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Résumé :

La salinité des sols et des eaux d’irrigation demeure dans les écosystèmes arides et semi arides, un obstacle
majeur au développement et à la croissance des végétaux. Cette contrainte sur la symbiose légumineuses-
rhizobia se manifeste par un effet osmotique et /ou ionique inhibant les différents processus physiologiques
et biochimiques gouvernant la croissance de la plante hôte, la survie et la prolifération des rhizobia et par la
suite l’inhibition des processus d’infection et de la fixation biologique de l’azote. Le présent travail porte sur
l`impecs de la salinité a différant concentration variant de 50a 100 mM de NaCl, sur trois variétés de petit
pois (Pisum sativum L .).

La capacité des plantes à prévenir et réparer les dommages engendrés sous conditions salines est associée à
différents changements physiologiques et biochimiques incluant les variations de la biomasse des plantes, de
la teneur en proline, du taux en sucres solubles et de teneur en pigments chlorophylliens. Les résultats
obtenus au cours de se travail montre une diminution de la biomasse et la teneur en chlorophylle des plantes
traite par le sel par rapport aux témoins, par contre, la teneur en proline et sucres solubles a augmente en
situation de stress salin .Ces modification présent quelques différences entres les varies étudiés.

MOT-CLES: légumineuses, rhizobia, symbiose, petit pois (Pisum sativum L.), salinité, tolérance.

Abstract

The salinity of the soil and irrigation water remains in the arid and semi-arid regions, a major obstacle to
development and to the growth of plants. This constraint on the symbiosis legume-rhizobia is manifested by
an osmotic effect and /or the ionic inhibiting the different physiological processes and biochemical
governing the growth of the host plant, the survival and proliferation of the rhizobia and subsequently the
inhibition of the process of infection and of the biological fixation of nitrogen. This work focuses on the
impecs of the salinity has differing concentration ranging from 50A 100 mM NaCl,on three varieties of small
peas (Pisum sativum L.).

The ability of plants to prevent and repair the damage caused under saline conditions is associated with
different physiological and biochemical changes including the variations in the biomass of plants, the proline
content, the rate in soluble sugars and chlorophyll pigment content. The results obtained in the course of
work shows a decrease in biomass and chlorophyll content of plants deals by the salt by report to the
witnesses, by contrast, the proline content and soluble sugars has increased in a situation of stress saline
.These changes present a few differences between the diverse studied.

Key words: legumes, rhizobia, symbiosis, small peas (Pisum sativum L.), salinity, tolerance.

الملخص:

الضغط على التعایش ھذا ئقا رئیسیا لتطور و نمو النباتات .عاالایكولوجیة القاحلة و الشبھ قاحلةزال في النظم ملوحة التربة و میاه السقي لا ت
و المضیفنمو النبات بالمتعلقةالمثبط لمختلف التطورات الفیزیولوجیة و البیوكیمیائیةالأیونيو لحلوليالتأثیرالنباتي و الریزوبیا یظھر في 

الملوحةتأثیرالعمل الحالي یتناول .ثبت البیولوجي للازوتتو الو فیما بعد تثبیط تطورات الإصابةھاو تكاثرعلى قید الحیاةالریزوبیابقاء
.من البازلاء الصغیرة أنواعممول من كلور الصودیوم على ثلاثة 100و  50بتراكیز مختلفة  

تحد التيالمسجلة تحت شروط الملوحة مشتركة مع مختلف التغیرات الفیزیولوجیة و البیوكیمیائیة قدرة النباتات لاستدراك و إصلاح الخسائر 
الیخضوریة للنباتات المعالجة بالملح بالنسبة الأصباغمنسوب السكر المذاب و محتوي ،محتوى البرولین،تغیرات الكتلة الحیة للنباتث 

.المدروسةالأنواعھذه التغیرات تظھر بعض الاختلاف بین الة الملوحةیزداد في حذاببالمقابل محتوى البرولین و السكر الم،للشواھد

.التحمل،الملوحة ،ة تعایش البازلاء الصغیر،ریزوبیا،البقولیات:الكلمات المفتاحیة
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Introduction générale

Les légumineuses à graines  restent  toujours une part importante de l’alimentation

particulièrement dans les  pays en  développement où elles sont la principale source de

protéines pour l’homme (Broughton, 2003 ; Kangfu, 2011). Citons le haricot en Amérique

Latine, le Pois chiche, la lentille et la fève  dans le bassin méditerranéen, le soja en Asie sans

oublier l’arachide et le pois dans le monde entier.

Dans  le  bassin  méditerranéen,  la  culture  des  plantes  légumineuses  occupe  une  place

primordiale  au  niveau  des  agro-systèmes vu leurs intérêts agronomiques, économiques et

nutritionnels qu’elles apportent via leur symbiose avec les rhizobia ( Faghire et al.,2011 ;

Lazali et al., 2014). En effet, cette symbiose fournit l'azote nécessaire pour la croissance et le

développement de la plante et contribue  à  l'amélioration  du  bilan  azoté  des  sols.

Cependant, ce processus naturel est affecté par plusieurs contraintes abiotiques qui réduisent

son efficacité telles que les variations de température, la déficience des sols en éléments

minéraux, 1’acidité des sols, la toxicité due à certains éléments tels que le manganèse et

l’aluminium, le stress hydrique et la salinité (Dita et al.. 2006; Borucki et Sujkowska, 2008

; Cesar et al., 2011).

La salinisation  des  sols  et  des  eaux  d’irrigation  enregistrée  dans  les  écosystèmes  aride

et  semi-aride,  en particulier dans le bassin méditerranéen, constitue l’un des facteurs

limitatifs de la productivité végétale et du rendement agricole(Farissi et al., 2014). Près de

10% des terres sont affectés par le sel et 10 millions d'hectares de terres agricoles sont perdus

chaque année (Monirifar  et   Barghi, 2009). Un grand nombre de ces terres sont cultivées

avec des légumineuses pour lesquelles la salinité constitue une contrainte importante dans de

nombreuses régions du monde et limite sévèrement la fixation symbiotique de l’azote

(Tejera et al 2004; Faghire et al., 2011 ). En Algérie, 80% des terres cultivées sont situées

sous des climats variant de semi-aride a aride et, chaque année, des milliers d`hectares sont

soustraits à une utilisation agro-pastorale du fait de la désertification conjuguée a la salinité

(Domergue, 2006).

Le pois (Pisum sativum L.) est l'une des plus importantes cultures de légumes à gousses au

cours de la saison d'hiver pour la consommation locale et l'exportation. Les gousses de pois

contiennent une grande quantité de protéines et de glucides. Afin que le pois est considéré

comme l'une des sources les plus importantes dans la nutrition humaine (Helmy, 2013).
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Le but de ce travail est de rechercher les variétés de pois les plus performants, ayant la

capacité de tolérer les stress salins. Il a porté essentiellement sur l’étude de la variabilité de

réponses (morpho-physiologiques, biochimiques et agronomiques) chez les différentes

variétés de pois vis-à-vis de la contrainte saline.
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Chapitre I : Etude de la plante hôte (Pisum sativum L.)

I.1. Généralités

Le petit pois (Pisum sativum L.) est une plante annuelle de la famille des Fabacée. Il est

originaire de l’Asie centrale (Afghanistan et Inde) et sa culture est très ancienne. C’est une

plante essentiellement autogame (Free, 1993; Pouvreau, 2004) est l'un des principaux

légumes au monde et figure parmi les 10 cultures légumières. Le pois est couramment utilisé

dans l'alimentation humaine dans le monde entier et elle est riche en protéines (21-25%),

hydrates de carbone, vitamine A et C, Ca, phosphore (Bhat et al., 2013).

I.2. Origine et répartition géographique

La FAO considère l’Ethiopie et l’Asie occidentale comme centres de diversification, avec des

centres secondaires dans le sud de l’Asie et la région méditerranéenne. Actuellement, on

trouve Pisum sativum dans tous les pays tempérés et dans la plupart des hautes terres

tropicales comme exemple l’Afrique (centrale partie est) et orientale (en Ethiopie) (Brink et

Belay, 2006).

I.3. Classification botanique

Règne:Plantae

Sous règne:Tracheobionta (plantes vasculaires)

Embranchement:Spermatophyta (plantes à graines)

S/ Embranchement:Magnoliophyta (Angiospermes, phanérogames ou plantes à fleurs).

Classe:Magnoliopsida (ou Dicotylédones)

Sous classe:Rosidae

Ordre:Fabales

Famille:Fabaceae : fabacées, papilionacées ou légumineuses

Genre:Pisum

Espèce:Pisum sativum L.

Nom commun:Petit pois (USDA, 2008).
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I.4. Les variétés de petit pois

On distingue deux variétés de petit pois : Petit pois à grains lisse; ils sont plus résistants au

froid, mais donnant des petit pois moins sucrés et plus farineux.

Petit pois à grains ridé; des grains plus sucrés que les premiers (Messiaen, 2010) et le pois

Mangetout : des pois que l’on récolte plus jeune et que l’on mange avec la cosse. Ces trois

variétés de petit pois peuvent aussi être des variétés « naines » ou « à rames»:

 Pois nain : les plants ne dépassent pas 50cm de hauteur
 Pois à rames : les plants peuvent atteindre 2 m 50 et nécessitent plus d’espace.

Tableau N°1 : Variétés de petit pois et de pois mange-tout (Messiaen, 2010)

Variétés Hauteur
(cm)

Couleur du
grain

Durée de
végétation
(jours)

Caractères
variétaux

Express à

longue cosse

90 Vert rond 71 Gousses longues

8 à 10 grains

Cadoz Nain Blanc rond 80 Grains très petits

Douce

Provenance

Nain Vert rond 69 Gousses longues,

7 à9 grains

Proval Nain Vert rond 65 Le plus précoce

Arkel Nain Vert ridé 70 Gousses longues,

pointues

Merveille de

Kelvedon

78 Vert ridé 68 Gousses fines,

très longues

Onward Nain Vert ridé 79 Grosses gousse,

résistant Oïdium

Surgévil Nain Vert ridé 85 Grains très sucrés

Corne de

bélier

150 Vert Blanc 90 Mange-tout

à rames
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I.5. Les caractères morphologiques et physiologiques du petit pois

 Les caractères morphologiques

Le petit pois est une plante grimpante herbacée annuelle, c’est une espèce diploïde avec 2n=

14 chromosomes (Benachour, 2008).

Photo N°1 : La plante du pois (Pisum sativum L.)

Partie aérienne

La tige peu ramifiée, de longueur variant de 50 cm à 1 m (Benachour, 2008), elle est creuse,

de section cylindrique (Elzebroek et  Wind, 2008).

Les feuilles sont, composées-pennées, et se composent de deux grandes stipules foliacés, un à

plusieurs paires de folioles ovales, et des vrilles terminaux (McGee, 2012).

Photo N°2 : Feuilles du pois (Pisum sativum L.)

Les fleurs sont blanches, avec une taille de 3 à 4 cm de long, elles naissent à l’aisselle des

feuilles, les pédoncules de longueur variable supportent une à trois fleurs (Elzebroek et

Wind, 2008).

Les inflorescences se produisent dans l'aisselle des feuilles, et consistent en des racèmes avec

une à quatre fleurs. Les fleurs ont cinq sépales fusionnées vert, et pétales blanc de différentes

tailles. Le pétale haut est appelé 'standard', les deux petits pétales dans le milieu sont fondus

ensemble et appelé 'quille" (à cause de leur apparence en bateau), et le bas des deux pétales

conicité vers la base et sont appelés les "ailes"(Elzebroek et  Wind, 2008).
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Le fruit est une gousse fermé, 1 à 4 pouces de long qui a souvent une membrane intérieure

rugueuse (Elzebroek et  Wind, 2008).

Photo N°3 : Fruit du petit pois (Pisum sativum L.)

Les graines mûres sont ronds, lisses ou froissées, et peut être verte, jaune, beige, brun, rouge-

orange, bleu-rouge, violet foncé à presque noir, ou tachetée (Elzebroek et Wind, 2008).

Photo N°4 : Graines du petit pois (Pisum sativum L.)

Partie souterraine

L’appareil souterrain du petit pois est formé d’un système racinaire à pivot relativement peu

développé avec des racines secondaires voir tertiaires. L’enracinement du pois est assez

développé puisque les racines peuvent atteindre 60 cm de profondeur jusqu’à 80 cm en fin

floraison. Les racines de pois ont des nodules, formés par la bactérie Rhizobium

leguminosarum, qui convertissent l’azote (N2) à l'ammoniac (NH3) (Clark, 2007).

 Les caractères physiologiques

La période végétative

Semis

Saison : début novembre à fin janvier.

Dose de semis : 80 à 120 kg / ha

Profondeur de semis : 2 cm en sols lourds et à 4 cm en sols légers.

Distances de plantation : Inter lignes : 0,20 à 0,50 m.

Inter plants : 0,03 à 0,05 m. (DSA, 2016)

Irrigation : Besoins estimés
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Primeur : 2000 à 3000 m3 / ha

Saison : ≈ 1500 m3 / ha (irrigation d’appoint) (DSA ; 2016)

Période de reproduction

Le cycle végétatif du pois est d'environ 140 jours  pour les variétés de printemps pouvant

descendre à 90 jours pour les variétés ultra-précoces et de 240 jours pour les variétés d’hiver

(Benoît et al., 2006 ; Cieslarová et al., 2011).

La maturité

La teneur en eau des pois secs doit être inférieure à 13% (Elzebroek et le vent, 2008).

I.6.Exigences écologiques du petit pois

Pluviométrie

Pisum sativum est cultivé jusque dans les régions où les précipitations ne dépassent pas 400

mm, mais la pluviométrie idéale se situe entre 800 et 1000 mm par an (Brink et Belay, 2006).

Température

La culture du pois a besoin d’un climat relativement frais ; les températures moyennes doivent

être comprises entre 7-24°C (Brink et Belay, 2006).

Le choix des terres

Le pois est adapté à de nombreux types de sol, mais poussent mieux sur fertile, à texture

légère, bien drainés (Hartmann et al., 1988;Elzebroek et  Wind, 2008).Il pousse sur des

sols à pH de 5,5 à 7 (Brink et Belay, 2006).

I.7. Production de petit pois

Dans le monde

Pisum sativum est actuellement cultivé dans les régions tempérées, en haute altitude, ou

pendant des saisons de la fraîcheur dans les régions chaudes du monde entier (Elzebroek et

Wind, 2008).

Les principaux pays producteurs de pois sont : la Chine, l'Inde, Canada, la Russie, la France et

des États-Unis (FAO, 2012). Aux États-Unis, la plupart des sites de production se produit

dans l'État de Washington, du Montana et du Dakota du Nord (USDA, 2011).

Tableau N°2 : Evolution de superficies, de la production et du rendement du pois dans le

monde durant la période 2010 – 2014 (FAOSTAT, 2016)
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2010 2011 2012 2013 2014

Production

(Tonne)

Pois sec 1,039486 1,0490238 1,0780059 1,1450199 1,1332772

Pois frais 1,6360562 1,6986975 1,708212 1,7430607

Superficie

(Ha)

Pois sec 6542481,0 6608511,0 7162856,0 6724997,0 6868131,0

Pois frais 2191186,0 2249546,0 2302411,0 2297687,0

Rendement

(Kg/Ha)

Pois sec 15888,0 15874,0 15050,0 17026,0 16501,0

Pois frais 74665,0 75513,0 74192,0 75862,0

En Algérie

En Algérie, le pois a été cultivé avant 1830 dans les jardins et les champs en Kabylie

(Laumont et Chevassus, 1960).La culture a pris un développement important en 1945, elle a

connue par la suite un essor remarquable de 1947 à 1952.

En 1980, 10800 ha ont été consacrés à cette culture. Durant cette dernière dizains ; c’est en

1993 qu’on a enregistré la superficie la plus importante avec 20800 ha alors que le rendement

le plus important a été enregistré en 2001 sur une superficie de 19970 ha. En 2009, cette

superficie passe à 28 724 ha avec une production annuelle de 1029 707 qx, soit un rendement

de 35.8 qx/ha (MADR, 2009)

Tableau n°03 : évolution de superficies, de la production et du rendement du pois en Algérie

2010 – 2014
2010 2011 2012 2013 2014

Production

(Tonne)

Pois sec 6613,0 7435,0 9178,0 10586,0 10119,0

Pois frais 125122,0 127680,0 140588,0 186348,0

Superficie

(Ha)

Pois sec 8865,0 9943,0 9891,0 10808,0 11342,0

Pois frais 31109,0 32641,0 34110,0 37036,0

Rendement

(Kg/Ha)

Pois sec 7460,0 7478 ,0 9279,0 9795,0 8922,0

Pois frais 40221,0 39116,0 41216,0 50315,0

Source : (FAO STAT, 2016)
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Wilaya de Ain Defla

D’après les statistiques de la Direction des Services Agricoles (D.S.A Ain Defla), la

superficie de petit pois est de 11350 ha, alors que la production est de 11 08900qx en 2014

I.8. Les maladies et les ravageurs de petit pois

Tableau n°04 : les principales maladies de petit pois (Messaien et al, 1991; Chaux et Foury

,1994 ; Brink et Belay, 2006).

Les maladies de
petit pois

Les symptômes Les moyens de lutte

Anthracnoses :
Ascochyta pis

Lésions beiges à
bordures foncées, avec
au centre, de
nombreuses
ponctuations noires
(pycnides).

-Semences saines.
- Rotation de 5 ans entre deux
légumineuses.
-Traitement de semences : il
assure une protection efficace
durant six semaines environ.
-A partir du stade floraison :
un à deux traitements
fongicides.

Mycosphaerella
pinodes (Ascochyta
pinodes)

Petites ponctuations
noires pouvant
s'agrandir et se rejoindre
pour former de larges
taches foncées. Attaques
fréquentes à la base des
tiges (nécroses
noirâtres)

Phomamedicaginis
(Ascochyta pinodella)

-Unenécrosedu collet et
la présence d'un
manchon brun violacé
au niveau des entre-
nœuds inférieurs de la
tige des jeunes plantes.
En cours de végétation,
apparaissent sur feuilles
et tiges, des taches de
couleur brun clair, Sur
gousses et grains, les
taches sont délimitées,
de couleur marron
rougeâtre, en dépression
sur l'épiderme de la
gousse. Les grains
contaminés présentent
des taches sombres.



Partie bibliographique

10

Mildiou
(Peronosporapisi)

Les feuilles présentent
alors des jaunissements
sur la face supérieure et
un duvet gris violacé sur
la face inférieure. Sur
gousses, les symptômes
extérieurs sont peu
perceptibles (taches vert
clair sans sporulation).
Par
contre, à l'intérieur, un
mycélium blanc est bien
visible. A ce stade, les
grains sont tachés ou
absents.

-Rotation la plus longue
possible entre deux cultures
de pois
(protéagineux et conserve).
-Traitement de semences : en
protégeant les pois jusqu’au
stade 5 feuilles environ, il
limite les infections primaires.
-Utilisation de variétés peu
sensibles.
-Protection fongicide
préventive en végétation, au
stade 7-8 nœuds du
pois (= 5-6 feuilles).

Oïdium du pois
(Erysiphepolygoni f. sp.
Pisi)

De petites taches
blanches et poudreuses
qui colonisent d’abord
les feuilles âgées. Un
mycélium blanc et
pulvérulent se
développe ensuite sur
tous les
organes aériens.

-La résistance variétale existe.
Elle est surtout développée sur
le petit pois.
-La lutte fongicide peut être
préventive sur les variétés
sensibles,
ou menée de façon curative
(dès les premiers symptômes)
avec du
soufre. Les résultats sont
généralement bons dans la
mesure où il s’agit d'un
mycélium superficiel.

Rouille
(Uromyces pis-
Uromycesviciae-craccae-
Uromycesviciaefabae).

Des pustules (sores)
pulvérulentes de couleur
brun-roux à noir
apparaissent sur la face
inférieure des feuilles et
sur les tiges.

Appliquer un thiazole en
respectant le délai avant
récolte.
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Tableau N°5: les principaux ravageurs de petit pois (Chaux et Foury, 1994; Coutin, 2004) .

Les ravageurs de
petits pois

Les symptôm

La cécidomyie
(Contariniapisi)

Contariniapisi est un diptère se développent
dans les fleurs et injectent une substance
toxique qui entraîne la formation de
«galles». Les boutons floraux gonflent, se
dessèchent et avortent .

Le puceron vert du pois
(Acyrthosiphonpisum)

Leurs piqures des feuilles et stipules
provoquent un
affaiblissement des tiges
piquées, coulures de fleurs et avortements de
gousses,
déformations de gousses .

Le sitone(Sitona
lineatus)

Sitonalineatus est un petit
coléoptère qui dévore le limbe des feuilles en
faisant des encoches semi-circulaires sur le
bord et dont la larve ronge les
racines et les nodosités,
affaiblissant ainsi les plantes.

Le thrips du pois
(Franklinellia robusta)

Ce sont des minuscules insectes piqueurs
(taille de 1 mm) qui attaquent les fleurs et les
gousses et dont les larves se
développent dans les gousses.
Elles provoquent dessèchement et
rabougrissement des plantes.
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Chapitre II. La Symbiose rhizobienne chez le petit pois

II.1. Généralités sur la fixation d’azote

L’azote  est  un  élément  essentiel  pour toutes  formes  de  vie.  Dans  les  sols,  les  quantités

d'azote  assimilable  par  les  plantes  sont faibles  alors  que  cet  élément constitue  souvent,

avec  le  manque  d’eau  et  de  phosphate,  un principal facteur limitant la croissance des

végétaux (Cleland et Harpole, 2010). L'azote est pourtant très abondant sur la planète

puisque l'atmosphère contient 78% de diazote N2, mais cette  forme  est  inaccessible  à  la

plupart  des  êtres  vivants.  En  effet  les  seuls  organismes capables  de  l'utiliser  sont  des

bactéries, dites  diazotrophes,  qui  possèdent  le  complexe enzymatique réducteur appelé

nitrogénase. En  conditions de faible teneur en oxygène, cette enzyme  catalyse  la  réduction

de  l'azote  atmosphérique  N 2   en  ammoniac  NH 3 (Day et al., 2001 ;Downie, 2005 ).

Cette  fixation  biologique  de  l’azote  contribue  approximativement  à 16% de l'apport total

d'azote dans les terres cultivées (Ollivier et al., 2011). Au niveau du sol, les plantes ne

peuvent assimiler cet élément que sous forme de nitrate (NO3
-) et d'ammonium (NH4

+) par

absorption racinaire. Certaines plantes se sont affranchies de ce déficit en azote en établissant

des relations symbiotiques avec des bactéries capables  de  fixer  l’azote  atmosphérique

gazeux.  Au  cours  de  cette  association  à  bénéfice réciproque (mutualisme), la plante

fournit de l’énergie et généralement une protection à son symbiote, tandis que celui-ci fournit

en retour de l’azote sous des formes variées. Parmi ces associations symbiotiques, la

symbiose entre les plantes de la famille des légumineuses et les bactéries collectivement

appelées « rhizobiums » est une des plus étudiée.

II.2.La symbiose rhizobia-légumineuse

La  symbiose rhizobienne est  le  résultat  d'une  interaction  hautement spécifique   entre   la

plante   et   la   bactérie.   A   la   suite   de   mécanismes   complexes   de reconnaissance entre

les deux organismes, via un dialogue moléculaire notamment, la bactérie induit  chez  la

légumineuse  la  formation  sur  les  racines  d'un  organe  spécialisé,  le  nodule,  à l'intérieur

duquel  la  bactérie,  intracellulaire,  se  différencie  en  bactéroïde  capable  de  fixer l'azote

atmosphérique en le réduisant, via le complexe nitrogénase, en ammonium (Perret et al.,

2000 ;Gibson et al., 2008).
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 Etablissement de la symbiose fixatrice de l’azote

Les  bactéries  de  la  famille  des  rhizobiacées peuvent  infecter  les  racines  des

légumineuses  entraînant  la  formation  de  structures  appelés  nodosités  ou  nodules.  Par

ces nodules, la plante hôte (la légumineuse) offre un micro habitat exceptionnellement

favorable à la  bactérie  tout  en lui  procurant  des  substrats  carbonés  provenant  de  la

photosynthèse.  Le processus de la fixation, lui-même, consiste en la réduction de l’azote

atmosphérique N2 sous forme  ammoniacale.  Cette  réaction  est  catalysée  par  un  complexe

enzymatique  appelé Nitrogénase  d’origine  bactérienne (Downie, 2005).

N2 + 16 ATP + 8e- + 8 H+→2NH3 +H2 + 16ATP + 16Pi
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Figure N°1 : Etapes de la formation d'un nodule racinaire chez une légumineuse infectée par
rhizobia (Madigan et Martinko, 2007)
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 Intérêts de la symbiose rhizobia-légumineuses

Cette symbiose présente de nombreux avantages pour les légumineuses. En effet, celle-ci leur

permet d'avoir une bonne croissance sur des sols carences en azote. De ce fait, cette symbiose

est indubitablement le facteur majeur à l'origine du grand succès de la famille des

légumineuses parmi les végétaux (Noël, 2009). A l'opposé, la plante subvienne aux besoins

énergétiques de la bactérie au cours de cette symbiose en fournissant des substances

carbonées résultant de la photosynthèse. Elle lui offre également un microenvironnement très

particulier et nécessaire à la fixation de l'azote. Par ailleurs, outre l'augmentation au niveau du

sol de la population des rhizobia spécifiques à la légumineuse hôte après culture, la symbiose

fournirait un cadre de reproduction bénéfique qui favoriserait l'évolution des espèces

bactériennes (Noël, 2009).

 Développement de la symbiose rhizobienne

Développement de la symbiose entraîne la production d’un nouvel organe, le nodule racinaire,

où SNF se produit. L'induction de l'organogenèse nodulaire implique un échange de

signalisation entre les bactéries du sol et la légumineuse hôte (Popp et Ott, 2011).Les

rhizobiums sont libérés dans les cellules corticales de racines du cordon d'infection par

l'intermédiaire d'un processus qui part des similitudes à l'exocytose (Limpens et al., 2009;

Ivanov et al., 2012).Le nodule mature est composé de la zone d'infection central, contenant

les cellules infectées et non infectées, entourés de couches de cellules appelées le cortex

(Udvardi et Poole, 2013).Les métabolites sont transportés vers le nodule dans la vasculature,

qui termine dans le cortex (Udvardi et Poole, 2013). Nodules peuvent être divisés en deux

types, déterminant et indéterminé Le soja produit des nodules qui ne sont déterminants

sphériques (Udvardi et Poole, 2013). Alors que les nodules indéterminants, se développent

sur, Pisum sativum, et trèfle, sont caractérisés par des structures ramifiées ou allongées, Ces

nodules représentent de véritables organes d'échanges métaboliques entre les Bactéries et la

plante. Al'intérieur du nodule, les rhizobia se différencient en bactéroïdes qu'ils échangent

avec la plante contre les produits de la photosynthèse (Rajaonarimamy, 2010).
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II.3. Les rhizobia nodulant le petit pois

Plusieurs  travaux  ont  montré  une  grande  diversité  génétique  dans  les  populations

naturelles  des  rhizobiums  nodulant  les  genres Pisum, Vicia et Lathyrus,  en  particulier

Rhizobium leguminosarum (Laguerre et al., 2003 ;Depret et al., 2008).R. fabae (Tian et al.,

2008) et R. pisi (Ramirez-Bahena et al., 2008) ont  été  décrits  par  la  phylogénie  de

ARNr,  atpD  et rec A. R. fabae,  isolé  de Vicia  faba en Chine et est capable de noduler le

pois (Tian et al., 2008), et son gène nodC est similaire à celui du symbiovar viciae(Rogel et

al., 2011).R. pisi nodulantle pois a été découvert pour reclasser une souche supposée

correspondant à l’espèce R. leguminosarum (Ramirez-Bahena et al., 2008). Des souches

isolées du Pisum au Pérou étaient phylogénétiquement proches de R. leguminosarum et R. etli

(Santillana et al., 2008)
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Chapitre III : La salinité

La salinisation est un problème écologique majeur qui affecte un nombre croissant de régions

du globe, fréquemment associé à la contrainte hydrique, elle réduit les surfaces cultivables et

menace l’équilibre alimentaire mondial (Derkaoui, 2011).La salinité des sols et celles des

eaux d’irrigation désigne la surcharge de ces derniers en sels minéraux solubles. Elle est

causée par la combinaison de quatre cations (Ca2+, Mg2+, K+ et Na+) et de quatre anions (Cl-,

SO4
2-, NO3

-et HCO3
-) (Hu et Schmidhalter, 2001 ;Geetanjali et Neera, 2008).

III.1.Causes de la salinisation des sols

Bien que l’altération des roches et les minéraux  primaires soit la principale source de tous les

sels, les sols salés rarement formés par accumulation de sels in situ. Plusieurs causes sont à

l’origine de ce phénomène (Milliard, 2001).

 Salinisation primaire

Près de 80% des terres salinisées ont une origine naturelle, on qualifie alors la salinisation de

« primaire ». Dans ce cas ; celle-ci est due à la formation des sels pendant l’altercation des

roches ou à des apports naturels externes : (I) dans les régions côtières, intrusion de l’eau salée

ou submersion des terres basses ; (II) inondation périodique par de l’eau de mauvaise qualité ;

(III) remontée d’une nappe phréatique salée prés  de la zone racinaire (Mermoud, 2006).

 Salinisation secondaire

Près de 20% des terres salinisées ont une origine humaine ou anthropique et sont qualifiées de

« secondaires ». L’irrigation est la principale cause anthropique de la salinisation des sols.

Dans environ la moitié des situations, le développement de l’irrigation s’est accompagné de

l’apparition de processus de salinisation, sodisation ou alcalinisation des sols d’importance

variable. Si les situations apparaissent très diverses en raison des caractéristiques du milieu

naturel, des pratique agricoles ou de la gestion de l’eau, ces dégradations ne sont pas

inéluctables apparaissent pour l’essentiel comme la résultante de mode de gestion

inappropriée des ressources en sol et en eau (Marlet, 2005).

III.2. Effet de la salinité sur la plante

La salinité est un facteur environnemental très important qui limite la croissance et la

productivité (Parida et Das, 2005).Durant le début et le développement du stress salin à



Partie bibliographique

18

l'intérieur de la plante, tous les processus majeurs tels que : la photosynthèse, la synthèse des

protéines, le métabolisme énergétiques sont affectés (Parida et Das, 2005) .Le stress  salin

diminue  la  taille des plantules (Yildirim et Guvenc, 2006 ;Nibau et  al., 2008) .

 Effet de la salinité sur la croissance des légumineuses

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

des  plantes.  La  croissance  de  la majorité des plantes est réduite ou inhibée quand la

concentration en sel dans l’environnement racinaire s’élève au-dessus  de 100 mM deNaCl.

Chez les légumineuses, l’effet dépressif du sel se manifeste à partir d’un seuil critique de

concentration, caractéristique de l’espèce ou de la variété (Farissi et al., 2011 ;Faghire et al.,

2011 ;Farissi et al., 2013 ).Le  sel  entraîne  une  réduction  des productions de matière sèche

aérienne et racinaire (Ibriz et al.,2004 ;Chaabena et al., 2004), et la diminution de désordre

nutritionnel (Farissi et al., 2011),le ralentissement  de  la  synthèse  protéique,  la

perturbation  de  la  stabilité  des  structures  membranaires  et  l’inhibition  de l'activité  des

enzymes (Faghire et al., 2011).

 Effet de la salinité sur la photosynthèse

L’effet  de  salinité  sur  la  photosynthèse  se  manifeste  essentiellement par  la  réduction

de  l'assimilation  du  CO2 ,  la conductance  stomatique  (Deng et al., 2010 ;Latrach et al.,

2014) , et  le  ralentissement  de  l'activité  du  transport  des  électrons  du  photosystème  II

(Eyidogan et al., 2007). Garg  et Singla (2004) ont  noté des  réductions  de l’assimilation

photosynthétique nette, la concentration interne en CO2, la conductance des stomates et la

transpiration chez les plantes.

 Effet de la salinité sur la nutrition minérale

Le  stress  salin  engendre  un  déséquilibre  de  la  nutrition  minérale  de  la  plante  qui

résulte  d’une  perturbation  de l’absorption  et  du  transport  des  éléments  essentiels.  En

général,  la  présence  du  NaCl  dans  le  milieu  de  culture  inhibe l’absorption des  ions  K+,

Ca2+,  Pi ,  NO3-,  NH4+ et  renforce  celle  des  ions  salins,  Na+ et  Cl- qui  s’accumulent

jusqu’à devenir toxiques pour la plante (Mezni, 2010 ;Faghire et al., 2011).En effet, il s’est

avéré  que  le  stress  salin  a  une influence  sur  l’activité  de  la  nitrate  réductase (Farissi et

al., 2014b), une  enzyme  clé  dans  les  processus d’assimilation de l’azote.
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 Effet de la salinité sur les pigments photosynthétiques et les protéines

Le taux de chlorophylle et des caroténoïdes des feuilles diminue en générale sous les

conditions de stress salin. Les feuilles les plus âgées commencent à développer une chlorose

et finissent par tomber sous l’effet du stress salin (Agastian et al., 2000).Le contenu des

protéines solubles des feuilles diminue en réponse à la salinité (Parida et al., 2002).

 Effet de la salinité sur les racines

Erice et al.,(2010) ont montré que le stress causé par la salinité inhibe  de  manière

significative  la  croissance  de  différents  organes  toutefois,  les  racines  sont  souvent  plus

touchées que les parties aériennes (Amooaghaie, 2011).

III.3.Impact de la salinité sur la symbiose rhizobia-légumineuse

 Effet de la salinité sur la croissance et la survie des rhizobia

La  salinité  est  un  facteur  majeur  limitant  la  fixation  symbiotique  de  l'azote.  Elle

affecte  d'une  manière  délétère  la croissance et la persistance des souches rhizobiennes dans

le sol (Farissi et al., 2014). La croissance des rhizobia a été notée normale sous des

concentrations en NaCl d’environ 1 %. Certaines souches ont été rapportées pour leur

capacité à croître à des concentrations élevées en sel (>3%), notamment Sinorhizobium

méliloti (Chen et al., 2000)

 Effet de la salinité sur la symbiose fixatrice d’azote

La salinité affecte l’initiation, le développement et le fonctionnement des nodules, de même

que la capacité photosynthétique des feuilles. Il s’avère que la fixation symbiotique de l’azote

est plus affectée par le sel que la croissance des plantes (Rao et al., 2002).

III.4.Mécanismes de résistance à la salinité

Les plantes développent plusieurs stratégies pour limiter le stress salin (fig2), qui différent

selon la catégorie de la plante (Berthomieu et al., 2003).chez les plantes sensibles au NaCl, le

Na+ s’accumule dans les racines, puis exclu des feuilles , ces plantes son dites « excluder ». A

l’inverse, les plantes tolérant le NaCl. sont dites « includer » car elles ont en général des

feuilles plus chargées en Na+ que les racines lorsqu’elles sont cultivées en présence de sel

(Haouala et al., 2007) .
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 Exclusion

Les plantes exclueder sont généralement sensibles à la salinité et sont incapable de contrôler

le niveau de Na+ cytoplasmique. Cet ion est transporté dans le xylème, véhiculé vers les

feuilles par le courant de transpiration puis en partie ré-circule par le phloème pout être

ramené vers les racines. Ces espèces sensibles contiennent donc  Na+ dans les feuilles et un

excès dans les racines (Jabnoune, 2008).

 Inclusion

L’inclusion est la stratégie la plus efficace pour éviter la toxicité de Na+sur des sites

métaboliques dans le cytoplasme (Jabnoune, 2008).La plante utilise en effet le sel pour

ajuster la pression osmotique de ses cellules. Elle capte le sel qui parvient aux feuilles, au

même titre que l'eau, par le mouvement ascendant de la sève dans les vaisseaux. A l'intérieur

des cellules, le sel est alors stocké dans les vacuoles grâce à des systèmes de "pompes"

moléculaires. Les vacuoles étant des compartiments fermés au sein de la cellule, le sel est

ainsi isolé des constituants cellulaires vitaux (Sentenac et Berthomieu, 2003), ou excrété par

des glandes ver l’extérieur (Alem et Amri, 2005).

Figure N°2 : Schématisation du bilan de la circulation du sodium dans les plantes includer ou

excluder (Levegneron et al., 1995).

III.5.Mécanismes de tolérance à la salinité

La prévention des dommages causés par le stress salin et leur réparation sont nécessaires pour

la survie des cellules. Contrairement aux animaux, les plantes ne peuvent pas migrer lorsque

les conditions de vie leur sont défavorables, naturellement, elles doivent donc s’adapter pour

Chez les plantes de types includer ,

les flux de sodium sont

essentiellement ascendants (en rose)

et le sel est accumulé dans les parties

aériennes . Chez celles de type

excluder, la plus grande partie du

sodium véhiculé vers les feuilles est

réexporté vers les racines via le

phloème(en jaune). Les intensités

relatives des flux sont symbolisées

par la largeur des trais.
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faire face  aux  agressions  biotiques  et  abiotiques,  elles  mettent  donc  en  œuvre  des

stratégies d’adaptation et de défense aux stress (Arous, 2009).La tolérance des végétaux aux

sels est un phénomène complexe impliquant des particularités morphologiques et

physiologiques et biochimiques variées (Alberto Cuesta et al., 2005).

 Biosynthèse d’osmoprotecteurs et ajustement osmotique

Les légumineuses tolérantes à la salinité réalisent l'ajustement osmotique en concentrant les

ions salins dans leurs tissus. Mais,  les  quantités  accumulées  deviennent  rapidement

toxiques. Dès  lors,  une  des  stratégies  d'adaptation  consiste  à synthétiser des

osmoprotecteurs, principalement des sucres (par exemple tréhalose) et des composés aminés

tels que la proline et la glycine-Bétaïne (Farissi et al., 2011).

Chez plusieurs légumineuses ont montré une accumulation importante de la proline à partir

d’une concentration de 100 mM de Na Cl. (Mezni, 2010 ;Farissi et al., 2011). Verdoy et al.,

(2006) ont constaté que la salinité provoquait  l’accumulation  de  proline  dans  les  nodules

et  améliorait  la  croissance  et  la  fixation  symbiotique  d’azote.  La proline  agit  comme

un  osmoticum  dont  l'accumulation  cytoplasmique  permet  de  neutraliser  les effets

ioniques  et osmotiques  de  l'accumulation  du  sel  dans  la  vacuole  (Slama et al., 2008).

Cet  acide  aminé  joue  un  rôle  également  dans  le  maintien  des pressions cytosol-vacuole

et de régulation du pH (Ottow et al., 2005).   Ainsi que la stabilité des membranes (Ashraf,

2004).
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Chapitre IV : Matériel et méthodes

1 : localisation de l’essai

Figure N°3 : Carte géographique de la commune de Khemis Meliana, Ain Defla.

2. Echantillonnage du sol

Le sol utilisé dans notre expérimentation est  ramené de la station expérimentale de

l’Université de Khemis Miliana. Il est séché à l’air libre, tamisé à l’aide d’un tamis de 2mm et

0,2 mm. Les différentes analyses de notre échantillon de sol sont effectuées au niveau de

laboratoire de l’Université de Khemis Miliana.

3 .Les analyses physico-chimiques

 Granulométrie

On utilise pour les prélèvements de l’analyse granulométrique, la pipette de robinson

(méthode internationale) d’une contenance de 20 ml. Toutefois, au lieu d’une pipette fixe sous

laquelle on amène les allonges, ces dernières sont disposées sur une paillasse au-dessus de

laquelle la pipette se déplace, on évite ainsi les perturbations dues au déplacement des

allonges. Elle a pour but de définir la nature d’un sol en classifiant ses éléments selon leurs

dimensions et de déterminer les pourcentages de chaque fraction (sables, limon, argile). En se

référant au triangle des textures, on déduit la texture de l’échantillon (Daoud, 2011).
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 pH

La mesure du pH permet de caractériser la réaction du sol qui traduit l’état d’acidité ou

d’alcalinité du sol. Elle s’effectue par la méthode électro-métrique, en utilisant un PH mètre à

électrode en verre sur une suspension de terre fine pour un échantillon. Avec un rapport sol/

solution de 1 / 2,5 (Daoud, 2011).

 Conductivité électrique

La mesure de la conductivité de la solution du sol renseigne déjà d’une manière globale sur la

concentration possible en sels. Elle a été déterminée à l’aide d’un conductimètre sur un extrait

aqueux au rapport 1/ 1,25 pour l’échantillon (Daoud, 2011).

 Calcaire total

L’évaluation du calcaire totale grâce à l’estimation du volume de CO2 dégagé par action de

l’acide chlorhydrique sur la terre, la détermination est rapide et la précision suffisante. Le

dosage est effectué à l’aide d’un calcimètre de Bernard on étalonne l’appareil par action de

HCl au 1/2 sur 0,5 g de CaCO3pur de façon à avoir un dégagement de 80 à 100 ml de CO2

(Daoud, 2011).

 Calcaire  actif

Pour le dosage du calcaire actif, on utilise la technique de (Drouineau, 1942) qui prend en

considération la propriété du calcium à ce combiné aux oxalates d’ammonium pour donner de

l’oxalate de calcium insoluble. L’excès de solution d’oxalates d’ammonium est ensuite dosé

par une solution de permanganate de potassium en milieu sulfurique.

 La matière organique

En admettant que la composition moyenne de la matière organique du sol soit constante en

carbone (58 %) , il suffit de déterminer la teneur en cet élément pour en déduire la quantité de

matière organique présente par la méthode d’Anne (1945) qui est basée sur la transformation

du carbone en gaz carbonique , sous l’action d’une quantité connue de solution oxydante dont

on détermine l’excès. Cette oxydation se fait le plus couramment par action du bichromate de

potassium (K2 Cr2 O7) en milieu sulfurique à froid (Daoud, 2011).
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 Azote total

La détermination de la teneur en azote total est réalisée suivant la méthode classique de

KAJELDHAL. L’acide sulfurique concentré à chaud détruit la matière organique.

L’hydrogène et le carbone vont se dégagé sous forme de gaz carbonique (CO2) et d’eau

(H2O), tandis que l’azote organique est transformé en sulfate d’ammonium SO4 (NH4)2

L’utilisation des catalyseurs : CuSO4 et K2 SO4 est nécessaire par le fait que l’acide sulfurique

bouillant attaque difficilement certain nitrates (Daoud, 2011).

 Phosphore assimilable

Au sol contenant plus de 2% de CaCO3 elle convient la méthode colorimétrique Joret-

Hébert (Soltner, 1978). Elle comprend deux étapes : (1) Extraction : l’acide phosphorique

est extrait par une solution d’oxalate d’NH4 0,2N. (2) Colorimétrie : le dosage est basé sur

la formation et la réduction d’un complexe de l’acide phosphorique et de l’acide

molybdique l’addition d’acide ascorbique et réactif sulfomolybdique à un milieu contenant

des ions phosphoriques provoquent par chauffage l’apparition d’une coloration bleue que

l’on peut colorimétrie par un spectrophotomètre à une densité optique de 650 nm

(Lambert, 1975).

4. Matériel  végétal

Le matériel végétal étudie est constitué de trois génotypes du petit pois : Merveille, Latcha,

Utrillo.

Photo N°5 : les semences du petit pois (Pisum sativum L.)



Matériel et méthodes

25

5. Conditions expérimentales

L’expérimentation a été réalisée dans des pots sous serre en verre, au niveau de la station

expérimentale de l’Université de Khemis Miliana. Le dispositif expérimental adopté est un

bloc aléatoire complet avec 3 répétitions et deux facteurs étudiés : facteur variétés (3 variétés),

et facteur concentration du sel (0mM, 50mM et 100mM).

6. Gestion de l’essai

6.1. Semis

Les graines de petit pois ont été semées le 01 Février 2016 à raison de deux grains par pot à

une profondeur de 3cm et une distance de 2 cm. A la levée.

6.2. Irrigation

L’irrigation a été faite par arrosage ; toutefois que le besoin en eau se faisait sentir, on avait

recours à l’irrigation.

6.3. Lutte contre les ennemis

La lutte contre les mauvaises herbes a été menée manuellement chaque semaine afin de

réduire considérablement la concurrence et la nuisibilité.

6.4. Préparation des solutions salines

Au stade de pleine floraison, les plantes ont été irriguées avec une solution saline pendant 21

jours. Cette solution saline est préparée en utilisant l’eau distillée et de NaCl (50 mMou100

mM).

7. Paramètres mesurées

7.1. Hauteur de la tige

La hauteur de la tige principale est la distance entre le collet jusqu'à la dernière feuille. Ce

paramètre a été mesuré à l’aide d’une règle graduée.
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7.2. Détermination de la biomasse aérienne, racinaire et nodulaire

Les mesures des biomasses sèches aérienne et racinaire ont été réalisées après rinçage du

plant avec de l’eau courante  et séparation de la partie aérienne et de la partie racinaire au

niveau du collet. Les deux parties sont portées toutes les deux à l’étuve à 60°C pendant 48

heures. La biomasse sèche est déterminée par pesée à la balance de précision.

Et pour la biomasse nodulaire on a séparé les nodules des racines par une lame et séché dans

l’étuve à 60°C pendant 48 heures. La biomasse sèche nodulaire est déterminée par pesée à la

balance de précision.

7.3. Efficience d’utilisation de la symbiose rhizobienne

L’efficience d’utilisation de la symbiose rhizobienne (EUSR) a été estimée par la pente du

modèle de régression de la biomasse aérienne des plantes sur la biomasse nodulaire. Dans

l’équation de la droite de régression  y = a x + b ; b correspond à la production de biomasse

sans nodules et a représenté cette efficience.

7.4. Dosage de la chlorophylle

La chlorophylle est extraite suivant la méthode de Francis et al. (1970) qui consiste à : (1)

Macérer les feuilles dans un mélange d’acétone et d’éthanol (75 % et 25%) ; (2) Couper les

feuilles en petits morceaux et les mettre dans des boîtes noires (pour éviter l’oxydation de la

chlorophylle par la lumière) ; (3) Procéder à la lecture des densités optiques des solutions à

l’aide d’un spectrophotomètre à deux longueurs d’ondes (644 et 662 nm), après étalonnage de

l’appareil avec la solution témoin d’acétone à 80% et d’éthanol à 40% ; (4) Déterminer les

teneurs en chlorophylles selon les formules suivantes :

CH a (μg/gMF) = 12, 7 DO (662) – 2, 59 DO (644)

CH b (μg/gMF) = 22, 9 DO (644) – 4, 68 DO (662)

CH t = Ch a + Ch b

7.5. Dosage de la proline

La proline est dosée selon la technique utilisée par Troll et Lindesly (1955), simplifiée et

mise au point par Dreier et Goring (1974) et modifiée par Monneveux et Nemmar (1986)

Le principe est la quantification de la réaction proline-ninhydrine par mesure
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spectrophotométrique. La proline se couple avec la ninhydrine en formant un complexe

coloré.

L’intensité de la coloration est proportionnelle à la quantité de proline dans l’échantillon.

L’extraction de la proline consiste à (1) Prélever 100 mg de matière fraîche foliaire de chaque

répétition et les mettre dans des tubes à essai ; (2) Ajouter 2 ml de Méthanol à 40 % ; (3)

porter les tubes couverts (pour éviter la volatilisation de l’alcool) à l’ébullition au bain Marie

à 85°C pendant 60 min ; (4) Prélever, après refroidissement, 1 ml de l’extrait de chaque tube

et mettre dans de nouveaux tubes auxquels on ajoute 1 ml d’acide acétique (5) Ajouter, dans

chaque tube, 1 ml de mélange contenant (120 ml d’eau distillée, 300 ml d’acide acétique, 80

ml d’acide ortho phosphorique (H3PO4, densité 1,7) et 25 mg de ninhydrine.

Les tubes sont alors homogénéisés et placés dans un bain marie à 95°C pendant 30mn. Après

virage au rouge de la solution, le tube contenant le milieu réactionnel est refroidi avant

d’ajouter 5ml de toluène. Après passage au vortex, deux phases se développent : (i) La phase

supérieure colorée, organique, contenant la proline est prélevée ; (ii) La phase inférieure aqueuse,

sans proline, est éliminée.

- Prélever la phase supérieure contenant le chromatophore à laquelle on ajoute 5 mg du sulfate

de sodium oxydé Na2 SO4 à l’aide d’une spatule pour éliminer l’eau qu’elle contient.

- Lire la densité optique des échantillons à l’aide d’un spectrophotomètre à la longueur d’onde

de 520 nm, correspondant à son maximum d’absorption.

Les valeurs obtenues sont converties en concentration en proline à l’aide d’une courbe étalon

préalablement établie à partir d’une série de solutions de concentrations en proline

déterminées, préparées a partir d’une solution mère de 2000µg/ml.

7.6. Dosage des sucres solubles

L’extraction et le dosage des sucres solubles, dans les feuilles et les racines des plantes, sont

faits selon la méthode de Dubois (1956) qui consiste à (1) Mettre 100 mg de matière fraîche

dans des tubes à essai ; (2) Ajouter 2 ml d’éthanol à 80% ; (3) Laisser le tout au repos pendant

48h ; (4) faire évaporer tout l’alcool en mettant les tubes à essai dans un bain Marie à 70° ; (5)

Après refroidissement, mettre dans chaque tube à essai 20 ml d’eau distillée ; (6) Prendre 1 ml

de la solution et ajouter 1 ml de phénol à 5 % en prenant soin de bien agiter ; (7) Ajouter 2 ml

d’acide sulfurique concentré et déposer les tubes à essai dans un bain de glace; les laisser
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reposer durant 25 min ; (8) Procéder à la lecture au spectrophotomètre à la longueur d’onde de

490 nm ; (9) Calculer les concentrations (μg/g MF) à partir de l’équation déduite de la gamme

d’étalonnage (Annexe)

7.7. Nombre de gousses/plant

C’est le nombre de gousses ayant atteint la maturité complète. Ce paramètre est déterminé

pour chaque plant et pour chaque variété.

8. Analyse statistique des données

Les données recueillies pour les caractères étudiés sur trois variétés ont été soumises à une

analyse de la variance avec le logiciel XLSTAT ou à des interprétations des résultats de

graphes ou d’histogrammes.

L’analyse de variance permet de tester la similitude de variable en termes statistiques. L’effet

variable est significatif lorsque la probabilité de l’erreur réellement commise est :

 P = 0.001  Très hautement significatif ;

 P = 0.01    Hautement significatif ;

 P = 0.05    Significatif.

L’analyse de la variance effectuée est à un seul critère de classification. Les moyennes sont

comparées à l’aide du test de Newman-Keuls, lorsque cela est nécessaire (différences au

moins significatives).
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Chapitre V : Résultats et discussions

1-Caractéristique physico-chimique du sol expérimental

Les analyses du sol de notre expérimentation ont donné les résultats reportés dans le tableau6.

Tableau N°6 : Caractéristiques physico-chimiques du sol

Granulométrie Interprétation

Sable (%) 35,5

Texture Sableau-limoneuxLimon (%) 34,7

Argile (%) 30

Matière Organique

MO (%) 22,53

Sol riche en azote et en matière

organique

C (%) 13,09

N (%) 0,22

Solution du sol

PH eau 7,50 Sol légèrement à moyennement alcalin

PH K Cl 7,54

CE (Ms/cm) 0,83 Sol légèrement salé

Reserve Minérales

CaCO3 total (%) 6,34 Sol moyennement calcaire

CaCO3 actif(%) 2,9

P2O5 assimilable (ppm) 17,2 Teneur de P moyenne

Les résultats des analyses de sol montrent que notre sol est de texture sablo-lamineuse, ce qui

lui confère une structure particulaire et une absence de cohésion, il a tendance de s’assécher

rapidement. C’est un sol riche en éléments nutritifs majeurs N et P, son pH est légèrement a

moyennement alcalin ce qui favorise une meilleure activité biologique.

2. Effet de la salinité sur les paramètres agronomiques

2 .1. Hauteur de la plante

La variation de l’hauteur de la plante chez les 3 variétés en fonction de stress Salin est

présenté dans la (figure N°4).
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Figure N°4: La hauteur de la tige chez les 3 variétés de petit pois  en fonction du l’intensité

de stress salin.

L’effet des concentrations croissantes de NaCl sur la hauteur, se traduit par une diminution de

se paramètre pour toutes les variétés  sauf la variété Latcha qui montre une augmentation sous

le traitement (50 Mm de NaCl) par rapport au témoin.

L’analyse de la variance a montré une différence  hautement significative au seuil de 0,05 %

entre les traitements salin, par contre une différence très hautement significatif entre les

variétés (voir annexe1).

Le teste de NEWMAN et KEULS, au seuil de signification 5%, classe les trois variétés

étudies pour ce paramètre en deux groupes homogènes.

Tableau N°7: Classement et regroupements des moyennes de  la hauteur de la plante selon le

teste de NEWMAN KEULS AU SEUIL de 5%

Modalités Moyenne Regroupements
V1 88,827 A
V2 88,056 A
V3 54,111 B
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2.2. Longueur des racines

Les résultats obtenus montrent que le stress salin influe sur la moyenne de la langueur de la

plante chez toutes les variétés étudiées (Figure N°5).

Figure N°5 : La langueur des racines chez les 3 variétés en fonction du l’intensité de stress

salin.

L’évolution de la longueur des racines des plantes montre que la langueur a subit une

diminution sous l’effet des deux concentrations en NaCl pour toutes les variétés.

L’analyse de la variance a montré une différence  hautement significative au seuil de 0,05 %

entre les traitements salin, par contre une différence très hautement significative entre les

variétés (voir annexe 2).

Le teste de NEWMAN et KEULS, au seuil de signification 5%, classe les trois variétés

étudies pour ce paramètre en deux groupes homogènes.

Tableau N°8 : Classement et regroupements des moyennes de  la langueur des racines selon

le teste de NEWMAN KEULS AU SEUIL de 5%

Modalités Moyenne Regroupements
V2 34,056 A
V1 32,278 A
V3 18,111 B
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2.3. Biomasse nodulaire

Les résultats de variation de la biomasse nodulaire en fonction des variétés et des traitements

sont présentés dans la (figure N°6) Cette dernière montre que, chez toutes les variétés,

l’augmentation de la concentration du stress salin (50 et 100 mM) s’accompagne avec une

diminution de la biomasse nodulaire.

Figure N°6 : Variation de la biomasse nodulaire chez les 3 variétés de petit pois soumises au

stress salin.

Les variétés conduites en condition non salin enregistrent la meilleure biomasse nodulaire par

rapport aux autres traitements. La biomasse nodulaire  la plus élevée (0,01g/plant) est

enregistré chez la variété Utrillo, alors que la variété Latcha enregistre la plus faible valeur de

cette biomasse (0,0036 g/plant).

L’application de la concentration croissante de NaCl sur la biomasse nodulaire, se traduit par

une diminution de ce paramètre par rapport au témoin cheztoutes les variétés surtout les

traitements avec les concentrations des sels élevées (100 mM de NaCl).

L’analyse de la variance a montré une différence  hautement significative au seuil de 0,05 %

entre les traitements salin et les variétés (voir annexe 3).

Le teste de NEWMAN et KEULS, au seuil de signification 5%, classe les trois variétés

étudies pour ce paramètre en deux groupes homogènes.

Mérvèille Utrillo Latcha
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Tableau N°9 : Classement et regroupements des moyennes de la biomasse nodulaire selon le

teste de NEWMAN KEULS AU SEUIL de 5%

Modalités Moyenne Regroupements
V2 0,007 A
V1 0,005 A
V3 0,002 B

2.4. Biomasse aérienne

La production de matière sèche de la partie aérienne a diminué significativement avec

l’augmentation de la salinité de l’eau d’irrigation (Figure N°7).

Figure N°7 : Variation de la biomasse aérienne chez trois variétés de petit pois soumises au

stress salin.

La biomasse aérienne du traitement témoin varie entre 6,95 et 16,50g/plant) respectivement

pour les variétés Utrillo et Latcha. En condition de stress salin des concentrations (50 et 100

mM), nous avons observé une réduction de la biomasse aérienne par rapport au témoin chez

toutes les variétés.

L’analyse de la variance a montré une différence très  hautement significative au seuil de 0,05

% entre les traitements salin et les variétés (voir annexe 4).
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Le teste de NEWMAN et KEULS, au seuil de signification 5%, classe les trois variétés

étudies pour ce paramètre en trois groupes homogènes.

Tableau N°10 : Classement et regroupements des moyennes de la biomasse aérien selon le

teste de NEWMAN KEULS AU SEUIL de 5%

Modalités Moyenne Regroupements
V2 14,887 A
V1 11,098 B
V3 3,257 C

2.5. Biomasse racinaire

La biomasse racinaire chez les différentes variétés soumis à une contrainte saline est illustrée

dans la (figure N°8). L’allure générale des histogrammes montre que la diminution de la

biomasse racinaire s’accompagne avec l’augmentation de la concentration de la salinité.

Figure N°8: Variation de la biomasse racinaire chez les trois variétés de petit pois soumises

au stress salin.

En absence de sel, la production de la biomasse sèche racinaire varie de 0,58à 2,26 g/plant. En

présence d’une concentration d’une 50 mM de NaCl induit un effet néfaste sur ce paramètre.

La valeur la plus élevée (1,20 g/plant) est observé chez la variété Utrillo tandis que la variété

Latcha enregistre une matière sèche racinaire la plus faible (0,37 g/plant). L’augmentation de

la concentration de NaCl (100 mM) induit une réduction de la matière sèche racinaire chez
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tous les génotypes testés. La variété Utrillo surclasse toutes les variétés avec une valeur de

(0,90 g/plant). La variété Latcha se classe à la dernière place avec une valeur de 0,16g/plant.

L’analyse de la variance a montré une différence très  hautement significative au seuil de 0,05

% entre les traitements salin et les variétés (voir annexe 5).

Le teste de NEWMAN et KEULS, au seuil de signification 5%, classe les trois variétés

étudies pour ce paramètre en deux groupes homogènes.

Tableau N°11 : Classement et regroupements des moyennes de la biomasse racinaire selon le

teste de NEWMAN KEULS AU SEUIL de 5%

Modalités Moyenne Regroupements
V2 1,689 A
V1 1,377 A
V3 0,383 B

2.6. Efficience d’utilisation de la symbiose rhizobienne

Sans traitement salin (Figure N°9), les courbes de régression montrent des corrélations

positives entre la nodulation et la croissance aérienne des variétés, toutes les variétés

présentent des corrélations élevées entre les biomasses (R2 =0,9).
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Figure N°9 : Relation entre les biomasses aériennes et biomasse nodulaires des différentes

variétés sans traitement salin.

Figure N°10 : Relation entre les biomasses aériennes et biomasses nodulaires des déférentes

variétés sous traitement T1 (50 mM).

L’EURS illustrée sur la (figure N°10) a été évaluée en analysant la pente de la régression

linéaire entre la biomasse aérienne et nodulaire. Les données ont révélé des différences

évidentes entre les variétés sous traitement salin T1.

Les biomasses nodulaires et aériennes de la variété Utrillo présente la corrélation la plus

élevée (R2 =0,9), alors que la variété Mérvèille présente une corrélation (R2 =0,8), par contre

la variété Latcha présente la corrélation la plus faible (R2 =0,1).
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Figure N°11 : Relations entre les biomasses aériennes et biomasses nodulaires des différentes

variétés sous traitement T2 (50 mM).

Sous le deuxième traitement salin T2 (Figure N°11), les biomasses nodulaires et ariennes de

la variété 2 présente la corrélation la plus élevée (R2 =0,9), par contre les deux autres variétés

présentes des corrélations entre les deux biomasses aériennes et nodulaires (R2 varient de 0,5

et 0,6).

3. Effet de la salinité sur les paramètres biochimiques

3.1. Synthèse des pigments chlorophylliens

→Chlorophylle a

Les résultats de la variation de la teneur de chlorophylle a en fonction variétés et des

traitements salins sont présentés dans la figure. D’une manière globale, la contrainte saline

induit une diminution de la teneur de la chlorophylle a. Cependant, les variétés qui ont subi un

stress salin sévère (100 mM de NaCl) sont plus affectées par rapport aux autres.
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Figure N°12: Variation de la teneur en chlorophylle a chez trois variétés de petit pois

soumises au stress salin.

Les variétés qui n’ont subi aucune restriction saline enregistrent les plus fortes teneurs en

chlorophylle a (23,28µg/g MF) par rapport aux autres traitements. La valeur la plus élevée

(23,28µg/g MF) est notée chezla variété utrillo, tandis que la variété latcha enregistre la valeur

la plus faible (4,60µg/g MF).

L’application d’une concentration de 50 mM de NaCl provoque une diminution de la teneur

en chlorophylle a. Cette diminution varie en fonction des variétés. Une baisse plus prononcée

de la teneur en chlorophylle a à été observée suite à l’application d’un stress salin sévère (100

mM de NaCl). La variété 2 est moins affectée par cette contrainte (20,21µg/g MF) par rapport

aux autres variétés.

→Chlorophylle b

La teneur en chlorophylle b chez les variétés soumis aux différentes concentrations du stress

salin est illustrée sur la (figure N°1 3) .Les résultats montrent que la teneur en chlorophylle b

subi une diminution sous l’effet des deux concentrations de NaCl pour toutes les variétés.

Mérvèille Utrillo Latcha
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Figure N°13 : Variation de la teneur en chlorophylle b chez trois variétés de petit pois soumis

au stress salin.

Pour le traitement témoin, la teneur en chlorophylle b enregistre une valeur maximale de

l’ordre de (11,14µg/g MF) chez la variété Utrillo. La faible valeur est notée chez la variété

Latcha avec une valeur de 2,29µg/g MF. Après l’application d’une concentration de 50 mM

de NaCl, la teneur en chlorophylle b diminue par rapport au témoin. La plus faible valeur

(1,95µg/g MF) est enregistrée chez la variété Mérvèille tandis que la valeur la plus élevée

(9,89µg/g MF) est notée chez la variété Utrillo. Le stress salin d’une concentration de 100

mM de NaCl entraine une réduction de la teneur en chlorophylle b chez toutes les variétés. En

effet, cette teneur oscille entre (5,77µg/g MF) chez la variété Utrillo et (1,53µg/g MF) chez la

variété Latcha.

L’analyse de la variance a montré une différence  non significative au seuil de 0,05 % entre

les traitements salin par contre une différence hautement significatif entre les variétés (voir

annexe 6).

Le teste de NEWMAN et KEULS, au seuil de signification 5%, classe les trois variétés

étudies pour ce paramètre en deux groupes homogènes.

Tableau N°12 : Classement et regroupements des moyennes de chlorophylle selon le teste de

NEWMAN KEULS AU SEUIL de 5%

Modalités Moyenne Regroupements
V2 27,477 A
V1 11,740 B
V3 5,857 B
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3.2. Teneur en sucre solubles

Les résultats obtenus montrent que la teneur en sucres solubles accumulée dans les parties

aérienne chez les 3 variétés de petit pois étudiées varie en fonction du stress salin.

Figure N°14 : Teneure en sucres solubles dans les feuilles chez les 3 variétés de petit pois en

fonction l’intensité du stress salin.

L’allure générale des histogrammes montre que la teneur en sucres solubles au niveau des

feuilles augmente proportionnellement avec la concentration du sel pour toutes les variétés.

Les fortes teneurs en sucres solubles on tété enregistré chez la variété Latcha (72,3mg/g MF)

et la variété Mérvèille (71,7mg/g MF) soumise au stress salin de 100 mM en NaCl, tandis que

la variété Utrillo enregistré la plus faible valeur (58,5mg/g MF).

L’analyse de la variance a montré une différence très  hautement significative au seuil de 0,05

% entre les traitements salin, par contre une différence hautement significative entre les

variétés (voir annexe 7).

Le teste de NEWMAN et KEULS, au seuil de signification 5%, classe les trois variétés

étudies pour ce paramètre en deux groupes homogènes.
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Tableau N°13 : Classement et regroupements des moyennes de sucre soluble dans les feuilles

selon le teste de NEWMAN KEULS AU SEUIL de 5%

Modalités Moyenne Regroupements
V3 61,933 A
V1 57,533 A
V2 45,000 B

3.3. Teneure en proline

La (figure N°15) indique que, la teneur de proline  au niveau des feuilles a augmente pour

toutes les variétés stressées de NaCl par rapport aux plantes témoins.

Figure N°15 : Teneur en  proline dans les feuilles chez les 3 variétés de petit pois en fonction

de l’intensité du stress salin.

L’accumulation de la proline est plus importante au niveau des plantes soumises à

100 mM de NaCl additionnée de bentonite où on a enregistré 69, 45,56µg/g-1 de MF

Respectivement, pour les trois génotypes "Mérvèille", "Utrillo " et "Latcha"

L’analyse de la variance a montré une différence significative au seuil de 0,05 % entre les

traitements salin par contre une différence non significatif entre les variétés (voir annexe 8).
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3.4. Rendement et ses composantes

Nombre des gousses par plante

La production moyenne de nombre des gousses par plante de l’ensemble des variétés (Figure

N°16) a passé de 9 à 16 dans le traitement sans sel, en présence de 50 et 100 mM de NaCl,

opérant une diminution dans le nombre de toutes les variétés.

Figure N°16 : le nombre des gousses par plante chez les 3 variétés de petit pois en fonction

de l’intensité du stress salin.

L’analyse de la variance a montré une différence très  hautement significative au seuil de 0,05

% entre les traitements salin et les variétés (voir annexe 9).

Le teste de NEWMAN et KEULS, au seuil de signification 5%, classe les trois variétés

étudies pour ce paramètre en trois groupes homogènes.

Tableau N°14 : Classement et regroupements des moyennes de nombre des gousses par

plante selon le teste de NEWMAN KEULS AU SEUIL de 5%

Modalités Moyenne Regroupements
V1 11,444 A
V2 9,111 B
V3 4,667 C
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Nombre des graines par plante

Les résultats de la (Figure N°17) montrent que la variété Mérvèille a donné  le plus grand

nombre des graines par plante .En revanche, les autres variétés ont donné les plus petit

nombre des graines dans les 3 traitements (Témoin, 50 et 100 Mm de NaCl).

Figure N°17 : Le nombre des graines par plante chez les3 variétés de petit pois en fonction

du l’intensité de stress salin.

L’analyse de la variance a montré une différence très  hautement significative au seuil de 0,05

% entre les traitements salin et les variétés (voir annexe 10).

Le teste de NEWMAN et KEULS, au seuil de signification 5%, classe les trois variétés

étudies pour ce paramètre en trois groupes homogènes.

Tableau N°15 : Classement et regroupements des moyennes de nombre des graines par

plante selon le teste de NEWMAN KEULS AU SEUIL de 5%

Modalités Moyenne Regroupements
V1 50,222 A
V2 38,889 B
V3 18,667 C
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Les effets néfastes de la salinité sur la croissance des plantes sont généralement associés au

faible potentiel osmotique de la solution du sol et au niveau élevé de toxicité du sodium (et du

chlore pour certaines espèces) qui provoquent des perturbations multiples sur le métabolisme,

la croissance et le développement des plantes aux niveaux moléculaire, biochimique et

physiologique (Winicov, 1998 ;Munns, 2002 ;Tester et Davenport, 2003; Yamaguchi et

Blumwald, 2005).

(Chartzoulakis et Klapaki, 2000 ;Navarro et al., 2003 ;Cabanero et al ., 2004 ; Munns et

Tester, 2008 ;Niu et al., 2010) ont rapporté que la réduction de la croissance de la plante est

due aux diminutions du potentiel osmotique dans le sol, de la conductance stomatique ; de la

photosynthèse et aussi à l’augmentation de la concentration des ions Na+ et Cl-,qui atteignent

des niveaux toxiques pour la plante.

Le stress salin résulte aussi dans la diminution de la biomasse sèche et fraiche des feuilles,

tiges et racines (Chartzoulakis et Klapaki, 2000).

La salinité a exercé des effets nuisibles non seulement sur la biomasse, mais également sur

d'autres paramètres morphologiques tels que l'hauteur de la plante, le nombre de feuilles, la

longueur des racines (Gama et al., 2007).

La diminution du nombre de graines par capitule et du poids de mille graines entraînerait, par

conséquent, une chute du rendement en grain, comme cela a été démontré dans des recherches

antérieures (Bidgoli et al., 2006 ;Nabloussi et al., 2008).

En effet, la salinité agit sur la survie et la prolifération des rhizobia au niveau du sol et la

rhizosphère, inhibe le processus d’infection et affecte directement le fonctionnement des

nodules au niveau des racines (Ben Khaled, 2003 ;Faghire et al., 2011 ;Farissi et al.,

2014a).

L'accumulation de proline observée dans le cas de stress salin chez plusieurs espèces (Ashraf

et Foolad, 2007 ;Nagesh Babu et Devaraj, 2008 ;Tammam et al., 2008), à part son rôle

d'osmoticum, contribuerait à la stabilisation des structures subcellulaires, au piégeage des

radicaux libres et jouerait le rôle de tampon dans la régulation du potentiel redox sous stress

(Ashraf et Foolad, 2007).

L'augmentation de la teneur en sucres solubles lors d'un stress salin est parmi les phénomènes

les plus observés dans la réponse au stress (Hajihashemi et al., 2006). Cette augmentation

serait due, selon certains auteurs, à une modification d'activités enzymatiques liées au

métabolisme glucidique.

La teneur en chlorophylle décroit également chez les plantes soumises au stress salin

(Maxwell et Johnson, 2000 ;Chutipaijit et al., 2011).
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Conclusion générale

En Algérie, le développement de l’agriculture s’est toujours heurté aux effets des contraintes

climatiques naturelles (sécheresse, salinité, désertification…) et humaines (urbanisation,

industries…). Ce qui laisse le pays souffrir d’une production agricole insuffisante.

L’effet de la présence du sel dans le milieu racinaire sur la symbiose rhizobienne chez le petit

pois a été discuté. L’accent a été mis sur le comportement agro-physiologique et biochimique.

Ce phénomène crée des variations importantes du rendement et entraîné chez l'ensemble de

variétés testées des modifications biochimique qui se sont répercutées, par une accumulation

de certains osmoticum étudiés (proline et sucre soluble) et par une réduction de teneurs en

chlorophylles.
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Annexes



Annexe 1 : Modélisation de la variable Hauteur de la tige :

Source ddl
Somme des
carrés Carré moyen F de Fisher Pr > F

Traitements 2 1078,290 539,145 7,827 0,003
Variétés 2 7073,969 3536,985 51,349 < 0,0001
Résidus 22 1515,399 68,882
Total 26 9667,658

Annexe 2 : Modélisation de la variable Longueur des racines :

Source ddl
Somme des
carrés Carré moyen F de Fisher Pr > F

Traitements 2 515,685 257,843 4,456 0,024
Variétés 2 1374,241 687,120 11,875 0,000
Résidus 22 1272,981 57,863
Total 26 3162,907

Annexe 3 : Modélisation de la variable Biomasse nodulaire :

Source ddl
Somme des
carrés Carré moyen F de Fisher Pr > F

Traitements 2 0,000 0,000 5,973 0,008
Variétés 2 0,000 0,000 8,568 0,002
Résidus 22 0,000 0,000
Total 26 0,000

Annexe 4: Modélisation de la variable Biomasse  aérienne :

Source de variation DDL SCE CM Test Fisher Pr
Traitements 2 107,745 53,872 12,848 0,000
Variétés 2 633,287 316,643 75,517 < 0,0001
Résidus 22 92,246 4,193
Total 26 833,278

Annexe 5: Modélisation de la variable Biomasse racinaire :

Source ddl
Somme des
carrés Carré moyen F de Fisher Pr > F

Traitements 2 4,455 2,228 12,916 0,000
Variétés 2 8,366 4,183 24,253 < 0,0001
Résidus 22 3,794 0,172
Total 26 16,616



Annexe 6 : Modélisation de la variable Chlorophylle feuilles :

Source ddl
Somme des
carrés Carré moyen F de Fisher Pr > F

Traitements 2 138,163 69,082 5,070 0,080
Variétés 2 749,681 374,840 27,510 0,005
Résidus 4 54,503 13,626

Annexe 7: Modélisation de la variable SS feuilles :

Source ddl
Somme des
carrés Carré moyen F de Fisher Pr > F

Traitements 2 882,729 441,364 93,290 0,000
Variétés 2 463,182 231,591 48,951 0,002
Résidus 4 18,924 4,731
Total 8 1364,836

Annexe 8: Modélisation de la variable  Proline feuilles :

Source ddl
Somme des
carrés Carré moyen F de Fisher Pr > F

Traitements 2 3131,556 1565,778 10,305 0,026
Variétés 2 17,556 8,778 0,058 0,945
Résidus 4 607,778 151,944
Total 8 3756,889

Annexe 9 : Modélisation de la variable Nombre gousses :

Source ddl
Somme des
carrés Carré moyen

F de
Fisher Pr > F

Traitements 2 161,407 80,704 27,023 < 0,0001
Variétés 2 213,407 106,704 35,728 < 0,0001
Résidus 22 65,704 2,987
Total 26 440,519

Annexe 10 : Modélisation de la variable Nombre graines :

Source ddl
Somme des
carrés Carré moyen

F de
Fisher Pr > F

Traitements 2 2112,519 1056,259 10,077 0,001
Variétés 2 4599,407 2299,704 21,941 < 0,0001
Résidus 22 2305,926 104,815
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