1. Nombre des nodules
	Figure 20: Variations  du nombre des nodules par plant chez les cinq variétés et populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représent...

	3.4.2. Poids sec des nodules
	La mesure de la biomasse sèche des nodules est considérée comme le paramètre le plus faible pour évaluer le taux de nodulation d'une légumineuse.
	L’analyse de la variance montre que le stress hydrique entraine une baisse très hautement significative (P ≤ 0,001) de la biomasse sèche des nodules des variétés et des populations testées. L’effet variété et l’interaction variété x traitement hydriqu...
	La figure 21 montre que le stress hydrique induit une diminution du poids sec des nodules chez les cinq variétés  et populations testées. Chez les plants témoin, La population Doucen et la variété Luz de otono enregistrent la plus forte biomasse sèche...
	En condition de stress modéré (ADH1), des baisses significatives de 31,33%, 36,25%, 43,10%, 46,77%  et 54,35% ont été enregistrées chez Doucen, Luz de otono, Manouth, M’zeraa et Tolga respectivement.
	En condition de stress sévère  (ADH2), les populations M’zeraa et Tolga semblent être les plus affectées, elles enregistrent respectivement des baisses de 80,65% et 82,61% par rapport aux témoins respectifs.
	Figure 21: Variations  du poids sec des nodules par plant chez les cinq variétés et populations de Vicia faba L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) représ...

	3.4.3. Teneurs en leghémoglobine
	Résultats
	L’analyse de la variance montre que le stress hydrique entraine une baisse très hautement significative (P ≤ 0,001) des teneurs en leghémoglobine des  variétés et populations  testées. L’effet variété et l’interaction entre les deux facteurs sont égal...
	Les résultats obtenus montrent que le teneur en leghémoglobine diminue significativement pour les cinq variétés et populations en présence du stress hydrique (Figure 22). Dans le lot ADH1, une réduction de 68% et 31,25% est observée chez Tolga et Luz ...
	En présence de stress sévère, des baisses maximales de 86% et 91,67% ont été observées chez la population Tolga et la variété Manouth respectivement, contre une baisse de 70% chez la population Doucen.
	Figure 22: Variations  des teneurs en leghémoglobine des nodules chez les cinq variétés et populations Vicia faba L.  sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions. Les barres verticales (barre d’erreur) r...

	La sensibilité de la fixation de l’azote au déficit hydrique a été montrée par plusieurs auteurs, notamment chez l’arachide (Lazali, 2009; TELLAH, 2016), le cowpea (VENKATESWARLU et al., 1989 ), le soja (SINCLAIR et al., 2007 ), la fève ( GUERIN et al...
	II est cependant admis que le facteur majeur qui induit des changements dans l’activité nitrogénase est la concentration d’oxygène libre à l’intérieur du nodule (OUNANE et al., 2005). En effet, l’augmentation de la teneur en oxygène de l’atmosphère en...
	D’autres travaux montrent que chez les plantes exposées à un stress hydrique modéré, les nodules ne sont pas limitées uniquement par O2 mais également par une limitation métabolique (DIAZ DEL CASTILLO et al., 1994). Une explication alternative pour la...
	La limitation de la fixation symbiotique de l’azote pourrait être due également à la diminution des photosynthétats fournis par les feuilles pour les nodules et/ou à la réduction des substrats pour la respiration des bactéroïdes (LOPEZ et al., 2008). ...
	3.6. Analyse en composantes principales des résultats
	Pour effectuer une analyse exploratoire des relations possibles entre  les variables, nous avons réalisé une analyse en composante principale (ACP) afin d’obtenir une projection de variables sur le plan factoriel 1x2 (Figure 25) , et pour déterminer l...
	La qualité globale de la présentation sur le plan factoriel est mesurée par le pourcentage de l'inertie totale (du nuage initial) projetée sur le plan factoriel, soit ici : 83,6 % (70,6% pour l’axe 1 et 13 % pour l’axe 2). Ce pourcentage, élevé, est t...
	La Figure 25 montre que la plupart des variables étudiées sont projetées c'est-à-dire bien représentées sur le plan factoriel 1x2 (car la pointe des flèches est proche du cercle de corrélation). Ce résultat est attendu compte du pourcentage d'inertie ...
	Figure 25: Analyse en composantes principales représentant le cercle des corrélations entre les différents paramètres en fonction des traitements hydriques chez la fève.
	Figure 26: Représentation graphique de la distribution spatiale des variétés et des populations chez la fève dans les plan 1-2 d’une analyse en composantes principales sous les différents traitements hydriques.
	Figure 28: Dendrogramme représentant le regroupement des variétés et des populations de Vicia faba L. sous les différents traitements hydriques.

	2.2. Installation et conduit de l’essai
	3.1. Effet du stress hydrique sur les caractères liés à l’état hydrique de la plante
	3.1.1. Teneur relative en eau

	3.2. Effet du stress hydrique sur les caractères morphologiques
	3.2.1. Hauteur de la tige
	Le stress hydrique provoque des baisses très hautement significatives (p≤ 0,001) de la hauteur de la tige, les différences entre les génotypes et les populations pour ce paramètre sont significatives (p≤ 0,05). L’interaction des deux facteurs d’étude ...
	Les résultats obtenus montrent que la hauteur des tiges diminue pour les cinq variétés avec l’augmentation du stress hydrique (Figure 30). Ces résultats mettent en évidence une variabilité de réponse en présence de stress  chez les cinq génotypes et p...
	3.2.2. Surface foliaire
	L’analyse de la variance a montré un effet très hautement significatif du stress hydrique (p ≤ 0,001) sur la surface foliaire, les différences entre variétés et l’interaction entre les deux facteurs sont également très hautement significatives (Annexe...
	La variation de la surface foliaire (Figure 31) montre que cette dernière est également sensible au stress hydrique, elle diminue significativement pour les cinq variétés et populations avec l’augmentation du stress hydrique.
	En condition de stress hydrique (ADH1), la réduction de la surface foliaire de la variété Diamant et les populations Baldia et Lioua est 5,59%, 7,19% et 8,39% par rapport aux témoins respectifs. Á l’opposé, la variété  Dista affiche un taux de réducti...
	A l’échelle du traitement ADH2, la baisse de la surface foliaire s’accentue pour atteindre des taux de réduction de 14,70%, 17,78%, 20,97% et 21,37% respectivement chez Diamant, Baldia, Lioua et Moapa , et une réduction de 31,79% chez la variété Dista.

	-Le rapport Biomasse sèche racinaire / biomasse sèche aérienne
	Le stress hydrique provoque des augmentations très hautement significatives (p ≤ 0,001) du rapport biomasse sèche racinaire / biomasse sèche aérienne, les différences entre les variétés et les populations pour ce paramètre sont également très hautemen...
	Le rapport de la biomasse sèche racinaire / biomasse sèche aérienne (Figure 34) tend à augmenter avec l’augmentation de la contrainte hydrique chez les variétés et les populations Diamant, Lioua, Moapa  et Dista en raison d’une plus grande sensibilité...
	3.3. Effet du stress hydrique sur les caractères physiologiques et biochimiques
	-Chlorophylle a
	L’analyse de la variance a montré un effet très hautement significatif du stress hydrique (p ≤ 0,001) sur les teneurs en chlorophylle a, les différences entre  les variétés et l’interaction variété x stress hydrique sont très hautement significatives ...
	Le stress hydrique provoque une diminution significative des teneurs en chlorophylle a, chez les cinq populations et variétés testées (Figure 35). Sous conditions de déficit hydrique (ADH1), les réductions des teneurs en chlorophylle a constatée, sont...
	Les réductions des teneurs en chlorophylle a plus marquées en conditions de déficit hydrique plus prolongé (ADH2). Dans ces conditions la variété Diamant se distingue par la plus faible réduction à une valeur de 26,75%, tandis que les génotypes Dista ...
	-Chlorophylle b
	L'analyse statistique des résultats révèle que les variations du régime hydrique induisent des différences très hautement significatives des teneurs en chlorophylle b (p≤ 0,001). Les différences entre  les variétés et l’interaction entre les deux fact...
	Le stress hydrique engendre des baisses significatives des teneurs en chlorophylle b chez toutes les variétés et les populations (Figure 36). Les résultats obtenus indiquent que l’évolution des teneurs en chlorophylle b sous contrainte hydrique est co...
	-Chlorophylle totale (chlorophylle a + chlorophylle b)
	L’analyse de la variance a montré un effet très hautement significatif du stress hydrique (p ≤ 0,001) sur les teneurs en chlorophylle totale, les différences entre  les variétés et l’interaction variété x stress hydrique sont très hautement significat...
	Les teneurs en chlorophylle totale des cinq variétés et populations étudiées sont réduites de manière significative sous l’effet de la contrainte hydrique (Figure 37). En effet, en conditions de déficit hydrique sévère (ADH2), la variété Diamant et la...
	- Caroténoïdes
	L’analyse statistique des résultats dégagés montre que la teneur en caroténoïdes a été affectée par le manque d’eau de manière très hautement  significative et proportionnelle à l’intensité du stress hydrique appliqué (p≤ 0,001). La variabilité condui...
	Les résultats moyens (Figure 38) montrent que les teneurs en caroténoïdes des  variétés et populations  étudiées sont réduites de manière significative sous l’effet de la contrainte hydrique.  Dans le lot ADH1, la teneur en caroténoïdes diminue chez p...
	-Chlorophylle a / chlorophylle b
	L’analyse des résultats obtenus, démontre que son expression est indépendante de traitement hydrique appliqué (P>0,05). Les différences entre  les variétés et l’interaction entre les deux facteurs sont très hautement significatives (p≤ 0,001) (Annexe,...
	D’après les résultats (Figure 39) notés entre les lots SDH et ADH1, les génotypes et les populations conduits se distinguent en deux groupes. Un premier groupe englobe les génotypes et les populations dont le ratio Chlorophylle a / chlorophylle b est ...
	Figure 39: Variations du ratio chlorophylle a / chlorophylle b chez les cinq variétés et populations de Medicago sativa L.  sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions.
	-Chlorophylle/ Caroténoïdes
	L’analyse de la variance des résultats dégagés montre que le ratio chlorophylle/ caroténoïdes a été affecté par le manque d’eau de manière très hautement significative et proportionnelle à l’intensité du stress hydrique appliqué (p≤ 0,001). Les différ...
	L’application du déficit hydrique sous les deux traitements ADH1 et ADH2 (Figure 40), provoque une diminution  de chlorophylle/ caroténoïdes chez l’ensemble des génotypes et des populations testés. Cette réduction reste dépendante de l’intensité du dé...
	Figure 40: Variations du ratio chlorophylle / caroténoïdes chez les cinq variétés et populations de Medicago sativa L.  sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions.
	3.3.2. Accumulation de la proline
	Résultats
	L’analyse de la variance a montré un effet très hautement significatif du stress hydrique (P ≤ 0,001) sur la teneur en proline des cinq variétés et populations étudiées, les différences entre les variétés et l’interaction entre les deux facteurs sont ...
	Les cinq variétés et populations réagissent à l’égard du stress hydrique par une augmentation des teneurs en proline (Figure 41). En l’absence de contrainte hydrique (SDH), les cinq variétés et populations ont présenté les valeurs les plus basses comp...
	Figure 41: Variations  des teneurs en proline chez les cinq variétés et populations de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions.
	D’après nos résultats, une corrélation positive et significative (r=0,840) est notée entre la contrainte hydrique et la teneur en proline. En effet le déficit hydrique appliqué augmente considérablement la teneur en proline. Ces résultats corroborent ...
	Nos résultats montrent qu’en présence d’un stress hydrique sévère (ADH2), la variété Diamant et la population Baldia accumulent plus de proline que les autres variétés et populations, ce qui semble confirmer, du point de vue tolérance, la supériorité ...
	3.3.3. Accumulation des sucres solubles
	Résultats (1)
	L’analyse de la variance a révélé un effet très hautement significatif du stress hydrique (p ≤ 0,001) sur les teneurs en sucres solubles chez les variétés et les populations testées, des différences entre les variétés sont très hautement significative...
	Le stress hydrique provoque une augmentation des teneurs en sucres solubles chez les cinq variétés et populations étudiées (Figure 42). A l’échelle du lot ADH1, les teneurs en sucres solubles augmentent de 31,88%, 55,69%, 58,76% et 60,83% respectiveme...
	Pour toutes les variétés et les populations, les teneurs maximales en sucres solubles sont produites au niveau de traitement ADH2. La variété Diamant et la population Baldia ont enregistré respectivement des augmentations de 116.83% et 95,38% par rapp...
	Figure 42: Variations  des teneurs en sucres solubles chez les cinq variétés et populations de Medicago sativa L.  sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions.
	3.3.4. Teneurs en protéines
	L’analyse de la variance a révélé un effet très hautement significatif (P ≤ 0,001) du stress hydrique sur les teneurs en protéines chez les variétés et les populations étudiées. Des différences entre les variétés et les populations sont très hautement...
	Figure 43: Variations  des teneurs en protéines chez les cinq variétés et populations de Medicago sativa L.  sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions.
	3.4. Effet du stress hydrique sur les caractères symbiotiques
	3.4.1. Nombre des nodules
	Résultats (2)
	Les variations du nombre des nodules en fonction des traitements hydriques appliqués, montrent que chez toutes les variétés et les populations étudiées l’augmentation de l’intensité du stress  provoque un abaissement du nombre des nodules comparativem...
	Figure 44: Variations  du nombre des nodules par plant chez les cinq variétés et populations de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions.

	3.4.2. Poids sec des nodules
	Résultats (3)
	La figure 45 montre que le poids sec des nodules diminue pour les cinq variétés et populations en présence du stress hydrique. Ces résultats mettent en évidence une variabilité de réponse en présence du stress hydrique chez les variétés et les populat...
	L’analyse de la variance à révélé un effet très hautement significatif du stress hydrique  (P ≤ 0,001) sur le poids sec des nodules des cinq variétés  et populations. Les différences entre les variétés et les populations sont également très hautement ...
	Pour le traitement témoin (SDH), le poids sec des nodules est plus élevée chez la population Baldia et  la variété Diamant (70,21 et 63,03 mg/plant respectivement), et plus faible chez la variété Dista et la population Lioua (55,42 et 57,12 mg/plant.)
	En condition du stress modéré (ADH1), la variété Diamant semble être la moins affectée, avec une diminution de 38,11% par rapport au témoin, alors que la variété Dista est le plus affecté, avec une réduction de 51,05%.
	En présence du stress hydrique sévère (ADH2), la population Lioua et les variétés Moapa et Dista sont les plus affectées, car le poids sec des nodules a baissé respectivement de 82,95%, 86,07% et 88,60% par rapport au témoin alors que la variété Diama...
	Figure 45: Variations  du poids sec des nodules par plant chez les cinq variétés et populations de Medicago sativa L. sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions.

	3.4.3. Teneurs en leghémoglobine
	Résultats (4)
	Figure 46: Variations  des teneurs en leghémoglobine des nodules chez les cinq variétés et populations de Medicago sativa L.  sous différentes traitements hydriques. Chaque point représente la moyenne de 5 répétitions.
	Le stress hydrique induit une diminution du nombre et du poids sec des nodules chez toutes les variétés et les populations avec l’augmentation de l’intensité du stress hydrique, avec des coefficients de corrélation significatifs et négatifs (r= -0,894...

	L’effet négatif du déficit hydrique prolongé et intense sur la nodulation a été souligné par plusieurs auteurs (BOUTRAA et SANDERS, 2001 ; OUNANE et al., 2003 ; TELLAH, 2016), ce qui rejoint nos résultats de nodulation. En effet, le nombre de nodosité...
	Le stress hydrique a un effet négatif sur les populations de rhizobium introduites dans le sol (AURAG et BRHADA, 1994). II induit une réduction de l'infection et de nodulation des légumineuses. Ainsi, un environnement de rhizosphère favorable est esse...
	Figure 49: Analyse en composantes principales représentant le cercle des corrélations entre les différents paramètres en fonction des traitements hydriques chez la luzerne.
	Figure 52: Dendrogramme représentant le regroupement des variétés et des populations de Medicago sativa L. sous les différents traitements hydriques.
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