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RESUME

bY

Phaseolus vulgatis est une Fabacée sensible a la salinité. Le édegr
d’adaptation a cette salinité varie d’'un cultivar wariété a I'autre. Le choix dans cette
étude est porté sur deux cultivars : Sidi Ferreédpjadida. L'objectif de ce travail est
d’évaluer la sensibilité de ces deux variétés mesesulture, dans les conditions sous serre
et soumises aux différentes concentrations duadehse de NaCl (50 méd.1100 méq:t
et200 méq}), et a base du NaCl+CaQll00 méqgt etl 50 méql), a travers le
comportement physiologique, biochimique et phytogfue des deux parties aérienne et
souterraine des deux cultivars soumises au stadiss s

Le premier effet le plus évident de steess, est la réduction du potentiel
osmotique, entrainant une diminution de I'état iopake foliaire de la plante, qui s’adapte
en ajustant progressivement sa pression osmotigi@ee au maintien des concentrations
élevées de CGA Aussi, un effet dépressif est remarqué des param@hysiologiques
mesureés qui varient en fonction de l'intensité ttass.

De méme, sur le plan biochimique, I'adaptaties deux cultivars, aux différentes
doses croissantes de sel, se traduit soit, padiamaution de certains solutés organiques,
notamment, une assimilation photosynthétique peétir avec des faibles teneurs en
chlorophylle a, b ,totale et les caroténoides, eimée significative des teneurs en lipides
et en protéines et une modification en teneur desres pariétaux, (cellulose,
hémicellulose), avec un taux de cellulose qui dimiraux faibles doses de NaCl et
augmente aux concentrations éleves, et un tauxmielulose qui s’abaisse avec
'augmentation des concentrations en sel. Soit ypgg accumulation d’autres solutés
organiques qui varie en fonction du cultivar, dpetylu sel et du niveau de traitement salin
appligué, alors, une augmentation en sucres sdiofalex est remarquée, aux doses faibles
et moyennes de NaCl et une diminution des mémegpasds aux concentrations plus
élevée. La proline, un acide aminé, lui aussisggtificativement accumulé dans les
feuilles des deux cultivars, cette accumulatiomevaussi en fonction des traitements salins
appligués.

Toutefois, sur le plan phytochimigles résultats des deux cultivars ont montré
que les concentrations modérées de 50 méegtl 100 meqgl de NaCl stimulent
I'accumulation des phénols totaux, des flavono&tetes tanins condensés, comme aspect
adaptatif et défensif face au stress abiotiques pue diminution de ces composés est
observée avec I'agressivité du traitement saliniqp@. De méme, le potentiel antioxydant
augmente avec l'augmentation du stress salin testeDPPH a révélé des concentrations
inhibitrices (IC50) des extraits bruts des feuijlldsminuant avec l'augmentation de la
concentration en sels.

Mots clés: Phaseolus vulgarig., cultivars Sidi Ferredj et Djadida, traitemeetsstress
salins, aspect adaptatif physiologique, biochimjgpingtochimique.



ABSTRACT

Phaseolus vulgaris is a Fabaceae sensitive to salinity. The degfeelaptation
to this salinity varies from one cultivar or vayigb another. The choice in this study is
more focused on two cultivars: Sidi Ferredj anddja. This work aims to evaluate the
sensitivity of these two cultivated varieties, ungeeenhouse conditions and subjected to
different concentrations of salt, based on NaCIn(&®@,.1*, 100 meq:t et 200 meq}), and
based on NaCl + Cag{100meq.fet 150 meq), through the physiological, biochemical
and phytochemical behavior of the two aerial andenground parts of the two cultivars
subjected to saline stress.

The first and most obvious effect ofstkiress is the reduction of the osmotic
potential, leading to a decrease in the leaf watatus of the plant, which adapts by
gradually adjusting its osmotic pressure, due ¢ontiaintenance of high concentrations of
C&*. Also, a depressive effect is noticed from the snead physiological parameters
which vary according to the intensity of the stress

Likewise, on the biochemical plan, #daptation of the two cultivars to the
different increasing doses of salt is reflectedeziby a reduction in certain organic solutes,
particularly, a disturbed photosynthetic assimuliatiwith low contents of chlorophyll a, b
, total and carotenoids, a significant drop indipnd protein contents and a modification
in the content of parietal sugars (cellulose, hethitose), with a cellulose level which
decreases at low doses of NaCl and increaseslachigcentrations, and a hemicellulose
level which decreases with increasing salt coneéiotrs. Either by an accumulation of
other organic solutes which varies according tocihiévar, the type of salt and the level
of saline treatment applied, then, an increasetad soluble sugars is noticed, at low and
medium doses of NaCl and a decrease in same compatnhigher concentrations.
Proline, an amino acid, is also significantly acaleted in the leaves of the two cultivars,
this accumulation also varies depending on th@saieatments applied.

However, phytochemically, the resutshe two cultivars showed that the
moderate concentrations of 50 méaghd 100 meqiof NaCl stimulate the accumulation
of total phenols, flavonoids and condensed tan@issn adaptive and defensive aspect in
the face of abiotic stress, then a decrease inetlkesnpounds is observed with the
aggressiveness of the saline treatment appliedwisie, the antioxidant potential increases
with increasing saline stress, and the DPPH testated inhibitory concentrations (IC50)
of crude extracts of the leaves, decreasing withribrease of salt concentration.

Key words:Phaseolus vulgarik., cultivars Sidi Ferredj and Djadida, salts treents and
stress, physiological, biochemical, phytochemicimive aspect.
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INTRODUCTION GENERALE

La salinité est I'un des principafacteurs qui influent la croissance et le
métabolisme des plantes, entrainant de graves dgesmet une perte de productivité
principalement dans les régions arides et semesvriaidyanathan, 2003).

En Algérie, les facteurs qui cdmient a I'extension du phénoméne de
salinisation des terres sont liés a I'aridité dmal qui porte sur plus de 95 % du territoire,
la qualité médiocre des eaux d'irrigation, le sgstéde drainage souvent inexistant ou non
fonctionnel, et la conduite empirique des irrigaigDaoud et Halitim, 1994; Saidi, 2004).

Les effets déléteres de la salisitéla croissance des plantes sont associés a la
diminution du potentiel osmotique de la solutionsdl (stress hydrique), au déséquilibre
nutritionnel ,et aux effets ioniques spécifiq(esess salin) ; ou une combinaison de tous
ces facteurs (Ashraf, 1994) qui provoquent desupeations multiples sur le métabolisme
des plantes au niveau moléculaire, biochimiquehgsiplogique (Tester et Davenport,
2003; Yamaguchi et Blumwald, 2005). La perte @&exibilité de la paroi cellulaire, la
réduction de la conductance somatique, la pertiarbade structure et des fonctions
biomembranaires, un stress oxydatif et un déségeiiormonal sont quelques-unes des
raisons de la diminution globale de la croissanckieléveloppement des plantes soumises
au stress salin (Celik et Atak, 2012).

En outre, la salinité affectedax de la photosynthése (Sudhir, et al., 2004) et
se manifeste généralement par la réduction duenardes pigments photosynthétiques
dans les plantes traitées (MurilloAmadorakt2007, Taffouo, eal. 2010). La salinité par
le NaCl est susceptible de perturber la nutriteimérale des plantes (Laredj-Zazou, 2013)
en interférant avec le prélevement de certainmétés essentiels et leurs fonctions
physiologiques (Zhu, 2002), comme le potassiune etlcium (Zid et Grignon, 1991).

Le métabolisme azoté et la syreh@®téique sont séverement affectés par le
stress salin (Hungria et Vargas, 2000 ). Il enltésin développement anormal des plantes
et une diminution du rendement (Pessarakdil t1989), également la nodulation est tres
affectée par le stress salin qui affecte a laléo@irvie et la multiplication des populations
rhizobiennes (Poolman et Glaasker, 1998 ).

En réponse au stress salin, lesmtps développent une grande variété de
mécanismes pour détecter, répondre et s'adapter large éventail de changements
environnementaux. La survie et la croissance dpsiiéneuses en condition de contrainte

hydrique ou saline sont liées a des processus adapties au transport et a la
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compartimentation des ions, a la biosynthese etdimulation d’'osmolytes organique qui
participent a I'ajustement osmotique et a des actations protéiques nécessaires au
maintien de l'intégrité cellulaire (Hamoud, 201Parmi ces mécanismes, I'ajustement
osmotique qui joue un réle primordial dans la f@sise ou la tolérance de la plante au
stress (Munns, 2002.), il a toujours été considamdme la fonction principale des
osmolytes chez les plantes (Hasegawal.e2000).Ce processus peut étre réalisé par la
régulation des stomates (Chartzoulakis, 2005; fiadti Traversi, 2009), et I'accumulation
de solutés compatibles dans les feuilles ou dansat@nes, principalement des composés
aminés et glucidiques. En effet, certains de cesposés peuvent modifier les propriétés
de solvant de l'eau, stabiliser le potentiel osquai interne, augmenter la stabilité
thermodynamique des protéines repliées et protiggestructures macromoléculaires
(Yancey, 2005). L’'accumulation de ces composésmggas a été mise en évidence chez
plusieurs especes végétales soumises a la coatsailie. Cette accumulation varie dans
de larges proportions suivant I'espéce, le stadiedeloppement et le niveau de la salinité.

La salinité élevée agit aums le métabolisme des parois en affectant
principalement I'activité des enzymes qui y sonpliouées (Zhong, &tl., 1993) et/ou les
protéines de la paroi, comme la xyloglucane endosiylycosydase (Janzadt, 2011), la
peroxydase dans les racines (Talanoalgt2006; Janz, edl., 2011) et les expansines
(Geilfus, etal., 2011; Janz, al., 2011). Il en résulte une réduction de la croiseates
plantes (Pujari, eal., 2002 ;Ortega, el., 2006 ;Geilfus, eal., 2011) particulierement
celle des parties aériennes des glycophytes.

Cependant , la salinitétpégalement causer un stress oxydatif dd a une
surproduction d'espéces réactives d'oxygéene (RQS)duisant a [Ialtération du
métabolisme des plantes ; ainsi, ces produitsgggtendommager I'ADN, les protéines,
les lipides, les hydrates de carbone et les merabrévienezes-Benavente at, 2004;
Hichem etal., 2009),alors gu’'un mécanisme défensif commuivé@dans les plantes peut
se produire ; comme la synthése des composés widints pour éliminer ces ROS.
Dhingra, etl., (1985) Ayaz, eal., (2000) ont rapporté que des perturbationgdcgssus
métabolique induites par la salinité conduisent e @ugmentation des composes
phénoliques. La propriété antioxydante des comppbénoliques végeétaux, les voies
métaboliques de leur biosynthese et les enzymeligudes sont bien documentées dans
la plupart des espéces végétales importantes (Balessm etl., 2006) .

Pour résister au stregglatif induit par le NaCl, les plantes sont dstée

d'un systeme de défense antioxydant, il a été daédoécemment que I'amélioration de
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la propriété de balayage radical de DPPH est impbgdans la tolérance au sel (Xieglet
2008) et la capacité antioxydante estimée parsieDEPH pourrait étre ainsi contribuée
par des composés phénoliques.

Dans le méme contexte, s§iit notre travail, qui a pour objectif,
I’évaluation de I'impact du stress salin sur le pomiement de deux cultivars de haricot
commun Phaseolus vulgarik) a travers leur potentiel organique (physiolagig
biochimique et phytochimique).ll s’agit du cultivByjadida et Sidi Ferredj de la méme
espece.

Le choix est porté sur leitarcommun Phaseolus vulgarig.), du fait que
c’est la principale espéce légumineuse économiguéeta plus importante , avec plus de
90 % de la production mondiale est le haricot (Brdan efal., 2003) ;elle est consommée
largement , par la population Algérienne et reprtis¢une des Fabacée sensible a la
salinité et aussi, du fait, qu’un travail préliraire sur la méme espece a été fait en mémoire
de magister, et que les travaux de doctorat doiperitnemment suivre le méme champ
de travail.

Le travail présenté est condpode deux parties distinctes mais
complémentaires.

Unepartie bibliographique qui traite trois chapitres :

1. Notion d’ensembles sur le stress salin et son sffetes plantes

2. Geénéralités sur les métabolites énergétiques etitomels

3. Geénéralités sur les légumineuses et état de caamais sur I'especd’flaseolus
vulgarisL.)

Et ungartie expérimentaleavec trois chapitres indiqués ci-dessous :

1. Comportement physiologique adaptatif €néseolus vulgarik.) sous stress salin
Potentiel biochimique et énergétique dag8eolus vulgarid.) sous stress salin
Potentiel phytochimique fonctionnel deh@aseolus vulgaris. L) sous stress salin.

La thése est achevée, par unelgsion et des perspectives, suivies par une

liste globale des références bibliographiques®thnexes.
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I.  Notion d’ensemble sur le stress salin et son effetr les plantes

[.1. Notion sur le stress salin

Le stress est fondamentaléroenconcept de mécanique, définie comme
étant une force exercée par une unité de surfaseabjet ; autrement dit « une force ou
une influence hostile qui tend a empécher un systaormal de fonctionner ». Cette
définition est subjective et vraie en fonction depeces et méme des écotypes (Hopkins,
2003). Cependant, on définit en général deux tygleesalinité : la salinité primaire et la
salinité secondaire. La premiére résulte de lagm@ssinitiale de sels dans le sol ou dans la
nappe phréatique. La seconde résulte des apporteaie d’irrigation (Farissi eal.,
2014).Selon Mermoud, (2006), la salinité est lecpssus d’accumulation des sels a la
surface du sol et dans la zone racinaire qui oonasides effets nocifs sur les végétaux et
le sol ; il s’en suit une diminution des rendemeatta terme, une stérilisation du sol.

Des concentrations élevéeseatrdans la rhizosphére provoquent un stress,
du fait du déficit en eau et de la toxicité dessiden fait, le terme de stress salin s’applique
surtout & un exces d’'ions, en particulier, mais @edusivement aux ions Na+ et Cl-
(Hopkins, 2003).

Par ailleurs, Laredj-Zaz(®013) signale que la salinité du sol ou de I'eau
est causée par la présence d'une quantité excesssa, généralement un taux élevé de
Na+ et Cl- cause le stress salin. Le stress salin &iple effet : il réduit le potentiel
hydrique, cause un déséquilibre ionique ou desugmEtions en homéostasie ionique et
provogue une toxicité ionique. Cet état hydriquéral conduit & une croissance réduite et
limitation de la productivité végétale. Depuis dgistress salin implique aussi bien le stress
osmotique gu'ionique (Hayashi, et Murata, 1998yé&tade la croissance est directement
relié a la concentration des sels solubles ou &ngiel osmotique de I'eau du sol (Parida
et Das, 2005) in (Laredj-Zazou, 2013).

[.2. Impact du stress salin sur le développement des pies

1.2.1. Impact du stress salin sur la physiologie de germation
La plupart des plantes sonsensibles a la salinité durant leurs phases de
germination et de levée (Maillard, 2001). La geration des plantes, qu'elles soient
halophytes ou glycophytes, est affectée par laigalen réduisant leur faculté et/ou leur
énergie germinative (Bayuelo-Jiménezakt 2002).Selon l'espece, I'effet dépressif peut
étre de nature osmotique qui se traduit par l'imagé des graines a absorber des quantités

suffisantes en eau pour les ramener a leur seitifjuer d’hydratation, nécessaire au
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déclenchement du processus de germination ; oatdeentoxique liée a une accumulation
cellulaire de sels qui provoquent des perturbatidas enzymes impliquées dans la
physiologie des graines en germination, empéclaglet/be de dormance des embryons et
conduisent a une diminution de la capacité de gextion (Rejili etal., 2006).Parmi les
causes de l'inhibition de la germination en présete sel, la variation de I'équilibre
hormonal qui a été évoquée par Ungar, (1996)bBK (1986).
1.2.2. Impact du stress salin sur la croissance
La salinité est lI'un des &t limitant pour la croissance des plantes. Les
effets de la salinité sont surtout l'arrét de laissance, le dépérissement des tissus sous
forme de nécroses marginales, suivi par une pertergescence, par une chute des feuilles
et finalement par la mort de la plante (Zid, 19B2aucoup de chercheurs ont montré que
la croissance des plantes diminue sous les condiialines, mais le degré de réduction
dépend du niveau du sel, des conditions environn&atess, du type de plantes et du stade
de croissance c’est le cas du coton (Ha et Mantip@01), la tomate (Romero-Aranda et
al., 2001; Romero-Aranda aL, 2006) ; et le cas de l'orge et du blé (Pessaetddl, 1991).
Une forte concentration de sel provoque I'accunmuatdies ions dans les cellules qui créent
souvent de la toxicité et cela se manifeste danplintes par la chlorose et la nécrose des
tissus foliaires (Hasegawaadt, 2000; Wahome etl., 2001).
Une réduction de la croissanedadpartie aérienne est la premiére réponse
observée chez les glycophytes a 'augmentatioradalinité au niveau des racines car il
s'est avéré que les feuilles sont les tissus las pénsibles de la plante a une salinité
excessive, par contre la croissance des racinesrsigve faiblement affectée (Benmabhioul
etal., 2009). Le stress salin résulte aussi dans ladiion de la biomasse seche et fraiche
des feuilles, des tiges et des racines (LaredjiZa2013),aussi le faible diametre des
organes, le nombre réduit des nceuds et les rédaadio nombre de feuilles, la longueur
de la tige, longueur des racines et la surfacena@e chez la tomate (Mohammadakt
1998) et par conséquent 'augmentation du rapotigracinaire/partie aérienne comme
chez le coton (Meloni edl., 2001). La salinité influx également sur la csaisce et la
qualité des fruits dont I'aspect fruits est plusitpet nécrosé, et la qualité organoleptique
est modifiée (Levingneron at., 1995).
La réduction de la croissaest en rapport avec la réduction de la teneur
relative en eau, la conductance stomatique, laspieation et la réduction de la

photosynthese nette (van der Moezeglgt1989)
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1.2.3. Impact du stress salin sur le potentiel hydrique déa plante

L'état de I'eau est lanpipale raison de la réduction de la croissances dan
les plantes sous le stress salin. Le stress osmeotigns les racines se produit quand il y a
une forte pression osmotique de la solution auti@grracines, en menant a une baisse du
potentiel hydrique externe. L’effet du stress hgde résultant est attribuable aux fortes
concentrations de sel a I'extérieur de la plant®phue dans la plante elle-méme, qui peut
inhiber l'alimentation en eau ou méme en causantidshydratation de la plante et
finalement une réduction de la turgescence eblasance (Flowers at., 1977; Greenway
et Munns, 1980; Xiong &il., 2002).A une salinité faible & modérée et a wemel d'eau
du sol plus élevé, les plantes peuvent ajustet B&t I'eau grace a I'accumulation de solutés
compatibles et a la maintenance de l'afflux d'@aleeutriments par un gradient potentiel
(Koyro, 2006; Shannon, 1997).

1.2.4. Impact du stress salin sur le processus métabolique

La photosynthése est I'des voies biochimiques plus importantes par
lequel les plantes préparent leur matiére alimentaibpre et se développe. La salinité tout
comme la sécheresse a pour conséquence de ré&phetbsynthese par la réduction des
échanges gazeux mais aussi de l'activité photoghenfEastman, etl., 1995; Orcutt, et
al., 2000; Ortega, «l., 2004) .

L’effet de salinité surdhotosynthése se manifeste essentiellement par la
diminution de la conductance stomatique est sipaiela réduction de l'assimilation du
CO2 et du taux de respiration comme indiqué potferdintes especes et niveaux de
Salinité (Ashraf, 2001; Romero-Aranda, at, 2001). Particulierement chez les
glycophytes, la présence continue de NaCl dans ileunde culture entraine une
augmentation d’une part de I'épaisseur des limbegj(ii deviendrait un élément limitant
dans la porosité stomatique) et d’autre part desses d’ouverture des stomates. Le méme
constat a été observé par Gamal.gf 2007) chez le haricot, par contre Kaaalet(2001)
suggerent que la photosynthése ne diminue pas phaidt stimulée par de petites
concentrations de sel, et par conséquent, le tayghdtosynthese a augmenté (Parida et
Das, 2005) cas deAmaranthugWang et Nil, 2000).

Néanmoins, I'assimilationgpbsynthétique réduite est accompagnée par
qguelques processus métaboliques qui se résumerst ldmtumulation de certains

composés organiques.




Chapitre | : Notion d’ensemble sur le stress sakhson effet sur les plantes

1.2.4.1. Accumulation des composeés azotes

Chez les légumineuses, le stress $tlite significativement la capacité de
fixation d’azote (Bekki etal., 1987), ces résultats correspondent a ceux tsoukéz,
Glycines, Vicia et Phaseol@abdel-Ghaffar etl., 1982).

La nitrification est aussi touchée |zasalinité. En effet, la vitesse d’oxydation
biologique de 'ammonium est ralentie en fonctiandigré de salinité dans le sol ; il est
de méme de la vitesse d’apparition des nitrates-N@®3que I'oxydation de 'ammonium
est totalement inhibée en présence de salinitéssikeeet il N’y a pas apparition de nitrate
NO3-(Slama, 2004 ).

La réduction de I'assimilation azos&is I'effet du stress salin est une réponse
générale chez les glycophytes. Plusieurs autetrisuant cet effet a une diminution de
I'activité de la nitrate réductase qui a sa totnitaiée a une limitation de I'absorption de
son substrat réductible NO3- (Tabatabaei, 2006pIDe, 'accumulation endogene des
ions salins inhibe I'activité des enzymes qui assui’'assimilation de I'azote minéral,
affectant ainsi le taux des protéines (Paridal.e2002),la synthése des acides aminés et
des composés azotés secondaires (Debouba, €G8h)2

La salinité diminue la synthese pestéines et augmente leur hydrolyse chez
guelques plantes cultivées ; par exemple, chezralgees du pois (Klyshev et Rakova
1964) et chez le haricot (Nieman R.H., 1965; Huleegl., 1977).Cette diminution du
contenu des protéines est due a un ralentissatadatsynthese protéique et a I'inhibition
de I'activité enzymatique (Blaha ak, 2000) causées par les hautes concentratiors en s
surtout chez les plantes agées. Il a été rappos# gu'’il peut avoir des augmentations
des protéines solubles (Khales et Baaziz, 200638rgéament due a une surexpression des
enzymes impliquées dans la réparation des protéieeslifférentes plantes sous régime
salin pendant les périodes de stress (Greelmislulédt, 1997; Khales et Baaziz, 2006).

Selon Mansour, (2000), de nombreaiies aminés comprenant la proline,
l'alanine, I'arginine, la glycine, la serine, laidene et la valine, les acides aminés non
protéiques (citrulline et ornithine) et les amidghitamine et asparagines) s‘accumulent
dans les plantes exposées au stress salin. Lag@est 'osmolyte le plus commun chez
les plantes. Les teneurs en proline s’accroissgitlement chez de nombreuses mono ou
dicotylédones soumises a un stress salin (Yoshialk, 4999 ; Rhodes al., 2002; Silva-
Ortega efal., 2007). Cette augmentation de la concentratioprdine cytoplasmique est
consécutive a la stimulation de sa synthese, aggutt'une élévation des quantités des

messagers codant pour I'enzyme qui convertit |¢éaghate semi-aldéhyde en proline. I
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existe deux voies de biosynthése de la proline tdseplantes, celle de I'ornithine et celle
du glutamate. Cette derniére semble étre prédon@rsous conditions de stress (Silva-
Ortega etal., 2007); Maggio, eal.,( 2002) qui ont noté que la proline est comme une
molécule de signalisation/régulatrice capable Wactles réponses multiples qui sont des
composants du processus d'adaptation.
1.2.4.2. Accumulation des composés lipidique
Une augmentation des fuites d'ébdytle des membranes dues a la salinité a été
rapportée dans les plantes sensibles au sel, proies racines d'orge (Chalbi alt,
2013) et le brocoli (Lopez-Pérezatt, 2009), les feuilles de plants de tomates (T e
2007) etPopulus cathayana(Yang etal., 2009) et a été associée a une réduction de la
teneur totale en lipides, indiquant une perte id&frité de la membrane, modifiant leur
fluidité et par conséquence, leur perméabilita.dté proposé que la diminution du contenu
des lipides membranaires induite par le stressrigtconséquence de la lipolyse et de la
peroxydation améliorées, ainsi que d'une inhibitles voies de biosynthése lipidique (Li
etal., 2008; Yasar dl., 2010).
1.2.4.3. Accumulation des sucres solubles et les polysaccidas

Les sucres peuvent servir comme de osg®p solubles compatibles pour
I'ajustement osmotique, comme de nombreuses aotmécules. L'accumulation des
glucides solubles dans les plantes a été largeragnbrtée comme une réponse a la salinité
ou a la sécheresse, malgré la diminution signifieadlu taux net d’assimilation de GO
(Murakezy etal., 2003). Lorsque les glycophytes sont exposes & farte salinité,
laugmentation des taux des sucres solubles caetjilsqu'a une augmentation de 50 %
du potentiel osmotique (Parvaiz et Satyawati, 2008B)e forte corrélation a été établie
entre 'accumulation des sucres et le niveau dgdake a la salinité (Gilmourait, 2000 ;
Streeter etl., 2001 ; Taji etal., 2002; Storey eal., 2003). Les nombreux cas ou sont
décelées des accumulations de sucres (sacchatoge)leurs dérivés d’alcools, tels que
les polyols, le mannitol, le sorbitol et le trérsdo(Phillips etl., 2002; Sairam et Tyagi,
2004), s’accompagnent aussi de 'augmentation dgogés aminés (Cushman, 2001).

Les salinités élevées agissent aussilsumétabolisme des parois en affectant
principalement I'activité des enzymes qui y sonpliquées (Zhong et Lauchli, 1993). I
en résulte une réduction de la croissance desghytes, particulierement celle des parties
aériennes .Cette réduction de la croissance affectgaroi primaire des cellules en
réduisant son extensibilité (Beatriz &t, 2001 ), ce qui suggere un remodelage des

polysaccharides pariétaux.
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1.2.4.4. Accumulation des composeées phénoliques

Parmi les métabolites secondairesctanposés polyphénoliques a forte activité
antioxydante (Taarit el., 2012), sous la salinité et d'autres stressduet/abiotiques,
leur synthese et leur accumulation sont généralewiatisées (Ksouri etl., 2007). Ainsi,
il a été suggereé que les plantes stressées palifdéspourraient étre potentiellement des
sources de polyphénols (Neffatiadt, 2011).La variation de la synthése des polyphnol
dans les plantes comme antioxydants en réponsstaass abiotiques et particulierement
au stress salin varie selon I'espece de plantgriété, la séveérité du stress et les types de
sels (Ramel, 2009).

[.2.4.5. Accumulation des enzymes antioxydantes

En cas de stress biotique ou ahietign observe chez les plantes une production
rapide et massive d’espéces réactives a I'oxygemstress oxydatif causé par le déficit
hydrique entraine la libération de radicaux libgas sont produits au cours des processus
cellulaires aérobies et de facon plus accrue suite stress abiotiques, notamment la
salinité (Tausz edl., 2004; Ben Nacer all., 2005; Logan, 2005; Broschéadt, 2010) et
qui sont toxiques pour le métabolisme cellulaioenme les superoxydes, les radicaux
hydroxyles et peroxydes (Ben Nacerakt 2005).Les especes réactives de I'oxygene qui
sont les produits du stress hyperosmotique et ueniqui risque d’endommager les
structures chlorophylliennes, protéines nucléigtdipides, et par conséquent entraver le
métabolisme cellulaire, la physiologie de la craigs et le rendemeilfErankel, 1984;
Imlay, etal., 1986) etfinalement provoquent des dysfonctionnements damsdmbrane
et la mort cellulaire (Bohnet & Jensen, 1996).

Les plantes se défendent contrdr€@S par I'induction de I'activité de
certaines enzymes antioxydantes qui éliminentdpsaes réactives de I'oxygéene comme
la catalase, la peroxydase, le glutathion réduatkesuperoxyde dismutase (Hernandez
etal., 2000) . Mais aussi, elles emploient une vast®ple des antioxydants (de nature
non enzymatique) de faible masse moléculaire gigdsles composés phénoliques, les
flavonoides, les anthocyanes et I'acide ascorbigshraf, 2008 ).

[.3. Agissements adaptatifs des plantes sous stressisall

Les potentialités d’'une plantéaiie face au stress salin, se traduit par ses

compétences a surmonter le stress, a se dével@pgpaccroitre et a produire un rendement
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intéressant dans les conditions les plus diffiallasstress en rapport avec cette tolérance
quatre grandes tendances ont été discernées stegargeyer., 1996).
» Les Halophytes vraiesdont la production de biomasse est stimuléegpairdsence
de sel. Ces plantes présentent des adaptationsgesugt sont naturellement
favorisées par ces conditionSalicornia europaea, Suada maritima.
» Les Halophytes facultativesmontrant une légére augmentation de la biomasse a
des teneurs faibles en sélantago maritima, Aster tripolium
» Les Non-Halophytes résistantessupportant de faibles concentrations en sel par
exemple Hordeum sp.
» Les Glycophytes ou Halophobessensibles a la présence de sélhaseolus
vulgaris L, Glycine max.
Les plantes sous stress satipl@ent des mécanismes biochimiques et
moléculaires pour surmonter le stress pour la sanise et le développement. On trouve
les voies biochimiques dans certains processuprgdiuisent ensuite des composés qui

améliorent la capacité de la tolérance au sel (gept Reddy, 1996).

1.3.1. Reglement et compartimentation des ions

Celle-ci consiste a évacdu cytoplasme les ions Na+ en exces vers la
vacuole afin d’éviter leur effet toxique et inhdur a I'encontre des processus
enzymatiques (Flowers at., 1977). Ce mécanisme de compartimentation vacaeast
assuré par I'action d’'un antiport vacuolaire sodpnoton (Na+/H+) dont I'énergie est
fournie par les pompes a protons ATP ases (adémdsiphosphatases) et PP ases
(pyrophosphatases) vacuolaires (Zhanglet 2001) Chez l'orge, la tomate, la tulipe,
I'activité des échangeurs vacuolaires Na+/H+ dasgsadcines augmente lors de I'ajout de
Na+ dans le milieu (Garbarino et DuPont, 1989 ;sahl et Shannon, 1995; Ballesteros et
al., 1997). En outre, 'augmentation de I'activité ldeEhangeur vacuolaire Na+/H+ dans
les racines durant le stress salin est plus fdrez t¢espéce tolérantélantago maritima
que chez I'espéce sensiblantago. MedigStaal efl., 1991). Ainsi, grace a ce processus
de compartimentation de sodium au sein de la vaclektellule parvient a maintenir une
faible concentration de sodium dans le cytoplasmeimisant ainsi son effet toxique ; et
d’autre part, 'augmentation concomitante de lacemtration de sodium dans la vacuole
va engendrer une forte pression osmotique qui variter I'absorption d’eau et donc

améliorer la turgescence des cellules (Gleral.e1999; Apse edl., 1999).
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1.3.2. Influx et I'efflux des ions

La capacité d’'une plante a cartimenter Na+ au niveau cellulaire entraine
une différence de gestion du Na+ au niveau dedatplentiere. On peut distinguer deux
comportements des plantes vis-a-vis du sel, lespodements dits « includer » et
« excluder ». Chez les plantes de type « includers{lux de sodium sont essentiellement
ascendants et le sel est accumulé dans les paétiesines au niveau des vacuoles. Les
plantes inclusives associent la résistance a laitgahvec l'aptitude a transporter de
grandes quantités de NaCl dans les feuilles. llbbemque ces comportements résultent
d'une bonne compartimentation cellulaire du Na ce qui explique la tolérance a
I'accumulation foliaire et aussi la faible reciratibn de cet ion a travers le phloeme (Tal
1984).

Par contre, chez celles de tymxeiuder », la plus grande partie du sodium
absorbé et véhiculé vers les feuilles est réexpovigrs les racines via le phloeme
(Levingneron edl., 1995; Berthomieu etl., 2003) ou initialement stockée dans les racines.
Il existe une corrélation positive entre I'exclusides sels et la tolérance a la salinité chez

plusieurs especes végétales (Munre.e2006).
1.3.3. Biosynthese des solutés compatibles

Lorsque les plantes sont exposa&esstress salin, le cytoplasme essaie
d'accumuler des composés de faible poids moléeyaiar ajuster I'équilibre ionique dans
les vacuoles. Ces composés sont appelés les sotutgmtibles parce qu'ils ne génent pas
les réactions biochimiques normales (Ford, 1984ijfesa etal., 1997; Burg et Kwon,
1997; Hasegawa eil., 2000; Zhifang et Loescher, 2003 ;Garg, 2008pjustement
osmotique se rapporte spécifiguement a une augtientaette de la concentration de
solutés provoquée par des processus métaboliqaEndeés par le stress. Ceci entraine
une diminution du potentiel hydrique, permettamisade maintenir le mouvement d’eau
vers les feuilles et par conséquent leur turgesc@dopkins, 2003).

Ces composés comprennent pringipaht des acides aminés tels que la proline,
'alanine, la R-alanine et la taurine ; des ammosuguaternaires comme la glycine
bétaine ; des sucres ou leurs dérivés alcoolgjtedde mannitol, le sorbitol, le pinitol, le

glycérol, et le tréhalose (Hasegawalet 2000).
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1.3.4. Induction des antioxydantes enzymatique et non enmyatique

Pour faire face aux dérivés tiéaade I'oxygéne, les plantes possédent des
antioxydants (de nature non enzymatique) de farbésse moléculaire, tels que les
composés phénoliques, les flavonoides, les anthesyaet I'acide ascorbique (Ashraf
2008), mais aussi, elles emploient des enzymdsstgle la superoxyde dismutase, la
catalase, I'ascorbate peroxydase, la glutathioraisstérase et la glutathion peroxydase
(Sairam et al., 2010). Dans ce sens, I'inductiorsdperoxyde dismutase est considérée
comme le premier mécanisme de défense contre cegsi@ar réaction de dismutation
d’0O?% en HOz et Op. La catalase et les peroxydases assurent la cione#O, en HO et
O (Gratéo, etal. 2005).

1.3.5. Induction d’hormones végétales

Sur la base de recherchesri@ures, il est clair que la concentration éevé
du sel déclenche l'augmentation du contenu deaioed hormones telles que l'acide
abscissique (ABA) et les cytokinines dans les fesildes plantegAldesuquy, 1998;
Thomas, etl., 1992; Vaidyanathan, at., 1999). Javid, «dl., (2011) ont noté que 'ABA
joue un réle majeur dans la signalisation des regenl’adaptation des plantes aux stress.
L’ABA est produite dans les racines en réponseediminution du potentiel hydrique du
sol et transporté vers les feuilles ou il se fixdea récepteurs de la membrane plasmique
de cellules de garde des stomates (Babal, 2012 .

Les cytokinines favorisentcl@missance des racines et la différenciation, et
elles peuvent également stimuler la germinatiorettrder le vieillissement des feuilles
(Nabors, 2008).

Les gibbérellines représentrissi une classe d’hormones qui affectent de
nombreux aspects du développement chez les pldtites.favorisent la germination des
grains et la croissance des bourgeons, ce sordeseatégories d’hormones impliquées
dans I'élongation des tiges et la croissance daslde. Les gibbérellines stimulent
également la floraison et le développement dessfruies gibbérellines sont également
impliquées dans la promotion de la croissance deges car elles régulent I'abondance

des poils racinaires (Bottini, at., 2004).
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[I. Geénéralités sur les métabolites énergétiques et foionnels

[I.1. Métabolites énergétiques ou primaires

Les métabolites primaires sag tholécules organiques qui se trouvent dans
toutes les cellules de I'organisme d'une plante p@assurer sa survie. lls sont classés en
quatre grandes catégories : les glucides, leselpides acides aminés et les acides
nucléiques protides et protéines. C’est a particelex-ci que les métabolites secondaires
sont formés, par différentes réactions chimiqueari8ton, 1999).

11.1.1. Métabolites glucidiques

Ce sont des molécules organigioes les carbones sont porteurs de fonctions
alcools (alcool secondaire, alcool primaire), d'ufomction aldéhyde ou cétonique
(fonction carboxylique) et parfois d’une fonctiotide ou aminée (Touitou, 2005).

Ce sont surtout des élémentsodéen ou de réserve énergétique, précurseurs
obligatoires des autres métabolites (Bruneton, 1998 distingue les oses et les osides,
les oses : sont les unités de base des gluciddssetosides : sont des molécules dont
I’nydrolyse fournit 2 ou plusieurs molécules d’og@Entiques ou différents dont font partie

les polysaccharides.

Classification des Glucides
Aldoses
* n-1 fonctions alcools 1 fonction aldéhyde sur C1
oses = (CHZO)n * 1 fonction carbonyle
(Monosaccharides) * n atomes de carbone Cetoses
ités simol
Unités simples 1 fonction cétone sur C2

non hydrolysables
+

dérivésd’'oses X= 2 (diholoside)

o X= 3 (tiholoside)
0I|90$|des . X= 4 (tetraholoside)
. (oligosaccharides)
Glucides 2<x<10 Etc.....
Holosides
lhydrolyse Homopolyosides
1 ou plusieurs polyosides (1 seul type d'oses)
i > (polysaccharides)
osides types d'oses X unités > 10 \
Hétéropolyosides
(Pls types d'oses)

Héterosides | N_psterosides

O-Héterosides
S-Héterosides

lhydrolyse

Fraction glucidique

+
Fraction non glucidique
= aglycone

Figure 1.Classification des glucides (Feraga, 2015)
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Les polysaccharides

Les cellules végétales sont @rétes par des parois cellulaires. La structure et
la composition de ces parois sont constamment m@edifau cours de la croissance, du
développement des plantes, et en réponse aux icwesranvironnementales (Knox, 2008 ;
Lee etal., 2011; Roppolo et Geldner, 2012); Ainsi, les maoontribuent a la forme des
cellules et au port dressé des plantes et asslaettmmunication entre les cellules
(Wojtaszek, 2000). De plus, elles contribuent addjatation des plantes a leur
environnement et a leur protection contre les steewironnementaux (Somervilleat,
2004; Albersheim «dl., 2011; Keegstra, 2010) ; Selon Carpita et Gihga@93), les trois
composés polysaccharidigues majeurs présents aauwnige la paroi végétale sont la
cellulose, I'hnémicelluloses et les pectines.

> La cellulose

La cellulose est le polyméretunal le plus abondant dans la nature.
830 millions de tonnes de cellulose sont produitesiellement par photosynthése. Il s‘agit
d‘un homopolymére formé par I'enchainement d‘unitégellobiose (formé de 2 unités de
glucose) liées entre elle par une liaison glucgsiep -(1 —4) selon Rowell eal., (2000)
(Figure 02). La cellulose représente 15 a 30 %adwdsse seche de la paroi primaire, elle
est synthétisée principalement par les végétaugreups (Brown, 1985) et des autres
organismes comme certaines bactéries et champigonara et Itoh, 1995).

unité de cellobiose

Figure 2. Structure chimique de la cellulose. (bhigd, 1995).

L'orientation des molécules te cellulose ainsi que la présence des
groupements hydroxyles libres permettent la foromaties liaisons hydrogenes inter et
intra-caténaires, ce qui est a l'origine de formmatiles « microfibrilles ». Le repliement de
ces dernieres donne les macrofibrilles (Le DigataiHlier, 2004 ) .Les microfibrilles de
la paroi primaire renferment en moyenne 36 chafleesellulose déposées généralement
transversalement par rapport a I'axe d’élongatielfulaire (Delmer, 1999). Le dépbt de
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ces microfibrilles est fait de maniere orientépait changer au cours de la formation de
la paroi secondaire (Brett, 2000; Emons et Mul@eg0). Le contrdle de la biosynthése de
cellulose est effectué par plusieurs genes de tailléa cellulose synthéase (CesA)
(Somerville, 2006). Certains sont impliqués dansyathese de cellulose de la paroi
primaire, d’autres de la paroi secondaire. Dang&esis, les microfibrilles de cellulose
sont entourées et reliées entre elles par des blumhises et ennuyées dans une matrice de
pectines (Carpita et Gibeaut, 1993).

» Les hémicelluloses

Les hémicelluloses forment une féardle polysaccharides pariétaux qui ne sont
ni cellulosiques, ni pectiques, mais sont alcadiolubles et constituées d’'un enchainement
de résidus D-glycopyranoses liésfen(1-4) (Hijazi, 2011 ). Cependant, certains résidu
sont extractibles par l'eau, tels que les arabimare les arabinogalactanes. Les
hémicelluloses se caractérisent également par lelha$nes moléculaires courtes et
ramifiées (50 <DP <300), d‘ou leur caractere amerples hémicelluloses forment une
matrice de soutien pour la cellulose. Elles somtrbghiles, solubles dans les solutions
alcalines et facilement hydrolysables par les ac{dacob John et Thomas, 2008). Le role
biologique le plus important des hémicellulosedaast contribution au renforcement de la
paroi cellulaire par des interactions avec les afiprilles de cellulose et avec la lignine
par des liaisons non covalentes (Scheller et UlsR010). Les hémicelluloses peuvent
aussi établir des liaisons covalentes avec lesnssc(Thompson et Fry, 2000).

> Les pectines

Les pectines sont des composants nsagula paroi cellulaire des plantes et sont
les polysaccharides les plus complexes trouvés ldamsture (Mohnen, 2008; Voragen et
al., 2009) sont tres hydrophiles et I'eau qu‘ellessaduisent dans la paroi cellulaire rend
la paroi plastiqgue (Raven at, 1999). Différents polysaccharides pectiques petiétre
détectés dans les parois primaires: I’homogalaname (HG), le xylogalacturonane
(XGA), l'apiogalacturonane, le rhamnogalacturondeetype | (RG 1) et type Il (RG II)
(Willats etal., 2006 ; Burton eal., 2010; Harholt eal., 2010).

11.1.2. Métabolites lipidiques
Ce sont des molécules orgasqinsolubles dans I'eau (lipophiles) et
solubles dans les solvants organiques apolaireaneole benzene, le chloroforme,
I'éther... etc. lIs sont caractérisés par la présefares la molécule d’au moins un acide
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gras ou chaine grasse. Sont rattachés aux lidesison de leur insolubilité dans 'eau,
le cholestérol, les stéroides, la vitamine D, dquitsdes dérivés polyisopréniques. Les
lipides correspondent aux réserves énergétiques ptirges (leur oxydation libere

beaucoup d’énergie), ont un role structural et esg@rnde messagers pour I'organisme
(métabolisme intermédiaire) (Bruneton, 1999).

11.1.3. Métabolites protéiques

Les protéines sont connues ddpui$X®siecle comme étant I'un des éléments
constitutifs cellulaires. Leur nom provient du gpgotios, qui veut dire premier en position
(Chapeville etal., 1970). Considérées comme des macromoléculesriafmnnelles trés
diverses, elles remplissent une vaste gamme dédosdiologiques (Kruh, 1987). Dans
la cellule végétale, les protéines constituentréame macromoléculaire de base de
I'hyaloplasme, des structures nucléaires, de lasstamibe fondamentale ou stroma des
mitochondries et des plastes. Associées partiemient a des lipides, elles participent a
I'architecture de tous les systemes membranairesplls a ces protéines de structures,
s’ajoutent les protéines enzymatiques (Rai.etL983). Une protéine est un polymére dont
les unités monomeriques (appelés aussi résidusesoacides aminés unis par des liaisons
peptidiques.

La conformation (c’est-a-direrépliement) qu’adopte une protéine au sein de
la cellule est appelée conformation native. C’'estecconformation unique qui lui assure
ses propriétés spécifiques : fonctions enzymatigiesécaniques, stabilité thermique...

etc.

[1.2. Métabolites fonctionnels, phytochimique ou second®

11.2.1. Composés phénoliques totaux

Les composés phénoliques sast métabolites secondaires végeétaux. lls
peuvent étre définis comme des molécules indirest¢rassentielles a la vie des plantes
(d’ou la dénomination de métabolites secondair€®8s molécules organiques complexes
synthétisées et accumulées en petites quantitdegpplantes autotrophes, ils sont divisés
principalement en trois grandes familles : les pb8nols, les terpéenes, les alcaloides;
(Lutge etal., 2002 ;Abderrazak et Jo&, 2007). Les phénolscarattérisés par la présence
d’au moins d’'un noyau benzénigue auquel est dineete li€ au moins un groupement
hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fondgbe que : éther, ester, hétérosidetc.

(Bruneton 1999, Lugasi, et al. 2003) . En effetdlsnstituent le groupe le plus nombreux
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et le plus largement distribué dans le royaumevéggtaux, avec plus de 8000 structures
phénoliques connus (Lugasiadt, 2003).

Les composés phénoliques partitipetivement aux interactions de la plante
avec son environnement en jouant soit le réle d@saax de reconnaissance entre les
plantes (Allélopathie), entre les plantes et lenlsgses, ou bien lui permettant de résister
aux diverses agressions vis-a-vis des organisntesgines. lIs participent de maniere trés
efficace a la tolérance des végétaux a des steggssydonc ces composés jouent un rble
essentiel dans I'équilibre et 'adaptation de éanf# au sein de son milieu naturel (Macheix
et al., 2005)

Les polyphénols sont synthétipar deux voies biosynthétiques : celle de
I'acide shikimique et celle issue des acétatesnfS@danchado et Cheynier, 2006).
Les polyphénols peuvent étre classés de différemisieres selon la complexité du
squelette de base (allant d’un simple composé endes formes hautement polymeérisées),
ensuite, par le degré d’hydroxylation, d’'oxydat&irde méthylation, enfin, par les liaisons
de ces molécules de base avec d’autres moléclilesd@s, lipides ou protéines) (Cheynier
etal., 1998; Macheix edl., 2005).

Les acides phénoliques, flasonoides et les tannins constituent trois
grandes classes regroupant la majorité des stagc{ivartin et Andriantsitohaina, 2002;
Tarascou edl., 2010). De ce fait, ces trois grandes classedtent un intérét particulier
grace a leurs propriétés fort intéressantes dardoimaines agroalimentaires, cosmétiques
et pharmaceutiques (Ignat 1., 2011).
[1.2.1.1. Phénols simples

Les phénols simples sontdesposés renfermant une ou plusieurs unités
phénoliques sans d’autre fonction particuliére imyant le(s) noyau(x) benzénique(s)
comme le 3 hydroxytyrosol, le tyrosol, le 4-vinygstol. Les acides phénoliques sont les
dérivés hydroxylés de I'acide benzoique et dediacinnamique (Donatien, 2008; Garrido
et Borges, 2013).

11.2.1.2. Flavonoides

Les flavonoides représentannhjorité des composeés phénoliques qui sont
caractérises par leur faible poids moléculaireelet, Pres de 6500 flavonoides repartis
en 12 classes sont connus (De Rijkalgt2006), plusieurs autres sont encore a découvrir
(Du etal., 2012) et peuvent étre distribués dans tousriganes de la plante. Ce sont des
pigments quasiment universels des végétaux qui, satpartie, responsables de la

coloration des fleurs, des fruits et parfois deslies. On les trouve dissous dans la vacuole
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des cellules a l'état d'hétérosides ou comme ¢oasts de plastes particuliers, les
chromoplastes (Guignard, 1996). Les flavonoided sopliqués dans de nombreuses
interactions des plantes avec les conditions hiescet abiotiques de leur environnement,
ces substances sont accumulées dans différentesailulaires et tissulaires de la plante
durant I'organogénese et sous l'influence de plisiacteurs stimulants (Hutzler ait,
1998).

11.2.1.3. Tannins

Les tannins sont des comppségphénoliques, solubles dans I'eau, dont les
masses molaires se situent entre 500 et 3000rdteptent les réactions caractéristiques
des phénols en général, ils sont capables de [igrdgs alcaloides, la gélatine, et les autres
protéines (Merghem, 2000; Stevanovic, 2005) ; Ayanpropriété de tanner la peau.
(FPM1, 2014). Deux groupes de tannins se diffeaessi bien par leur structure que par
leur origine biosynthétiques : tannins hydrolysaldttannins condensés (Ribéreau-Gayon,
1968; Bruneton, 1999; Donatien, 2008).

Les tanins hydrolysableststes dérivés de I'acide gallique ; ce dernier est
estérifie a un polyol. Tandis que les tanins cosdernou proanthocyanidines) sont des
oligomeres hétérogenes dont la structure est iigeflavan 3-ols et flavan 3,4- diols, les
unités de monomeres sont principalement liées @alidisons C-C entre les carbones 4-6
ou 4-8 (proanthocyanidines type B).

Les tanins condensés saitmdjués en procyanidine (dérivé de catéchine,
épicatéchine et leurs esters galliques) et en fpbidines (dérivés de gallocatéchine,
épigallocatéchine et leurs esters galliques) (\&tlé., 2009; Ignat I., 2011).

11.2.2. Evaluation de l'activité Antioxydante des composéghytochimique
Stress oxydatif

Le stress oxydatif est ursétgiilibre entre les niveaux d’oxydants et
antioxydants en faveur des oxydants (YzydorczyK,120En d’autres termes, le stress
oxydant se caractérise par un déséquilibre enpilduction des especes réactives (RS) et
les capacités antioxydantes de l'organisme. Biea lgustress oxydant excessif peut
entrainer des dommages oxydatif, il est en soitngagssairement dommageable et peut

étre transitoire et réversible (Winterbourn, 2015).
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Radicaux libres

Un radical est une moléau un fragment moléculaire qui contient un
électron (ou plus) non apparié. Extrémement instat composé peut réagir avec les
molécules les plus stables pour apparier son éledirse comporte comme un oxydant ou
un réducteur. Cette premiere réaction conduit gdadent a la formation en chaine de
nouveaux radicaux ; ceci explique que la produdian premier radical libre puisse causer
d'importantes Iésions dans une cellule (Garait620@lusieurs éléments peuvent étre a
I'origine de radicaux libres. Les sources des raakclibres sont nombreuses (Bouhadira,
2011).

» Espéces radicalaires

Elles sont soit des radiclibres ou des métaux de transition qui acceépten
des électrons uniques. Leur nature radicalairgpestue quand ils réagissent avec une
molécule non radicale, mais ils génerent un subsdticalaire et une réaction en chaine
peut ainsi étre déclenchée. Les radicaux libresgreiétre désactivés par réaction avec un
autre radical ou avec un centre métallique de itians(par exemple, le cuivre dans le
superoxyde dismutase SOD) (Winterbourn, 2015).

Physiologiguement ce @®ud’'oxydants englobe le radical anion
superoxyde (02 ), le radical hydroxyle (OH), I'exydtrique (NO), le dioxyde d'azote
(NO2), et de nombreuses especes qui peuvent &téeagea partir des substrats tels que les
acides gras polyinsaturés (des peroxyles lipididu@®), la tyrosine, le tryptophane, et les
résidus de cystéine sous forme de peroxyle RO2ratksaux libres sont de plus en plus
impliqués dans les maladies humaines (Ra.£2011).

» Espeéces non radicalaires
Ce sont des especes non radicalaires qui edegeux électrons pour donner des
produits non radicales. lls peuvent étre converisadicaux par réaction avec un métal de
transition (Winterbourn, 2015). lls comprennenp&oxyde d'hydrogene (H202), I'acide
hypochloreux (HOCI), I'ozone (O3), le peroxynitré@NOO), I'acide nitreux (HNO2), le
trioxyde de diazote (N203), le peroxyde lipidiqu®QH) (Tableau 01J).
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Tableau 1 : Types d’entités oxydantes ou espéeetivés (RS) (Rao etl., 2011).

Espéces radicalaires Especes non radicalaires

Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 02 Acide hypochlorique HOCI
Monoxyde d’azote NO Oxygeéne singulet 102
Radical alkoxyle RO Peroxyde d’hydrogene H202
Radical hydroxyle OH Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO Peroxynitrite ONOO

Role bénéfigue des ROS
La signalisation par les RO&¢é montrée comme étant partie intégrante de
la réponse d'acclimatation a la salinité. Les R@&t, en fait un double réle dans la
réponse des plantes a des stress abiotiques,donatit comme des sous-produits toxiques
du stress métabolique, ainsi que comme d'impoantdécules de transduction de signal
intégré dans des réseaux de réponse au stress dratiom® avec le calcium,
phosphorylation hormonale et protéique (Milleakf 2010).

A concentration faible etfmodérée, les ROS ont été impliqués en tant que
seconds messagers dans les cascades de signalisdtarcellulaire qui assurent la
médiation de plusieurs réactions de la plante dassellules, y compris la fermeture des
stomates (Mittler, 2002), la mort cellulaire prograée, gravitropisme et I'acquisition de
la tolérance aux stress biotiques et abiotiquefidiMatal., 2008).

La production et I'élmation des ROS doivent étre strictement controlées
afin d'éviter le stress oxydatif. Lorsque le nivades ROS dépasse les mécanismes de
défense, la haute teneur en ROS peut causer desalyes a des biomolécules telles que
les lipides, les protéines et 'ADN. Ces réactiggeuvent modifier les propriétés
intrinséques de la membrane comme la fluiditérdagport ionique, la perte de l'activité
enzymatique, la réticulation des protéines, l'iittih de la synthese des protéines, des

dommages de I'ADN, et ainsi, en définitive résldtmort cellulaire (Sharma at., 2012).
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Chapitre 11l : Généralités sur les légumineuses @it de connaissance sur I'espéce (Phaseolus vudgr)

[ll.  Généralités sur les légumineuses et état de conrssace sur
I'espece Phaseolus vulgarisL)

[1l.1. Généralités sur les légumineuses

Les légumineuses désigness g@lantes appartenant a la famille des
Fabacée. |l s’agit de plantes a fleurs dont lé &sii une gousse. Elles ont différentes formes
et couleurs, leurs dimensions varient depuis cdbssminuscules jusqu’a celles des grands
arbres (Aykroyd et Doughty, 1964). Ce sont destgliédones formant une association
symbiotique avec les bactéries Rhizobium, et dassbdnnes conditions de nodulations,
beaucoup de leurs besoins en azote peuvent éiséagatpar la fixation biologique de
I'azote (Rugendabanga, 2017).

Les légumineuses constituene immense famille caractérisée par le
grand nombre de genres et d’especes (environ G@get 1800 espéces) et par la valeur
nutritive des plantes qu’elles renferment. Certaidentre elles ont des graines riches en
huile alimentaire comme le cas du soja et 'araghidndis que d’autres ont la particularité
de contenir une quantité élevée en protéines @tan@bé, pois) (Ravohitrarivo, 1988).

l1I.1.1. Caractéristiques botaniques des légumineuses
Le fruit est tres caractéristigua.gousse peut contenir une ou plusieurs graines.
Leurs fleurs sont trés variables, mais, chez tdetesspeces, les bases des 5 pétales et les
étamines sont soudées pour former une coupe ailgdarbase de I'ovaire. Elles possedent
10 étamines, soudées en une structure uniguegpaitiies en 2 groupes. Dans ce cas, I'un
comprend 9 étamines et I'autre une seule. L’'oveamrgsiste en un seul carpelle, situé au-
dessus des autres pieces florales.

Les légumineuses et la bactérie aduegRhizobium tirent a la fois un bénéfice de
I'interaction en formant des renflements dans éesnes appelées nodosités. Ces bactéries
vont fixer 'azote atmosphérique et convertir cenilr en ammoniaque assimilable pour
les plantes. Ces derniéres ont besoin d’azote comutrénent pour la construction de
certaines molécules biologiques (acides aminésjy&opédie Encarta, 2009).

I11.1.2. Intérét économique des légumineuses
Les Iégumineuses sont dési@s vivrieres importantes qui contribuent de
maniere importante a la nutrition et la santé gatsur contenu élevé en protéines et en
acides aminés essentiels, mais aussi parce quadiestituent une source de glucides
complexes et contiennent plusieurs vitamines eéraimx (FAO, 2013).
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Toutes les Iégumineuses aitaiees ou fourragéres peuvent étre utilisées
comme engrais verts et comme plantes de couvertarefamille des Iégumineuses
comprend comme plantes cultivées : le haricotpls,pa lentille, I'arachide, le soja...etc.
Cette famille est cosmopolite.

111.1.3. Caractéristiques nutritionnelles des graines des ¢gimineuses

Des travaux réalisés au LABAS@A aboratoire de Biochimie Appliqguée aux
Sciences de I'Alimentation et a la Nutrition), das graines de Iégumineuses montrent
qu’elles ont une teneur en protéine élevée et dmdwaleur biologique et sont une
excellente source de fibres, et de minéraux (eticpéer le potassium, le phosphore, le
calcium, le magnésium, le sodium,) (Ramaheriso@42Rahelimandimby, 2011).

La culture des légumineusiesiéres, source de protéines végétales, est
reconnue comme l'une des meilleures et des moiridegses des solutions pour
I'alimentation des populations des pays en voialéeecloppement. (Gerard, 1996). Les
valeurs nutritionnelles des graines sont représsridéns(le tableau 02).

Tableau 2 Valeurs nutritionnelles des graines (g/ 100g MS).

€0 euses Proteine pide Q€ enare 0 S
Haricot 21 1-2 60-65 4-5 (Andriamazaoro, 1994)
du cap 23 0,9 71.4 4,7 (Feno, 2011)
Mucuna 21,2 4,4 59,5 4,11 (FAO, 1982)
Voandzou 17,11 7,62 72,14 3,11 (Ramaherisoa, 2004)
Dolique rouge| 21,44 0.75 63.25 3.91 (Andriamasinandraina, 2012)
Niébé rouge 22,20 1,88 59,7 3,95 (Randrianasolo, 2013)

l1I.2. Etat de connaissance sur I'espéce étudiéehaseolus vulgarisL)

Le genfthaseoluse classe dans la sous-tribu Bésiseolinaetribu des
Phaseoleagfamille des Fabaceae et ordre Babales.Au sein de?haseolinada stylet
barbu sous le stigmate), les deux ger?haseolus et Vignaont les plus importants et
contiennent a eux seuls le plus grand nombre déespéultivées comme légumineuses
vivrieres. La sectiorPhaseolusdu genrePhaseolusest la plus importante et regroupe
notamment les cinq especes cultivéesadrtifolius A. Gray., P. coccineus L., P. lunatus
L., P. polyanthus Greenet P. vulgarisL. (Maréchal etl., 1978. ; Freytag et Debouck,
2002; Gepts edl., 2008).
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111.2.1. Origine de I'espece

Le haricot est originaire d’Amériqu&tine et centrale, connu sous le nom
scientifique de Phaseolus vulgaris, ou il a étéekimgué depuis plus de 8000 ans (Khadir,
2018). Des graines seches furent introduites eéesrau XVle siecle en Europe puis, sa
culture s’est rapidement diffusée dans les zoneaBteréanéennes et subtropicales (Peron,
2006).

La distribution géographique du baridans les zones tres diversifiées, tant du
point de vue climatique que des points de vue gdiédatique. De nos jours, il a une
importance considérable, en particulier en Amériquesud et en Afrique. L'espéece est
bien établie dans de nombreux pays Afrique ouaké introduits par les portugais au
XXéme siecle, et c’est dans les région des GraQimdrale que sa culture et la plus
intensive (Wortman «l., Nyabyenda,2005).

111.2.2. Classification et systématique

Le haricot représente une coraptss principale dans certains systemes
agraires et sa culture se répand dans le mond®.dRtiaseolus vulgarit) appartient au :
* Regne : Végetal
* Embranchement : Spermaphytes
e Sous Embranchement : Angiospermes
* Classe : Dicotylédones
* Ordre : Fabales
* Famille :Fabaceae
* Sous Famille : Papillionaceae
* Genre Phaseolus
» Espéce Phaseolus vulgaris Selon la classification d@usakamba 1995).
111.2.3. Description morphologique et botanique
Le haricot est une plante heégaannuelle a croissance déterminée ou
indéterminée. A la germination, la plante est géleénent a racine pivotante mais qui
forme apres des racines secondaires longues delh0cen se développant sur toute la
racine principale (Ndeye, 2002). Les feuilles ddftliolées, ovales, vertes, de 10 a 12 cm
de long environ, terminées chacune par une poBé&d, (1994.). Elles possedent des
nervures bien visibles. Les fleurs sont réuniesnfiorescence en grappes axillaires et
terminales. Elles sont zygomorphes composées de pieales en caréne, deux pétales

latéraux ailés et un pétale standard disposé ext@ment (Ndeye, 2002) .
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Les Graines sont soit sphégueeit cylindriques selon les variétés, et sont
tres diversement colorées en blanc, vert, rouggetyinoir, brun ,ou méme bicolores ou
tachetées. Chaque graine possede un hile elliptopiie, surmonté par le micropyle. Elles
sont plus ou moins grosses selon les variétésataté germinative dure de 3 a 5 ans
(Monnet efal., 1999).

l11.2.4. Importance de la culture

La culture du haricot présentexdeuéréts : les gousses sont consommeées a
I'état frais ; et les graines a I'état sec, alane tgs résidus de culture (tiges, gousses) sont
destinés a l'alimentation des animaux.

Les gousses et les graines du harwdtconsidérées comme une excellente source
d’acides aminés, de vitamines, de fibre et une boswurce des éléments minéraux
(kentour, 1999), entre autre riche en iode, etliggo-@léments (Broughton et ., 2003)

La culture du haricot commun a amen@ &élection des variétés capable de
s’'adapter aux sols peu fertiles pour satisfairaléanande croissante des populations
(Alkama, 2010). Le haricot commun peut s’intégrang les systémes de production
biologique qui utilisent la bio-fertilisation. Dart®s systemes, haricot commun, parmi
d’autres légumineuses, est utilisé dans des raktiolturales ou associé a d'autre cultures
dans le but de limiter la pollution (Canadaakt 2003). Il offre une rupture efficace dans
le cycle des maladies et des ravageurs des céeepheltes. Le haricot apporte des masses
importantes de résidus fermentescibles pouvanteactia vie microbienne du sol
(Abdenour, 1982).

Le haricot commun est I'espece éconosmagent la plus importante et occupe plus
de 85% des superficies de ces especes dans le niaraiestitue la principale légumineuse
alimentaire de plus de 300 millions de personnesmeérique Latin et en Afrique Centrale
et de I'Est (Broughton etl., 2003).

Cette plante occupe une impm#aagro-économique mondiale avec une
production annuelle de 20,4 millions de tonnes @d82pour une superficie cultivee de
26,47 millions d’hectares (Djeugapadt, 2014). Par ailleurs, la consommation de produits
alimentaires peu transformés, préts a consommeréis a I'emploi, a augmenté dans le
monde au cours de la derniere décennie en raistaudaspect pratique, de leur fraicheur

et de leur qualité améliorée (Baskaraalet2007).
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Partie expérimentale

Chapitre 1V: Comportement physiologique adaptatiff@haseolus vulgarik.) sous stress salin.

Nous signalons que I'objedé notre étude consiste a mettre en évidence
les potentialités d’adaptation des deux cultivaes lricot commun Rhaseolus
vulgarisL), Djadida et Sidi Ferredj face au stress saltnagers son comportement
physiologique et a travers la synthese des compésérgétiques et fonctionnels
notamment, les composeés azotés, glucidiques,idimd, les composés terpenoides et
phénoliques.

Pour cela

* Le 1°" chapitre est consacré au comportement physiologique atifag#a deux
cultivars de Phaseolus vulgarid.).

« Le 2Mechapitre traite le potentiel des deux cultivars soumis fiédkntes
concentrations du sel, en matiere de synthésescaleposés énergétiques
d’adaptation.

* Le3*Mechapitre traite aussi le potentiel fonctionnel phytochimagiiadaptation

des deux cultivars, sujet de notre étude.

Tous les résultats trouvas &é mis en relief, a travers I'étude statistique
établie Par le logiciel SPSS v23, dont les dononéésnues ont été soumises a une analyse
de la variance, le test Brown Forsyth, le test Wela le test Kruskal Wallis ; avec une
espece Fhaseolus vulgarid.), deux variétés, 5 traitements salins et un témsuivi
significatif par le test de Tukey ou le test U Maihitney. Le seuil de signification est de
0,05.

IV.1. Matériel et méthodes

IV.1.1. Matériel Végétal

Le choix est porté sur lerit@ commun Phaseolus vulgarit..). Les
graines de deux cultivars, sur la quelles est égonbtre étude, sont fournis par l'institut
technique des cultures maraichéres et industri@if€ésMI) de Sidi Bel Abbes, il s'agit du
cultivar Djadida qui a été sujet de notre travalrdagister (comportement hydrique et
minérale) et le cultivar Sidi Ferredj, considé@mme une variété locale créée par
sélection individuelle, depuis son introduction 9v2 et son lancement en Algérie en
1978. Cependant, le manque des travaux de reehsuche comportement et la tolérance
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Chapitre 1V: Comportement physiologique adaptatiff@haseolus vulgarik.) sous stress salin.

de cette variété face au stress salin est la ragganipale qui nous a motivées a choisir

cette variéte (figure 3).

Djadida

Figure 3. Graines Sidi Ferredj et graines Djadiflaaredj-Zazou, 2015).

IV.1.2. Méthodologie adaptée
IV.1.2.1. Protocole expérimental

IV.1.2.1.a) Stade de germination
Le comportement physiolegigdes deux cultivars sous stress salin est
déterminé d’abord a partir du stade de germinaiosuivant quelques paramétres, donc
les graines ont été mises a germer dans des bleigstri a différentes concentrations de
solutions salines.

» Test de germination des graines soumises au stresalin

Avant la mise en germinatiores dyraines des deux cultivars de haricot
soumise au stress salin, un prétraitement est seicepour lever une éventuelle dormance
embryonnaire ou une inhibition tégumentaire ; pmla les graines des deux cultivars de
haricot sont trempées dans I'hypochlorite de soduththlorhydrique) pendant 5 minutes
pour une désinfection, puis sont rincées aveblada distillée stérile a deux reprises. Puis
trempées dans de 'eau tiede pendant au moingdr2$ Les graines sont séchées sur
papier buvard stérile puis déposées dans des ldt&#tri contenant deux couches de
papier-filtre wattman imbibé avec de I'eau digélktérile a raison de 10 graines par boite
de pétri.

» Dispositif expérimental au stade de germination
Les graines sont réparties en #s10 graines par boite avec 3 répétitions pour

tous les tests effectués et irrigués par de Ilthstillée et des solutions salines a partir du
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NaCl et du CaGla différentes concentrations, indiquées dans @baice par des différents
traitements :
TO : eau distillée T1:50 meqg:t de NacCl
T2100 megq:t de NaCl T3:200 meq:f de NaCl
T4100 meqf de NaCl+CaGl T5:150 meqf de NaCl+CaGl

La fréquence de l'arrosage esk@enl de solution, en imbibant & chaque fois
gue quand c’est nécessaire (12h ou 48h) (voir aalls).

Les boites de pétri ont été iresa I'obscurité dans I'étuve a une température
de 22°C+ 3°C .On considére qu'une semence a gersgue la radicule perce le tégument
(Come, 1970; Bajji, eal., 1998) , le suivi de test se fait quotidiennenparidant 8 jours

et les graines germées sont dénombrées.

Tableau 3.Dispositif expérimental des deux variétés dedossisoumises au stress salin
au stade germination (Laredj Zazou ,2015).

Traitement

Cultivar Djadida

Cultivar Sidi Ferred;]

T0

Témoin

T1

50 meq.l*

T2

100 meg.t*

T3

200 meq.t

NaCl

T4

100 meg.t*

T5

150 meg.t*

NaCl+CaCl,

Teste de germination
pour les deux
cultivars Djadida et
Sidi Ferred]
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IV.1.2.1.b) Stade végétatif

» Préparation du substrat de culture et la mise en cliure des
graines

Nous avons choisi de réaliser notreieggaun substrat préparé a base de sable et
de terreau. Du sable prélevé au bord de la mersémi traité a I'esprit-de-sel afin
d’éliminer les impuretés organiques, puis lave iplus fois a I'eau déminéralisée. Pour
tester la pureté du sable il a été procédé aisatibn du nitrate d’argent ; ensuite ce sable
est mélangé avec du terreau commercial (Qv/1

Les graines sont désinfectées adblyjorite de sodium pendant 4 a 5 minutes,
puis rincées abondamment a I'eau distillée. Lemgsasubissent un pré-trempage pendant
1h dans 'eau distillée, puis semées dans deslalvéemplies de terreau .Un arrosage a
I'eau distillée est effectué chaque jour.

Apres la germination et I'apparitioa ld radicule les plantules des deux cultivars
de haricot sont repiquées et mises dans des paisan de 3 a 4 graines par pot a une
profondeur convenable (0,5 a 1cm) avec un légsetasnt .elles sont arrosées avec de
I'eau distillée, puis déposées au niveau de l@sira faculté des sciences de la nature et
de la vie (UDL-SBA).

Figure 4. Germination en alvéoles. (Laredj-Zaz@1i,5).

Apres I'apparition des mpiéres feuilles, une seule plante par pot est
conservée, et irriguées a 60% de la capacité datién du substrat (environ 125 ml) de
solution nutritive par pots déterminés apres lecudable leur capacité de rétention.
L’arrosage est fait trois fois par semaine a I'datillée substituée une fois sur trois par
une solution nutritive équilibrée de type HoagléHdagland,1938) (Annexe A) diluée au

1/1000 éme couramment utilisée au laboratoire ¢jatazou, 2013).
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» Dispositif expérimental et préparation des solutios salines
appliqguées

Nous avons réalisé cette expénitation en stade végétatif, a I'aide de 18 pots
avec 6 traitements, a raison de 3 pots par traitepeur chaque variéte.

42 jours apres germination et em culture des graines, I'application de stress
est effectuée, une fois durant la derniere semanaat le préléevement des échantillons
pour les analyses.

Deux types de traitements sasiont réalisés; I'un aux chlorures du sodium
NaCl a 50 meql, 100 meq:t et 200 meq1, le deuxiéme aux chlorures de calcium NacCl
+ CaCh a 100 meqt et 150 meqt; les plantes témoins sont alimentées a I'eaobiaet.
L'irrigation est réalisée une fois par semaine (tableau 4).
Tableau 4: Dispositif expérimentale des deux variétés de&hts soumis au stress salin
au stade végétatif (Laredj-Zazou, 2015).

Traitement Cultivar Djadida Cultivar Sidi Ferred]

N TTITT
] . e
| e R
T ek weE
T ek e
T %% e

NaCl

NaCl+CacCl,
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Figure 5.Dispositif expérimental atéop la serre. (Laredj-Zazou, 2015).

L'usage du CaCtans cette composition s'impose, en raison du rble
physiologique du calcium chez les végétaux, danstdmlation de la croissance, du
développement (Kreimer at., 1985) et du métabolisme des plantes (Kreimak. £1988).

En outre, le NaCl associé au Ca@toduit un milieu salin (Lesaos 1978) , alors tpe
solution, avec seulement du NacCl, est plutot saiyMeimberg, 1987; Hoffmann at.,
1989).
» Préléevement des échantillons et préparation du matél végétale
Apres avoir déterré les plantegartie aérienne et la partie souterraine sont
soigneusement séparées, la partie souterraineeriacéeau de robinet puis séchée
rapidement a lI'aide du papier buvard afin d’éviterte contamination avec le substrat de
culture.
IV.1.2.2. Différents parameétres a mesurer
IV.1.2.2.a) Parametres de germinations
» Précocité de germination ou temps de latence (TL)

En général, chaque espéce dispose gitétocité de germination spécifique a sa
nature. Car méme placée dans les mémes conditip@simentales, le début d’apparition
de la radicule a travers la membrane n’aura pasleméme temps chez toutes les graines
(Renard & Quillec, 1975) .Ce parametre est détetmorsque nous observons les
premiéres graines germées. Dans ce cas, la prédecit germination est exprimée par le
nombre de jours nécessaires pour le déclencheradatggrmination et qui correspondant
a lintervalle de temps entre le semis des graieieses premieres graines germées
(Belkhodja, 1996).
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» Faculté germinative (Taux de germination)

C’est le nombre maximal desiges germeées sur le nombre total de grains

mis a germer, elle s’exprime en pourcentage (Yonskl formule suivante :

TG % = (NG/NT)

NG: nombre de graines germees.
NT: nombre de graines mises a germer. (Nombre)total
» Temps moyen de germination (TMG) et temps moyen (H0)

D’aprés (Come 1970) la vitessgdrmination peut étre exprimée de plusieurs
fagcons, Le temps moyen nécessaire a la germinajignreprésente linverse du
«coefficient de vélocité» (Kotowski, 1926.; Ben kioel, 2010). Et par le temps nécessaire
a I'obtention de 50 % de graines germé&so) (Gholami, etal. 2015).

Coefficient de vélocité

N1+N2.......+Nn

= X
N1T1 + N2T2 .................NnTn 100

Cv

N1 : nombre de graines germées au temps T1.
N2 : nombre de graines germées au temps T2.

Nn : nombre de graines germées au temps Tn.

Temps moyen de germination (TMG)

TMG = (1/ Cv) x 100

» La cinétique de germination
Pour mieux appréhender la sigaffan physiologique du comportement
germinatif des variétés de haricot étudiées, lmbre de graines germeées a été compté
quotidiennement jusqu’au 7éme jour de I'expériefirtaglaoui, 2007) dans les conditions
bien précises, il dépend des conditions de germimait des traitements subis par les
semences (Belkhodja et Bidai 2004). Elle représémtplus souvent I'évolution des
pourcentages de germination cumulés en fonctiotedhps c'est-a-dire la variation des

taux de germination en fonction du temps expriméoen. Les courbes de germination
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donnent une idée complete de I'évolution de la getion et permettent de prévoir la

vigueur des plantules durant le processus de gatiom

IV.1.2.2.b) Mesure des parametres morphologiques
La croissance en longueuradpdrtie aérienne et racinaire est évaluée apres

avoir récolté les plantules. Nous avons, alorsas®pa partie aérienne de la partie
souterraine, on fait le comptage de nombre defidsuilLes racines, aprés étre séparées de
la partie aérienne, sont soigneusement lavéesd@jesées dans un récipient en verre
rempli d’eau qui nous facilite le comptage manued dodules. Ensuite les échantillons
sont peseés a I'état frais et analysées.

Les nodules sont ensuite soigament récupérées dans des boites de pétries,
puis pesés a l'aide d’une balance.

La longueur de la tige et dedaine principale sont aussi mesurées a l'aide
d'une regle graduée en millimétres (mm).

En fin, chaque organe est empéoen papier d’aluminium numéroté et séché
a I'étuve 40 C° pendant 48h. Les échantillons seslét broyés a I'aide d’'un mortier en
porcelaine jusqu’a I'obtention d’'une fine poudrel gara entreposée ensuite dans des
piluliers hermétiguement fermés par des bouchoasnphs et mise dans un congélateur

pour gu’ils soient ultérieurement utilisés (fige

“

Figure 6. Poudre végétale entreposée dans deelulLaredj-Zazou, 2016).

IV.1.2.2.c) Détermination de la teneur en eau
La teneur en eau est la perte de enmdsite par produit exprimé en pourcentage
dans les conditions décrites par la norme (AFNCE82).

La teneur en eau des organes est déterminée foamiale :

PF — PS TE : Teneur en eau
TE (%) = ———=—— % 100
PF PF : Poids frais
PS : poids sec

32



Partie expérimentale

Chapitre 1V: Comportement physiologique adaptatiff@haseolus vulgarik.) sous stress salin.

IV.1.2.2.d) Détermination de la teneur en cendres
Le dosage des cendres est base dastruction de toute matiere organique sous
I'effet de la température élevée (500°C) pendaie@res jusqu’a ce que les résidus
deviennent blancs (Linden, 1981).

Il consiste a chauffer dans desisets en porcelaine 0,1 a 2 g d’échantillon,
jusqu’au dégagement d’'une fumeée noire de bec benzées creusets sont ensuite
introduits dans un four a moufle réglé a 500°C p@h@ h jusqu’a une transformation du
contenu en substance blanc grisatre qui blanehitefroidissant dans un dessiccateur pour
avoir un poids constant, puis on le pése pour awoimouveau poids qui détermine le taux
des cendres apres la disparition de la matierenarga. (AFNOR 1982).

Le taux des cendres est calcubdnee suite :

0 :Pl—PO
TC % —PE x 100

Avec : TC% : Taux en cendre.
PO: Masse de creuset vide en g.
P1: Masse de creuset + cendre en g (aprés catmihati

PE: Masse de I'échantillon sans creuset en g d&ssai).

IV.2. Résultats et discussion
Iv.2.1. Effet de la salinité sur les parametres de germinan des deux
cultivars

IV.2.1.1. Précocité de germination ou temps de latence (TL)

La figure 07 présente les vaoia des taux de germinations correspondant a
I'intervalle de temps entre le semis des grainéssgbremiéres graines germées. Une phase
de latence qui a eu lieu avec I'imbibition des ses, elle est nécessaire a I'apparition
des premiéres graines germées au cours de lagieetbajx de germination reste faible
pour tous les traitements. La durée de cette pésiseariable selon la concentration du
sel, le type du sel et la variété étudiée. Elleestte, de I'ordre de 24 heures pour la variété
Djadida et pour toutes les concentrations étudiéksxception du traitement sévere de
200 meqf de NaCl (T3) ol la germination des graines estgutée par un long temps de

latence peut aller jusqu’a 72 heures. Chez SideBgcette phase devient plus au moins
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longue pour la majorité des traitements et pet gusqu’a 3 jours, sauf au traitement
TO et T1 ou la germination des graines s’est aiétlée apres 24 heures pour atteindre un

taux de germination respectivement de 15% et %67

Djadida “1

M2
M3

560_ 4
£ 40 -
230 -
(O]
'020_
S

10 -

0_

50 NaCl 100NaCl 200 NaCI 100CaCl2 150CaCl2

T . Ml

Sidi Ferred; o

80 - M3

.5 70 - H4
Eoo

S

5 40 -
3 30 +
© 20 -
X 10 -
0 |

T 50 NaCl 100NaCl 200 NaCl 100 CaCl2 150 CaCl2

Chiffres (1.2.3.4) : présente le nombre de jours
Figure 7. Précocité de la germination des graimssdeux cultivars de haricot exprimée
par le pourcentage de germination des premieesay germees a différentes

concentrations salines.

IV.2.1.2. Faculté germinative (Taux de germination)

Les résultats de la figure 08 montaggnd la germination des graines en présence
de différentes concentrations de solution salises@mparable a celle du témoin chez les
deux cultivars d€haseolus vulgaris.

Le taux de germination est retardésdteffet stressant de la salinité, il dépasse
75 % chez les deux variétés aux concentrations det ®0 meqg} en NaCl.
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Toutefois, une diminution est plus importante cBel Ferredj que chez Djadida avec
une réduction de pourcentage de germination respawnt de 48 % et 40 % a une
concentration de 100 med.lde NaCl. Tandis que la concentration de 200 imiéle.NaCl
fait diminuer considérablement la capacité gernnneadles variétés étudiées avec un taux
de germination de 28, 33 % chez Djadida et 20% &hdiz~erred;.

Le CaCla amélioré la capacité germinative des grainesleles cultivars avec une
augmentation plus marquée du taux de germinatiem Ejadida qui enregistre des taux
proches des taux témoins avec une valeur de P4.&4 T4 et 70 % au T5 par contre le
TG chez le cultivar Sidi Ferredj affiche 55 % aiéit 57 % au T5.

H Djadida

—_ @ Sidi Ferred;j
5120,0
c
.2 100,0
=]
©
<€ 80,0
E )
Lo
)
% 60,0
)
o
X 40,0
©
[

20,0

0,0
50 NaCl  100NaCl 200 NaCl 100 150
NaCl+CaCl2 NaCl+CaCl2

Figure 8. Taux de germination des graines des dar&tés de Haricot en fonction des

différentes concentrations salines.

IV.2.1.3. Cinétique de germination
La figure 09 montre que la admagerminative des graines stressées est

réduite comparativement au témoin et ceci poudées< cultivars étudiés et les deux types
de sel utilisés. Les résultats montrent que toldsscourbes relatives aux taux de
germination des graines soumises au traitememnt sait le NaCl, soit le Cagbkont au-
dessous de la courbe relative au traitement témoin.

Une phase de latence, nécesadiapparition des premieres graines germees,
au cours de laquelle le taux de germination reatdef et les graines témoins des deux

cultivars de haricot et celle des lots de traiten®nmeq.f de NaCl (T1) sont germés dés
le premier jour, soit apres 24 heures.
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Une phase linéaire exponentiellrespondant a une augmentation rapide du
taux de germination qui évolue proportionnellemamttemps pour les témoins chez les
deux cultivars tandis que les graines soumisestraibements T1, T2, T3, T4 et T5 la
cinétique de germination progresse lentement aoiwer respectivement a un taux final
de 80 %, 55 %, 28 %, 72 %,70 % pour Djadida et t,%0%,23%,55%,57% pour le
cultivar Sidi Ferred;.

On observe que la cinétigeegegrmination chez Djadida au traitement
témoin présente un palier a partir d'gour, se traduisant par le pourcentage final de
germination et la capacité germinative avec uneurale 92 %.

Sous traitement CgCévolution de la germination augmente chez sxd
cultivars, mais cette augmentation est plus margbhée Djadida, en effet, I'évolution de
la germination est proche du témoin, mais son adtpn a pris beaucoup plus de temps
que celle du contrdle (figure 9 ci-contre).

—o— Djadida 50 NaCl —o—Djadida
Témoin —=—Sidi Ferred; —m—Sidi Ferredj
100 90
90
80
80 20 /
70 60
60 o
X 50 S
[ / P 40 //y
30 A 30
VY 20
20 &
10 10 /
0 J 0
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
100 NaCl —o—Djadida 200 NacCl —o— Djadida
——Sidi Ferredj —m—Sidi Ferredj
60 30
50 / 75 f
40 / - //
N o
X
2> / g 1 //¢{
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10 5 Vi
0 J 0 4—.—/‘
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100 Cacl, Djadida 150 Cacl, Djadida
Sidi Ferredj Sidi Ferred
80 80
70 . 70 —
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50 — 50
§ 40 § 40
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10 — 10 VA
0 Lw= 0
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(1.2.3.4...8 : présente nombres de jours.).
Figure 9. Evolution de la cinétique de germinatibez les deux cultivars de Haricot en

fonction du temps a différentes concentrationsieali

IV.2.1.4. Temps moyen de germination (TMG) et Temps moyen (T§

La figure 10 présente I'effdies concentrations croissantes de NaCl et de
CacCb sur la vitesse moyenne de germination (Temps mdgegermination TMG et le
coefficient de la vélocité Cv), les résultats mentrque pour les deux cultivars étudiés,
'augmentation de la concentration en NaCl engendeeaugmentation du temps moyen
de germination TMG ; en effet les témoins et lesrgrs soumises a des concentrations
modérées ont un temps moyen de germination pgriant, ce temps est de 3jours dans
le lot témoin, mais il augmente en fonction dedaaentration du sel appliquée avec un
TMG de 4,02 jours et 4,17 jours au traitement TAreTMG de 4,55 jours et 4.73 jours au
traitement T2 pour Djadida et Sidi Ferred; respestient.

Par contre, pour les conceiuina les plus élevées de NaCl (200 may lé
temps moyen de germination augmente de facon cenagilé chez les deux cultivars (5,06
jours chez Djadida et 4,71 jours chez Sidi Ferred))

Le traitement combiné au Ga@W, T5) engendre une chute du TMG varient
entre (3,93 jours et 3.67 jours) chez Djadida ggq{4ours et 4,09 jours) chez Sidi Ferred;
qui semble plus proche au TMG du témoin pour &sctultivars.

Le coefficient de vélocité (Qliininue en fonction des concentrations salines
(Fig. 10). Le Cv le plus élevé est celui des graitemoins (33,33 % et 31,49%) chez
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Djadida et Sidi

concentrations de 50 me¢.,100 meqg:t et 200 meq} est accompagnée d'un

ralentissement de la vitesse de germination poiveara une valeur de Cv de (19,77 % et

Ferredj respectivement. L’applioati du traitement salin aux

21,21 %) chez Djadida et Sidi Ferredj respectivamen

Djadida m—Cv %
35,0 ——TMG (jrs)- 6,00
30,0 - 5,00
25,0 - 4,00
20,0
L - 3,00
15,0
10,0 - 2,00
5,0 - 1,00
0,0 - 0,00
T  50NaCl 100NaCl 200 NaCl 100 150
CaCl2 CaClI2
T . mmCv%
Sidi Ferred; ™G ()
35,0 - - 5,00
] - 4,50
300 - 400
25,0 - - 3,50
1 - 3,00
o 200 30
15 0 - 2,00
10,0 T B 1!50
- 1,00
5,01 - 0,50
0,0 - - 0,00
50 NaCl 100NaCl 200 NaCl 100 150
CaCl2 CaCl2

Figure 10. Evolution du temps moyen de germinagibcoefficient de vélocité chez les

deux cultivars d’Haricot en fonction du temps déaténtes concentrations salines.

Les données de la figure 11, illustiéeffet des concentrations croissantes de
NaCl et CaCGl sur la vitesse de la germination exprimée paerigps moyen pour avoir
50% des graines germées T50. L'augmentation derleentration en NaCl provoque une
augmentation du temps moyen de germination T50 &dsedeux cultivars qui demeure
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toutefois le plus bas dans les lots arrosés seulealkeau distillée, ce qui explique que sa
vitesse de germination est plus rapide que cellead&res traitements.

Un comportement différent est observédae les graines du cultivar Sidi Ferred]
recoivent un traitement (T4, T5) du Ca®@s graines réagissent par la réduction de leur
vitesse de germination. Tandis que les grainesuttivar Djadida germent a une vitesse

sensiblement identique.

Sidi Ferred;j Djadida

T 50 NaCl ~ 100NaCl 200 NaCl 100 CaCl2 150 CaCl2

Figure 11. Evolution du temps moyen (T50) de geatibn des deux cultivars de

Haricot a différentes concentrations salines.

Cette étude nous a permis d’apporter idormations supplémentaires pour
comprendre la salinité et son effet sur la planteavers les parametres de germination
mesurés. Elle vise a élucider le comportement plogique des graines du haricot
(Phaseolus vulgarid..) au cours de la germination en réponse au stass

Les taux les plus élevés de gertiinaont enregistrés pour le traitement témoin
sans sel dont plusieurs travaux ont rapporté gsiegiaines de la plupart des espéces
atteignent leur maximum de germination en eaulldist{Khan, etl., 2003; Wei, etl.,
2011). En termes de comportement physiologiquegdases dePhaseolus vulgarisL
vis-a-vis du stress salin appliqué, il s’est avgu& globalement la germination a été
considérablement affectée. L’augmentation de lamis@ala des effets négatifs sur la
germination, représentée principalement par lrdele germination et une faible capacité

germinative. Le taux de germination, en conditidesstress salin, donne toujours une
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idée, plus ou moins précise, du comportement dgsrifeuses étudiées (Benaceunlgt
2001) .Ces resultats viennent confirmer les effeigevés a travers des études antérieures,
exercés par la salinité sur le processus de getiminahez plusieurs especes de
légumineuses.

Kaymakanova, (2009), Cokkigzd2012) ont démontré que I'application de
différents niveaux de NaCl induit une réductiontdux de germination chez différentes
cultivars de haricot. Des résultats comparablegtgnobservés chez le petit pois (Okcu, et
al., 2005) le pois chiche (Hajlaou,at, 2007), lentille (EI-Monem, etl., 2008) et d’autres
légumineuses fourragéres (Nichols,abt 2009; Wu, etal., 2011). Ces résultats sont
similaires a ceux obtenus par d’autres chercheursoqt indiqué que les graines des
glycophytes et des halophytes répondent de la nméamgere a la salinité, en réduisant le
nombre total des graines germées et accusantamd @ns l'initiation du processus de la
germination (Khan, «l., 2003). La salinité peut se manifester par detetef osmotique
qui est réversible et/ou toxique qui est irrévdesiha présence de doses élevées en NaCl
entraine la diminution du potentiel osmotique dlieuj cela peut retarder ou empécher
I'absorption de I'eau nécessaire pour la germinghirmazioum, etl., 2010). Aussi une
forte concentration en chlorure de sodium peutagémér 'accumulation des ions de Na+
et Cl- dans I'embryon, et contribue ainsi a I'aditfon des processus métaboliques de la
germination qui modifie l'activité des enzymes détabolisme des acides nucléiques et
des protéines, interrompe I'équilibre hormonaédtit I'utilisation de réserve de semences
(de AzevedoNeto, atl., 2006) ;voir méme a la mort de I'embryon par l'exad’ions
(Hajlaou, efal., 2007). Les travaux de Kshetrimayumakt (2017) ont bien montré qu’a
partir de 2 g/l de NaCl, des processus métaboliqasgraines en germination sont affectés
comme la diminution de I'expression des voies eratigmes de synthése des aquaporines,
ce qui influe sur la pénétration de I'eau dans taing, affectant ainsi sa capacité
d’imbibition.

Le retard de germination, erygénpar les concentrations croissantes du
milieu en NaCl pourrait s’expliquer par I'allongentelu temps nécessaire a I'imbibition
des graines (Ben Miled, etl., 1986; Jaouadi, etl., 2010). L'allure des courbes de
cinétique de germination obtenues corrobore cellgenues par plusieurs auteurs chez
diverses espéces végétales (Jaouadil,,e2010; Gondim, eal., 2010; Tlig, etal., 2012,
Aisset, etal., 2016) .Ceci corrobore aussi les résultats dad&de Amouri, etl.,( 2012)
portée sur six écotypes d’espéces annuelles declgmliet qui ont noté un ralentissement
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du processus de germination en fonction du stiess et de I'écotype de chaque espece.
Ce retard s’expliquerait par le temps nécessaine guaines pour déclencher les
mécanismes qui leur permettent d’ajuster leur prassmotique (Ben Miled, al., 1986),
aussi, pourrait étre due a l'altération des enzyetekes hormones qui se trouvent dans la
graine (Botia, eal., 1998). Il pourrait s’agir également d’'une diffigud’hydratation des
graines suite a un potentiel osmotique élevé eramdiune certaine inhibition des
mécanismes aboutissant a la sortie de la radicskedes téguments et par conséquent un
retard de germination des graines (Gill,aét 2003 ) .En outre, le NaCl provoque un
durcissement de la paroi cellulaire (Neumann, 1983ymann, eél., 1994; Nabil, eal.,
1995) et une diminution de la conductance de lEala membrane plasmique (Cramer,
1992).

Les travaux de Bayuelo-Jimemrea)., (2002) suiPhaseolugt ceux Okgu, et
al., (2005) sur des cultivars de petits pois, ont tmogue le temps moyen de germination
des graines a augmenté avec l'ajout de NaCl et eetgmentation a été d’autant plus
importante que la concentration en sel est éle@épendant, Cokkizgin, (2012) a trouve
que tous les parametres de germination examinég dbe haricot diminuent
significativement avec 'augmentation de la concaign en NaCl, sauf le temps moyen
de germination qui reste comparable a celui du témioa variation des capacités
germinatives associées au temps moyen et au tayenmide germination des graines
permet de bien discriminer les especes quant atddéénance et/ou sensibilité au sel au
cours de la germination (Ghrib, at, 2011).

Nos résultats montrent que pahl#astade de germination, I'addition de GacCl
a la solution saline a augmenté le pourcentaggdaination par rapport au solution qui
contient du NaCl seul, donc les effets négatifs1 dbtress salin au NaCl élevé sur la
germination des graines Béaseolus vulgarient été atténués par I'ajout de?Cau milieu
de croissance, conformément aux études de Caclebalq,(1994); Gul, eal.,( 2006); Li,
et al., (2016) et Wang, el., (2016). L'augmentation de la concentration erokire de
calcium dans le milieu diminue la vitesse de geatiam par rapport au témoin, mais ne
semble pas affecter la capacité germinative degsess (Nedjimi, eal. 2010). Donc un
supplément de C# peut protéger les graines de haricot contre lietseflu stress di au

sel pendant la germination des graines.
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Iv.2.2. Effet de salinité sur les paramétres de croissancedes deux cultivars

IV.2.2.1. Mesure des parametres biométriques

IV.2.2.1.a)Nombres des feuilles

Nous constatons que I'effet déédéntes concentrations des solutions salines
sur les deux cultivars se traduit par une régrassioune diminution du nombre de feuilles
chez les deux cultivars étudiés par rapport aurbres des feuilles des plantes du test
témoin (fig.12) , le nombre varie entre 12 feuileS feuilles chez Djadida et 13feuilles a
4 feuilles chez Sidi Ferredj, mais cette régressisinmoins importante chez Djadida ,en
effet, toutes les concentrations du groupe NaCl, T2, T3), nous constatons que le
nombre de feuilles semble non significatifs et sprésque identiques (8,7,5) feuilles
respectivement.
Néanmoins, un ajout des concentratidnsase du Cagbpermet d’augmenter

légérement le nombre de feuilles chez Sidi Ferradjs reste toujours inférieur par rapport
au témoin que chez Djadida, qui présente un nemé feuilles proche au nombre de

feuilles des plantes qui n’ont subi aucun traitensafin (figure 12).

W Sidi Ferredj ®Djadida
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Nombre des feuilles
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NaCl+CaCl,(100)
NaCl+CaCl,(150)

Figure 12. Variation de nombre de feuilles chezdesx cultivars de Haricot en fonction
des concentrations de solutions salines.

NB : Les barres avec des lettres similaires ne gasisignificativement différentes (p> 0,05)
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IV.2.2.1.b) Longueur de la partie aérienne et du systéme racitra

La présentation statistique (Fig. lLiBlistre les variations de la longueur de la
partie aérienne (LPa) et méme de la partie ra@n@iPr) des deux cultivars de Haricot
soumise aux différentes concentrations salines résultats obtenus montrent que les
différentes concentrations testées ont un effetlaswroissance en longueur des parties
aériennes et racinaires chez les deux cultivadiéduDjadida et Sidi Ferredj, et entrainent
des diminutions significatives par rapport au témaeette diminution de LPa et LPr est
plus prononcée surtout a la plus forte concentnafi® (200 meql) de NaCl (15,16 cm
,12,83 cm ) et (9,4cm, 6,06cm ) respectivemenz@jadida et Sidi Ferred] .

Le traitement amendé par 150 medd CaCl(T5) ne présente aucun effet

significatif de LPa et LPr par rapport au témoimrzlhe cultivar Djadida avec (20,33cm et
14,46 cm) contre (24,66 cm et 15,86¢cm).
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Figure 13.Variation de la longueur de la partieea#re et racinaire des deux cultivars de
Haricot en fonction de différentes concentratidas solutions salines.

N.B : Les Barres avec des lettres similaires n¢ gas significativement différentes (p> 0,05).

Les feuilles sont les partesplus sensibles de la plante au stress salireet ¢
'ensemble des deux cultivars ; on assiste a udact®n significative du nombre de
feuilles par rapport au témoin surtout a partir 200 meqg.f de NaCl. Des résultats

similaires ont été rapportés sur d'autres espéeesChelli-Chaabouni, eal.,(2010),
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d’autre part au cours de I'expérimentation, on astaté que la croissance foliaire est
également tres affectée par I'augmentation du steadin quel que soit le cultivar.
L’expansion des feuilles est considérablement iédipar le sel, les nouvelles feuilles se
développent lentement et le vieillissement dedlé=uagées s’accélére. D’ailleurs, quand
la surface foliaire est réduite par la salinité yNeann, 1997), la production de
carbohydrates devient insuffisante pour suppoaterdissance et le rendement (Munns, et
al., 1995) .La réduction du taux de croissance defidsyeut représenter une adaptation
au stress salin, car I'augmentation des sels daws éntrave I'absorption d'eau par la plante
(Carillo, etal., 2005).

Du point de vue de croiggaen longueurs , nous avons constaté que la
croissance en longueur aérienne et racinaire dierawec I'augmentation de l'intensité du
stress salin conformément a ce que plusieurs aubetiremarqué chez le petit pois (Okcu,
etal., 2005) ,les céréales (Atak,at, 2006), la luzerne (Abdul Qados, 2011) ,la corrand
(Ben Fredj, etal., 2014) et la feve (Lachhab, &k, 2013; Benidire, et al., 2015). Nos
résultats sont en concordance aussi avec les wagtauBenzioni, etal., (1992) et
Boulghalagh, edl., (2008) ou le Jojoba a réagi par une réductiosadpartie aérienne en

réponse au stress salin.

IV.2.2.2. Mesure des parameétres de nodulation

IV.2.2.2.a)Nombre de nodules

Les résultats relatifs au boende nodules sont reportés dans la figure (14)
indiquant ainsi, une diminution du nombre de neduhez les deux cultivars de haricot,
au fur et a mesure que la concentration des différigaitements augmente .En effet, au
traitement sans sel TO le nombre de nodosité et13B ; 163) nodules chez Djadida et
Sidi Ferredj respectivement. Puis, diminue progvessent pour atteindre (121 ; 118)
nodules au traitement T1 et (85 ; 64) nodulesatement T2 jusqu’a ce qu’il S'annule a
une concentration élevée T3 (200 mégié NaCl).

Par ailleurs ,un traitememteadé au Cagla 100 meqlt (T4) n'améliore
pas le nombre de nodule si on le compare avecr@rede nodule des plantes témoin
(TO), sauf que le traitement T5 qui correspond & eoncentration de NaCl+Ca@& 150
meq.t}, révéle un effet bénéfiqgue qui se traduit par angmentation du nombre de
nodosités chez Djadida et Sidi Ferredj ( 98 ; @8is demeure toujours inférieur a celui

noté chez les plantes témoins (133 ;163).
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Figure 14.Variation du nombre des nodules chedées cultivars de haricot en fonction
de différentes concentrations des solutions salines

N.B : Les Barres avec des lettres similaires n¢ gas significativement différentes (p> 0,05).

IV.2.2.2.b) Poids frais des nodules

Les résultats obtenuslsypoids frais des nodules sont illustrés dans la
figure 15 de la méme maniere que pour le nombsanddosités chez les deux cultivars de
haricot commun, la concentration en sel est inveese proportionnelle au poids frais des
nodules. En effet, au traitement témoin TO le pdids affiche (0,92 g et 0,97 g) chez
Djadida et Sidi Ferredj respectivement, puis, dumisignificativement pour atteindre un
poids de (0,054 g et 0,016 g) au traitement de foohcentration en NaCl (T3).

Néanmoins au deuxiemetdmaént, combiné au CaC(T5) il permet
d’améliorer legerement le poids frais des nodutess reste malgré cela inférieur au poids

frais des plantes de contrdle.
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Figure 15.Variation du poids des nodules des deiltiwars de haricot en fonction de
différentes concentrations des solutions salines.

N.B : Les Barres avec des lettres similaires neé gas significativement différentes (p> 0,05).

La réduction de la croissance @esnes est associée a une inhibition de la
matiere fraiche des nodules et a l'initiationeetrlise en place des nodules estimée par le
nombre de ces derniers organes. L’application del [deovoque une chute du nombre de
nodules qui s’accentue avec l'intensité du stréspies’annules avec les fortes doses de
NaCl.

Saadallah, et al, (2001b) suggegea I'initiation nodulaire est particulierement
sensible au sel et cela est di probablement cet’'efé la salinité sur les bactéries
symbiotiques du sol. Ce comportement serait licn@ diminution des sites potentiels
d’infection ; en effet, la salinité diminue la sia\des rhizobiums (Alexander, 1984; Dua,
1992 ), inhibe 'expansion et la courbure des palisorbants (Sprent et Zahran, 1988), ce
qui entraine une réduction du nombre de ces orgamabiotiques et de la croissance du
systéme racinaire en général. Selon Carroll, e{2383) ,le sel ne semble pas inhiber la
nodulation , en réduisant la synthése des lectintkspensables pour la reconnaissance et
'adhésion des bactéries au niveau des poils abetwbLa réduction du poids frais des
nodules, par le NaCl est le résultat de la rédnatie la croissance des nodules et leur
nombre par plante, donc le NaCl a des effets dsifsesur la croissance et le
développement des nodosités .Cet effet sur la atidalcheZ’haseolus vulgaris a été

aussi rapporté par Bouhmouchaét (2005) qui ont observé sur deux cultivars dedwri
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(Coco Blanc et SMV29-21) en présence de 25mM Na€ldiminution de 50% et de 94%
du nombre et du poids sec des nodules respectitemen

Nos résultats rej@ghaussi ceux obtenus chéeia fabapar Delgado,
et al.,(1993), Gaballah, at., (2005) et Bib, eél.,( 2012) qui ont noté une diminution du
nombre et du poids sec des nodules en présencehiiesfconcentrations en sel dans le
milieu conformément a ce qu’'a été observé chezamebreuses Iégumineusedslycine
Max (Delgado etal., 1994 ; Gordon ea&l., 1997 ; James etl., 1993)Cicer arietinum
(Soussi etl., 1996) eVigna radiata(Hafeez, etl., 1988). Cependant la stimulation de la
croissance des nodules a été mise en évidencedecfeaz (Yousef, etl., 1983) et les
cultivars tolérants de pois chiche (Soussalet 1996), ce comportement assurerait une
compensation partielle de la diminution du nombirdeel’efficacité des nodules. D’autre
part la nodulation peut étre affectée indirectenpamtla salinité, car elle peut directement
limiter la croissance des racines des léguminewsfésgtant la réponse des racines a
I'activité bactérienne (Tu, 1981) et aux facteuoslsr chezgponicum(Wang et Stacey,
1990).

IV.2.2.3. Biomasse aérienne et racinaire

IV.2.2.3.a) Biomasse fraiche

L’analyse des données relatanes biomasses fraiches racinaire et aérienne
des deux cultivars (Fig. 16) a montré que I'additite NaCl a différentes concentrations
dans le milieu de culture T1, T2, T3 entraine diesnutions du poids frais aérien chez
Djadida (5,81 g ;4,32 g ;2,47 g) et Sidi FerredB®bg ; 3,50 g ; 2,82 g) par rapport aux
valeurs trouvées dans le traitement témoin qicladfrespectivement (5,79 g; 6,59 g), Il
parait que cette diminution est plus importantecd\aigmentation de la dose du NaCl et
plus marqué chez le cultivar Sidi Ferred; .

La méme tendance est observée pour le fraidsracinaire chez le cultivar
Sidi Ferredj, lorsqu’il recoit des solutions a bagseNacCl, les valeurs régressent de plus
en plus que la concentration en sel augmente, a@tipement au cultivar Djadida qui ne
présente aucune différence significative quellegpiela concentration en NaCl

L’apport du NaCl additionné au CaCI'4 et T5) provoque des augmentations
du poids frais aérien aussi bien pour Djadidal(47, 5,19 g) que pour Sidi Ferred]
(3,02 g ; 2,92 g) par rapport au traitement précB@€2 et T3).Les méme allures sont

observées pour les racines.
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Figure 16. Variation de la biomasse fraiche aégestrracinaire des deux cultivars de
haricot en fonction des différentes concentratiales solutions salines.

N.B : Les Barres avec des lettres similaires neé gas significativement différentes (p > 0,05).

IV.2.2.3.b) Biomasses seches

La production de matiére sechefeedies et des racines des plantes de Haricot
diminue significativement avec 'augmentation dedéinité de I'eau d’irrigation (fig. 17).
En effet, le cultivar Sidi Ferredj est le plus thacpar le sel avec des diminutions
observées, de 30 % et 43 % de la biomasse séchteulles et des racines a 100 méq.|
de NaCl et de 50% et 60 % a 200 méql¢ NaCl. Le cultivar Djadida est le moins affecté
par le sel puisque la réduction de la matiere seelmmmence a se faire sentir qu’a partir
du traitement T3 pour les feuilles elle est de9@ 748 % de réduction) et pour les racines
elle est de 0,32 g (60% de réduction).

Le NaCl+Cafh une tendance a créer une augmentation du peids
lorsque la concentration du milieu s’éleve (T5gtte réponse est observée chez les deux
organes, feuille et racine du cultivar Djadida {1gl et 0,60 g) ; avec des valeurs proches
a celles enregistrées au traitement témoin (T@6(Y, et 0,66 g). Pour le cultiver Sidi
Ferredj I'application de la®fdose du CaGl(T4), ne différe pas significativement au
traitement a base de NaCl seul (T2 et T3) et adfiome biomasse seche foliaire de (0,94 g)

et une biomasse seche racinaire de (0.29g), &iéudtion de la dose de CaCT5) la
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biomasse séche des feuilles et des racines direiraféche des valeur de (0.68 g ; 0,26 Q)

qui reste relativement faible par rapport au éraigent témoin (1.56g ; 0,64 g).
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Figure 17.Variation de la biomasse seche aérienrazimaire des deux cultivars de
haricot en fonction des concentrations des solgtgalines.

N.B : Les Barres avec des lettres similaires né gas significativement différentes (p> 0,05).

Pour les difféerents parameétteda croissance pondérale, nous avons déduit
que le sel exerce un effet dépressif dont l'inténsiepend de la concentration du sel
utilisée, mais, il est clair que le cultivar SidirFedj a manifesté une grande sensibilité au
NaCl, puisqu’elle réagit déja négativement aveadiaentation de l'intensité du stress
salin par une baisse de biomasse fraiche et serhejpport aux plantes témoins non
stressées.

L’inhibition de l'activité deragissance par le NaCl est un comportement
général caractérisant les glycophytes (Abdelly,7d9Bhaseolus vulgarigoeut ainsi étre
qualifiées de « glycophytes sensibles» dont lel sieuiolérance se situe entre 0 et 50 mM
de NaCl (Levit, 1980). L'effet négatif du stresdirsaur la croissance des végétaux est
largement décrit chez plusieurs espéces cultiveesefiway et Munns, 1980) et plusieurs
légumineuses a grains importants (Tejeralgt2006), conformément a ce que plusieurs
auteurs ont remarqué : Wilsonatt (2006), Gama el. (2007), Akhtar et Hussain (2009),
Taffouo etal. (2009) et Win eal. (2011) sur différentes especes de légumineusesntl

signalé que le poids total était significativemedduit avec l'augmentation des taux de
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salinité. Un résultat similaire a été rapporté aymakanova, et al.( 2008) qui ont révélé
que la réduction de la biomasse des plantes deodtsmrians des conditions de solution
saline était indicative de plusieurs limitationsadeissance.

Les résultats de Lyansis etal.(2005), Navarro etl., (2010) et Niu
etal.,(2010 ) sur le piment montrent que la croissareg®tative (Matiére seche feuilles+
racines) est séverement affectée par la salimprt@ de 50 mM NaCl ou la réduction de
la biomasse commence méme a 30mM de NaCl cheri&@é/Alabeul , aussi les résultats
trouvés par Sanchelanco, etal.,(1991) qui ont montré que la diminution du poids s
des feuilles chez la tomate est une conséquenieesadinité. Des effets similaires ont été
remargqués sur la croissance des plantules de Ilpistagoumises a un stress salin en
conditions in vitro (Benmabhioul, el., 2009).

D’aprés nos résult@ssalinité a réduit davantage la croissance des
parties aériennes du haricot comparativement a del racines, les mémes résultats ont
été rapportés par Dubey et Singh (1999). Cettstaggie du systeme racinaire du haricot
au stress salin peut étre due a une diminutiotatledation du carbone pour la croissance
foliaire au profit de la croissance racinaire (Byooli, etal., 1992). Flowers, el., (2001)
et Qian, eal.,(2007) ont signalé que le maintien d'une croissammrmale des racines sous
salinité démontre que cette plante tolere le sepe@dant, il est possible que le maintien
de la croissance des racines dans de telles comglioit d0 a I'adaptation de la plante au
stress salin plutét qu'a la tolérance propremet&t @hlshamary, etl., 2004), car elle
entraine une augmentation de la surface d'absorptieau, empéchant ainsi la
déshydratation (Okusanya, 1977).

En effet, pour s’ptex au stress salin, la plante peut éviter les
dommages par la réduction de la croissance (La2@0i/), c’est I'effet le plus commun
des stress abiotiques sur la physiologie des gahteréduction de la croissance est une
capacité adaptative nécessaire a la survie d'uamgelexposée a un stress abiotique. En
fait, ce retard de développement permet a la pldfdecumuler de I'énergie et des
ressources pour combattre le stress, avant quéséxdilibre entre I'intérieur et I'extérieur
de I'organisme n'augmente jusqu’a un seuil ou lemchages seront irréversibles. La
réduction de la croissance peut étre aussi liéesgpdrturbations des taux des régulateurs
de croissance (acide abscissique et cytokinines)ites par le sel (Kuiper, at., 1998),

parfois & une réduction de la capacité photosyiginétsuite a une diminution de la
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conductance stomatique de £€ous la contrainte saline (Santiagoalet1986) et ce qui
a permis de limiter I'offre de glucides nécessaila croissance (Alam at., 2004).

Certains auteurs lientdpanse au stress salin a la variation génotypique
des plantes (Saadallahaa&t2001a, 2001b), tandis que d’autres signalent niibition
de l'activité de certaines enzymes entre autreitt@genase et la glutamine synthétase
(Khadri etal .,2006). Levy et Shalhevet , (1990) ont noté guetluction de la croissance
sous l'effet du stress salin peut avoir lieu sagses de toxicité.

L’addition du €aa la solution d'irrigation sous forme de CaQorrige
les effets du NaCl sur la croissance. Ces résutatBrment celles trouvées par (Cramer,
et al.,, 1990.) qui ont rapporté que l'ajout du calciuntrane une amélioration de la
croissance des plantes d’orge stressée par desntoatons élevées de NaCl et KCI.
D'autre part Cramer, af. (1991) ont signalé I'existence d’'une corrélatmmsitive entre
la teneur en calcium et la croissance de l'orge.

Le r6le du calcium dananiélioration de la tolérance a la salinité est
attribué a l'intervention du calcium dans la st#bimembranaire et dans la sélectivité
ionique (Subbarao, etl.,, 1990). Ehret, etl., (1990) ont montré que le calcium joue un
r6le important chez le blé dans le maintien dedaibté membranaire des tissus foliaires
dans les conditions du stress salin. Aussi laiotistin de I'alimentation calcique inhibe
I'établissement de la nodulation chez les plantesmises au sel et limite leur

développement (Zahran, &t, 1986).

Iv.2.3. Effet de la salinité sur les parameétres hydriques
La teneur en eau des feuidgseigne sur la turgescence relative des tissus et
figure parmi les critéres d’évaluation de toléraaanestress. Pour apprécier I'état hydrique
des plantes expérimentées sous stress salin, nouas auivi les variations de la teneur
relative en eau foliaires et racinaires apres engasne d’application de la solution saline
composée de NaCl et NaCl+Ca@ui est représenté dans la Figure. 18.

Nos résultats indiquent que deezultivar Djadida, la salinité n’a pas un effet
significatif sur la teneur relative en eau, qued qoit I'organe et le type du traitement étudié
a I'exception de la concentration élevée de (206.Mede NaCl ou la teneur relative en
eau foliaire a diminué avec une valeur de 67,98a¥dis que chez les plantes témoins
cette teneur est égale a 78,16 %.
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Le cultivar Sidi Ferredj montreuggles teneurs relatives en eau foliaires sont
faibles par rapport au témoin (88,15 %) et dimiaudur et a mesure que la concentration
en NaCl du milieu augmente. En effet & 100 medd NaCl (T2), la teneur relative en eau
est de 64,70 % et a 200 melgde NaCl (T3) elle est de 59,60 %.

Le statut hydrique racinaire preésente aucune différence statistiquement
significative chez les deux cultivars sauf a laanration élevée T3 (200me¢NaCl)
ou la variété Djadida augmente son statut hydrigieficativement a raison de 79,39 %.
D’aprés ces résultats obtenus, illdemue Djadida présente une tolérance
moyenne a la salinité mieux que le cultivar SidirEdj, étant donné le maintien de la

turgescence plus important donc une meilleure etigu osmotique.

Em Djadida @Sidi Ferredj W Djadida @Sidi Ferredj

9 - a
80 -
70 ©
60
50
40 -
30 -
20
10 ©

Teneur relative en eau (%)

NaCl (100)
NaCl (200)

NaCl+CaCl; (100)
NaCl+CaCl, (150)
NaCl+CaCl; (100)
NaCl+CaCl, (150)

Feuilles Racines

Figure 18.Variation de la teneur relative en easdkx cultivars de haricot en fonction

des concentrations de solution salines.

N.B : Les Barres avec des lettres similaires n¢ gas significativement différentes (p> 0,05).

L’eau est une ressouncdispensable pour les végeétaux et reste un
indicateur physiologique intéressant pour I'estiomatie I'état d’hydratation des plantes,
en fonction de la disponibilité de I'eau dans l&zosphére et I'aptitude de ces plantes a
I'absorber. En conséquence, tout déséquilibre dansutrition hydrique se manifeste
souvent dans le taux de cette teneur qui semldgéalen situations salines chez les deux

cultivars étudies, ce paramétre varie selon l'espédintensité du stress .Ces réductions
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sont plus importantes chez les cultivars sensdmagparativement aux tolérant et affectent
nettement le statut hydrique des feuilles de Sadid€dj que celui de Djadida.
Des résultats similaires été rapportés par Snoussiakt (2004), Taibi

et al., (2013a), Laredj-Zazou, (2013) qui ont montré tpeotentiel de I'eau a diminué
considérablement dans les planteqleaseolus vulgarid..) traités au sel ; ché¥icia
fabal (Rabie et Almadini, 2005) et ch€eratonia siliqua.. (EI-Refaey eal., 2011).Nos
résultats confirment aussi ceux trouvés par Strogofi964) et Gale, (1967) qui affirment
gue le sel diminue la transpiration en raison queadlinité a augmenté la perte d'eau
cellulaire et par la suite les feuilles sont devensgucculentes pour survivre dans des
environnements stresses de sel et maintenir ueertem eau foliaire suffisante (Taibi et
al., 2013a. ).Ainsi I'absorption hydrique par lesings est €également réduite comme c’est
le cas chez les glycophytes et quelques halophiaplan et Gale, 1972).

Le C& aide les plantes & maintenir les teneurs en elatives et la
conductance stomatique (Ahmadakt 2016 ) empéchant ainsi, les dommages causeés par
la déshydratation du cytoplasme (Rshalet2006).

Iv.2.4. Effet de la salinité sur le taux des cendres
D’apres la figure 19, les r@s du cultivar Djadida sont plus riches en
cendres que ses feuilles avec des taux respeetii$23o contre 37 % au traitement sans
sel To.

L’application du sel & 50qr@ et 100 meqgtde NaCl charge les teneurs
foliaires en cendres chez les deux cultivars ##6c% ; 45 %) chez Djadida et (47 % ;
53 %) chez Sidi Ferredj. L’augmentation de la cotragion saline en NaCl (T3) stimule
les deux organes feuille et racine, a accumuleids haut taux en cendres (64% ; 62%)
chez Djadida et (63 % ; 64 %) chez Sidi Ferred,|.

Les racines paraissesgmsibles au traitement de faible dose de NaCl (50
meq.I! et 100 meq}) chez les deux cultivars.

Alors que l'application diaCh a différentes doses dans le milieu de
culture rend les teneurs foliaires et racinagesendres plus importantes chez les deux

cultivars étudiés.
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Figure 19. Variation taux des cendres des deuxveuttde haricot en fonction des
concentrations des solutions salines.

N.B : Les Barres avec des lettres similaires neé gas significativement différentes (p > 0,05).

La tolérance des plantassal dépend de la facon par laquelle elles
contrélent I'absorption et le transport des élémanttritifs a travers les organes. Les
résultats obtenus des taux des cendres, montrentogs les traitements appliqués ont
conduit les deux cultivars a des charges minénaipertantes dans tous les organes. Cette
accumulation du taux des cendres dans les feeilldans les racines atténue a un niveau
considérable, surtout aux concentrations élevées rsultats corroborent les résultats
trouvés par Laredj-zazou, (2013) étudidritgseolus vulgarid.).

Dubey, (1997) et Yeo, (&DSignalent que la salinité provoque un stress
osmotique et ionique combiné a la fois sur lestpkan_es effets osmotiques des sels sur
les plantes résultent de I'abaissement du potdmgahique du sol suite a lI'augmentation
des concentrations des solutés dans le profilaeinles plantes (Sohan, Jasoni et Zajicek
1999).
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V.1. Matériel et Méthodes
V.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisérrespond aux feuilles et aux racines des deux
cultivars Djadida et Sidi Ferredj, qui ont été gademment récoltées, séchées dans une
étuve a une température de 35 °C pendant 48 heunssbroyées a I'aide d’'un broyeur
électrigue et conservés dans des flacons en verre.

Les poudres constituent oraiere tres importante pour notre étude, dont
une partie a été utilisée pour I'analyse des par@ndiochimique. Nous signalons que
pour certaines analyses on a utilisé le matérigétad a I'état frais.

V.1.2. Méthodologie retenue

Cette partie est consaci& aosages des composés énergétique,
biochimique qui sont synthétisés suite a I'appiaates traitements salins.

V.1.2.1.Accumulation et dosage des composés glucidique

V.1.2.1.a)Accumulation et dosage des sucres solubles
Les sucres solubles totaux sontslpsé la méthode de Dubois akt(1956)
» Protocol expérimental

100 mg de matiére végétale, rdemes et des feuilles sont moulu et placés
dans des tubes a essai, on ajoute 3 ml d'éth&@@.0On laisse reposer a une température
ambiante pendant 48 heures, puis on fait évaptaésool en mettant les tubes dans un
bain-marie a 70 °C. Aprés refroidissement, on @&o20 ml d'eau distillée dans chaque
tube a essai. On prend 1 ml de la solution efautel ml de phénol a 5 %, puis, on agite
éenergétiqguement. On ajoute 5 ml d'acide sulfurmpreentre, puis on les passe au vortex.
On les laisse au repos pendant 10 min, puis opasse au bain-marie a 30 °C pendant 15
minutes. On laisse refroidir pendant 30 minute&bsorbance est lue a 490 nm, au
spectrophotometre, en se référent a une courbalabéiage effectuée a partir de

concentrations croissantes d'une solution de géuatisnt de 10 & 100 pg{Annexe B).
V.1.2.1.b)Accumulation et dosage des sucres pariétaux (polyszharides pariétaux)
+ Préparation du résidu pariétal

Le protocole expérimentale appliguété adopté et cité par (Harcheakt
1991).
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50 g de poudre végétale sont ¢htits dans un Erlen meyer contenant un
mélange Ethanol-Toluéne (1V-1V) et mis sous agitapiendant 14 heures sous hotte, cette
opération est répétée deux fois. Elle permet diékmles lipides solubles, les tanins et
autres constituants cytoplasmiques. Apres filtraior toile a bliter, le résidu pariétal est
mis dans I'éthanol sous agitation pendant deuxdsepour éliminer les traces du toluéne,
le résidu est ensuite rincé quatre fois a I'eatilldis, et une derniere fois a I'acétone, puis
séché a l'étuve a 60 °C pendant 24 heures. Leuastitenu contient les lignines, la
cellulose, les hémicelluloses et les pectines.(hagatal., 1991).

+ Deélignification du résidu pariétal
15 g de résidu pariétal sontangés a 150 ml d’eau, 1 ml d’acide acétique et
5 g de chlorite de sodium, le tout est mise etatigh a 80 °C pendant 14 heures sous
hotte. Puis, 5 g de chlorite de sodium et 1 mlida@acétique sont ajoutés au mélange, le
tout est laissé en agitation pendant 13 heuressAfiltration sur toile a bluter, le résidu
est lavé a I'eau distillée et a I'éthanol puis ensecher a I'étuve a 60 °C pendant 24 heures
(Harche etl., 1989; Moine, 2005).

& Extraction de la cellulose et des hémicelluloses

5 g de résidu pariétal (mutlélignifié) sont introduits dans un Erlen meyer
contenant 100 ml de NaOH a 4 % et mis sous agitagmdant 14 heures. Cette opération
est renouvelée sur le résidu pariétal pour réecupemaximum des hémicelluloses.

Apres filtration sur toile a blutéx,résidu est lavé avec de I'eau distillée puisave
I'acétone, ensuite séché a I'étuve a 60 °C pentlartieures et enfin pesé. Cette partie
représente la fraction cellulosique.

Les deux filtrats obtenus somutnalisés par l'acide acétique pur, puis
précipités dans I'éthanol (1V-3V) pendant 14 heubgsés centrifugation a 3600t/min et
pendant 30 minutes, le culot est lavé par I'eatilldis puis par I'acétone, ensuite séché a
'étuve a 60 °C pendant 14 heures et enfin peséte Gmartie représente la fraction
hémicellulosique. (Habibi, 2004; Rayadt, 2004).

V.1.2.2.Accumulation et dosage des composés Azotés

V.1.2.2.a)Dosage des protéines (Méthode de Kjeldhal)

1993). Il s’agit d'une méthode indirecte de dosdgs protéines par détermination de la
guantité d’'azote des protéines a I'état minéral.
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» Protocol expérimental
+ Minéralisation
Dans un matras du minéralisateniintroduit 0,1 g d'échantillon ; 10 ml d'acide
sulfurique concentré et 01 g de catalyseur (mélategysulfate de cuivre(CuSO4) et du
sulfate de potassium(K2S04)).
Le matras est chauffé jusqu'queson contenu devienne limpide, soit environ
6 heures.
+ Distillation

Apres refroidissement, le minérdlisénsi que l'eau de rincage du matras, sont
transvasés dans le tube du distillateur, pourdtlldition, en présence de 80 ml de soude a
30 %. Le distillat est recueilli dans un bécherteaant 25 ml d'acide borique & 4 % et 2
gouttes de rouge de méthyle.

+ Dosage de 'ammoniac libéré
Le distillat contenant I'ammanest dosé avec une solution d'acide sulfurique
0,1 N jusqu'au virage de la coloration au rosevdlame d'acide sulfurique nécessaire est
noté. La teneur en azote total est calculée conuibe s

VXNx0,014 x100
m

N% =

N% : teneur en Azote totale en pourcentage.
V : Volume en ml de la solution d’acide sulfuriquécessaire pour obtenir le virage
N : Normalité de la solution d’acide sulfuriqueliste lors du titrage (0,1N)
m : masse en g de I'échantillon

La teneur en protéines totalesaspondante, P%, est obtenue en multipliant la
teneur en azote total (N%) par le facteur de cmior 6,25, sachant que les protéines sont
constituées par 16% d’azote (Godon et Loisel, 18@itian etal., 1995) (figure.20).

P%= N% x 6,25
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Figure 20. Minéralisateur et Distillateur Kjeldhélaredj-Zazou ; 2018).

V.1.2.2.b)Dosage de la proline

Le principe de cette méthode coasasta quantification de la proline a partir de
sa réaction avec la ninhydrine .La proline sapt® avec la ninhydrine en formant un
complexe coloré, l'intensité de la coloration @spprtionnelle a la quantité de proline dans
I'échantillon.

» Protocol expérimental

100 mg de matériel végétal (rasioe des feuilles) sont broyés et macéres dans
2 ml de méthanol (40 %) puis chauffés au bain-ena85 °C pendant 60 min. Les tubes
sont ensuite recouverts de papier aluminium etarw@gusqu’au moment du dosage.

La proline est dosée selon la teph utilisée par Troll et Lindesely,(1955)
simplifiée et mise au point par Dreier et Goring9{4) et modifiee par Monneveux et
Nemmar, (1986). Apreés refroidissement, 1 ml dedlaition a été prélevé de chaque tube
et mis dans de nouveaux tubes auquel nous avom® djonl d’acide acétique et 25 mg de
ninhydrine. Ensuite, on ajoute dans chaque tubédun mélange contenant ;

120 ml d’eau distillée,
300 ml d’acide acétique,
80 ml d’acide orthophosphorique

On porte les tubes a essai a diomlau bain-marie durant 30 minutes Apres
refroidissement des solutions on ajoute 5 ml deeteé dans chaque tube. Apres agitation
au vortex deux phases apparaissent. On préleveakesupérieure a la qu’elle on ajoute
5 mg du sulfate de sodium, puis on les laisse posrpendant 48 heures (Figure. 21).

On procéde a la lecture de la densipdigoe des échantillons avec le
spectrophotometre a la longueur d’'onde de 528 nm.
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Figure 21. Extraction et dosage de la prolinerédpZazou, 2018).

V.1.2.3.Dosage des composés lipidique

Selon Lecoq, (1965), l'extractiors demposeés lipidiques est faite par I'appareil
de Soxhlet en utilisant comme solvant organighexane. (La méthode indirecte ou
méthode des résidus pour extraire la matiére g(@sken etal., 1998) ).

Apres évaporation du solvant, ledesést séché puis pesé (Wolff, 1991).Cette
pesée correspond au poids total de la matiéregycasgenue dans une prise d’essai.

» Protocol expérimental
Un échantillon de 3 g de broyatfdeilles est introduit dans la cartouche
d’extraction de I'appareil de Soxhlet (Figure 2&)ntenant 100 ml d’hexane.
L'extraction dure 6 heures.dadvant est récupéré par distillation. Le ballon

contenant la matiére grasse et le résidu de sobsainhis dans I'étuve a 105 °C pendant
une heure pour enlever le résidu de I'hexane, pes® afin de déterminer la teneur en

composés lipidiques.

Figure 22. Appareil de Soxhlet. (Laredj-Zazou, 2018

60



Partie expérimentale

Chapitre V : Potentiel biochimique énergétique Rlleaseolus vulgarid.) sous stress salin

Le taux de la matiere grasse est calculéaplarmule suivante :

P2 1
Taux(MG)% = — X 100

Avec :

P1 : Poids du ballon vide (avant I'extraction).
P2 : Poids du ballon avec résidus (apres |'extmalti

E : prise d’essai.

V.2. Résultats et Discussion

Vv.2.1.Effet de la salinité sur 'accumulation des compose glucidique

V.2.1.1.Accumulation des sucres solubles

La figure 23 présente l'influerahe stress salin sur 'accumulation des sucres
solubles dans les feuilles et les racines de deltwars Djadida et Sidi Ferred). Ces
teneurs sont plus élevées chez Sidi Ferredj gae Dijadida. Ainsi ; 'accumulation la
plus importante a été enregistrée au niveau elefels de Sidi Ferredj & 50 metdie
NaCl (67,88 pg/ml) et chez Djadida a 100 méagl NaCl (60,94 pg/ml).

Par ailleurs, des chutes ont étéegistrées sous l'effet des concentrations
élevées de NaCl (200 med)l-pour les feuilles et les racines respectivemergca
(38,22 pg/ml et 25,16 pg/ml) chez Djadida et (31@/ml et 17,22 pug/ml) chez Sidi
Ferred,.

Le traitement salin a base dCMNaCaCb (T4 et T5) provoque une diminution
significative des sures solubles aux niveaux daslés et des racines des deux cultivars
Djadida et Sidi Ferredj par rapport aux plantesndsa au test témoin, mais, cette
diminution reste non significative chez la vari®j@adida par rapport aux concentrations
salines modérées en NaCl 50 méetl 100 meqt (T1 et T2).

En effet, I'accumulation desm®scsoluble totaux au niveau des feuilles et des
racines de la variété Djadida soumise au traiterderiflaCl+CaCl (T4, T5), parait plus
importante, par rapport a celle enregistrée agauvde la méme variété soumise au
traitement de NaCl uniquement a fort concentralid (200 meq.B, mais, semble étre
proche de celle enregistrée au traitement T2 &aneentration modére de 50 mef.I-
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Figure23. Variation de la teneur des sucres seltdthux (ug/ml) chez les deux

cultivars de Haricot en fonction de différentesn@entrations de solutions salines.

N.B .Les Barres avec des lettres similaires né gas significativement différentes (p > 0,05).

Nous déduisant que, le stresén sappliqué aux plantes dePlfaseolus
vulgarisL) modifie le métabolisme des glucides et provogne variation de la teneur en
sucres solubles pour les deux génotypes au nivesatedilles et des racines. On remarque
gue I'accumulation la plus importante a été enteggschez les feuilles des deux cultivars
aux concentrations modérées de NacCl. Par alleles chutes ont été enregistrées sous
I'effet des concentrations élevées chez les deganes des deux cultivars.

Nos résultats rejoignent ceuxeabs par d’autres auteurs (Bayuelo-Jiménez et
al., 2012; Tejera e#l., 2005) qui constatent des augmentations des reregu sucres
solubles en présence de la contrainte saline elsgzddntes dBhaseolus vulgarid..

Egalement, ces observations sonticcord avec celles de Cachorralet
(1993) qui ont noté une augmentation de 51 % gayar au traitement témoin chez les
plantes de la méme espéce stressée par 100 mMQle Na

L'augmentation de la teneur en susodubles lors d'un stress salin est parmi les
phénomenes les plus observés dans la réponseeas @tlajinashemi etl., 2006) malgré
une diminution significative du taux net d'assirtivta de CQ (Murakezy etal.,

2003). Lorsque les glycophytes sont exposés aame $alinité, 'augmentation des taux
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des sucres solubles contribue jusqu'a une augrmnti 50 % du potentiel osmotique
(Parvaiz et Satyawati, 2008). L’accumulation desras! solubles chez les plantes a été
largement rapportée de nombreuses autres différesfeces telles que I'orge (Hassani et
al., 2008), le tournesol (EIMidaoui al., 2007),Vicia fabacv. Misr 2 (Mohsen eél.,
2013) et cheMedicago sativdFarissi etl., 2011; Ibriz etl., 2004).

Ashraf et Tufail, (1995) ardnstaté que les variétés tolérantes accumulent
des proportions plus importantes de sucres quesceles variétés sensibles chez le
tournesol.

En revanche Gadallah, (1999)pté une diminution des teneurs en sucres
chez Yicia fabacv. Calvor 103), il a été aussi trouvé que de$oconcentrations salines
induisent une chute brutale de la teneur en sisolebles chez la tomate (Perez-Alfocea
etal., 1996).Cette diminution pourrait étre attribuég affets négatifs de la salinité sur le
métabolisme des glucides, par I'inhibition de latolsynthése due aux ions toxique et dans
les racines peut étre expliquée par sa migratios hes feuilles pour s’y compartimenter
sous contrainte saline d’ou le réle important desres dans I'osmorégulation. Nos
résultats sont en parfait accord avec ces étudesl'seffet de forte concentration saline.

Ashra et Harris ,(2004) sioleérent que les sucres solubles pourraient
contribuer a plus de 50 % a l'ajustement osmotigaes glycophytes soumises aux
conditions de salinité. En effet, les sucres sasil@ssurent des fonctions majeures dans
I'osmoprotectant, le stockage du carbone, le piggeabes radicaux libres (Paridaad!,
2004) et le maintien de I'équilibre hydrique erdgeytoplasme et la vacuole, comme c’est
le cas dHordeum VulgarédHaouala, 1999).

Le traitement salin NaCl+ Ca@ontre une diminution significative aux
niveaux foliaires et racinaires des deux cultiyaas rapport aux plantes de controles. Le
cultivars Djadida présente des valeurs prochesvadeurs des concentrations salines
modérées en NaCl 50 mebdt 100 meq, ceci peut étre di a I'effet améliorateur attribué
au C&" supplémentaire via 'augmentation de I'accumulaties solutés organiques dont

les sucres solubles totaux font partie (Silvalgt2003).
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V.2.1.2.Accumulation des sucres pariétaux (polysaccharidgsariétaux)

V.2.1.2.a)Quantification de la cellulose
Les résultats illustrés denigure 24, présentent I'effet de la salinité kur
teneur de la cellulose. Nous révélons une diminugous l'effet des concentrations
modérées de NaCl (50 mebdt 100 meq}) dans les feuilles et les racines du cultivar
Djadida respectivement avec (16,52 % et 13,44 tolaatement T1, et (14,20 % et 12,42
%) au traitement T2, mais cette diminution jugée significative par rapport au traitement
sans sel TO (17,60% et 14.42%).

Tandis que chez les fesikt les racines de Sidi Ferredj une concentratio
modérée de 50 med.de NaCl a un effet dépressif sur la teneur dellose (10,08% ;
8,63%), par rapport aux plantes de contréles 2%3 14,96 %).

Ces teneurs en cellulégi@ires et racinaire évoluent de fagon trés
remarguable et significative avec I'augmentatioa dmncentrations saline en NaCl (T3)
chez les deux cultivars.

Les concentrations comhinéa CaCl provoquent une accumulation
significative de cellulose chez les deux organdssetleux cultivars par rapport au témoin.

m Sidi Ferredj ® Djadida W Sidi Ferredj ™ Djadida
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Figure 24 .Variation de taux de cellulose (%) cleszdeux cultivars de haricot en fonction de
différentes concentrations de solutions salines.

N.B. Les Barres avec des lettres similaires né gas significativement différentes. (p > 0,05).
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Les résultats de la compasities polysaccharides des parois cellulaires des
feuilles et des racines de deux cultivars Pti@seolus vulgarig, suite a ce stress salin
montrent une variabilité dans les teneurs obtedada cellulose, en fonction des organes
(feuilles, racines) et en fonction de la naturkimtiensité du stress salin.

La teneur en cellulose fiodizet racinaire était Iégérement abaissée emr d
concentrations modérées de NaCl chez Djadida,dang chez Sidi Ferredj une faible
concentration (50 medt) de NaCl a considérablement réduit la teneur éolese des
deux organes.

Les fortes concentratio29Q meqf) de sel du NaCl entrainent des
augmentations significatives des teneurs en osld chez les deux cultivars.

Le Gasupplémentaire chez le cultivar Djadida atténuestfet inhibiteur
chez les deux organes par rapport au cultivar Sadiedj qui affiche des valeurs plus
élevées de cellulose que le témoin.

Une réduction similaire ¢ teneur en cellulose favorisée par les
conditions salines a été rapportée par plusieavatix ; sur trois hybrides de mais avec
une tolérance au sel contrastée, ont montréinmaution de la concentration de cellulose
dans tous les génotypes (Musgka etal., 2014), dans les feuilles de mais sous stress sal
(Uddin, et al. 2013), dans les cellules de tafidicotiana tabacuni..) croitraient dans
0,428 M de NaCl dont la synthese de la cellulog#éainhibée sensiblement dans des
cellules adaptées et qui présentaient des propsrtheaucoup plus faibles de cellulose
(Iraki etal., 1989) et dans les plantes de cot@nogsium hirsuté..) (Zhong et Lauchli,
1993).

Le traitement au sel pégalement entrainer une déstabilisation des
microtubules (Wang &tl., 2007) ce qui peut affecter les trajectoiresalkilose synthéase
(CesA) dans la membrane plasmique et par consédesepdts de cellulose (Paredez et
al., 2006). Récemment, Endleradt, (2015) ont identifié deux protéines dans le caxel
de cellulose synthéase qui aident a relier le cergaux microtubules et sont importantes
pour la croissance des plantes sous stress salin.

D’apres l'analyse de ces itassl il semble que I'accroissement du taux de
cellulose sous les fortes concentrations de selurrait étre un résultat d’'une toxicité
favorisé par les fortes concentrations de NaCl .Mgsiltats sont en conformités a ceux

rapportés par Serra ak, (2015) qui ont montré que des niveaux subtoxigl@gents de
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stress chimiques pouvaient provoquer des changemetaboliques inattendus avec des
impacts différents sur la croissance et la comprsinétabolique des organes végétaux,
en effet, le dépot de cellulose dans la paroi [tk affecte la trajectoire et la vitesse
de diffusion des protéines membranaires plasmaiglieal le role de la paroi cellulaire
dans les processus d'immobilisation des protéiresbranaires plasmatiques (Martiniere
etal., 2012).

V.2.1.2.b) Quantification de I'hnémicellulose

Les résultats présentent danfigure 25 ont révélé que le stress salin a
entrainé des diminutions considérables des tern#uemicellulose foliaires chez les deux
cultivars, par rapport au témoin, quel que sottdacentration et le type des sels utilisés.

Néanmoins, la réduction dedaeur d’hémicellulose au niveau racinaires
induite par le stress salin du NaCl est presqmeélaires au témoin chez Djadida, et aucun
changement n’est marqué, sauf au traitement 100Itdg NaCl (T2) qui a révélé une
valeur de 3,06 % et celui combiné avec 150 miatpl CaCi (T5) qui a enregistré une
valeur de 3,04%, qui provoquent des diminutiongificatives par rapport au traitement
témoin (4,97 %).

Chez Sidi Ferred), les difféisndoses du groupe NaCl et les doses groupes
CaCb donnent des taux presque similaires d’hémiceledogacinaires, mais restent
significatives et inférieures par rapport au tém(6i,03 %), sauf le traitement T4 de CaCl
qui indique des valeurs proches de celles du tésiein (4,99 %).

Le taux en hémicelluloses desliiesii des deux cultivars sous stress combiné
NaCl+CaC} enregistrent des valeurs inférieures a celle alg@emu témoin mais la 1 ére
dose de CaGla atténué I'effet de NaCl et donne des valeurscqipatives avec un effet
non significatif au niveau racinaires chez lesxdeultivars. Le C4 assure un role
important dans la stabilité des structures pagétéDupont eal., 1990 ), c’est un facteur
important dans le maintien de l'intégrité strudteret fonctionnelle de la membrane
(Epstein, 1972; Lauchli et Epstein, 1970; Leggel et1982) .

La membrane cellulairdeeparoi cellulaire ont une charge négative en
raison des groupes carboxyliques et phosphorigeesalcium agit comme un pont
électrique entre ces charges et renforce la meralwetulaire et la paroi cellulaire. D'autre
part, I'existence d'un tel ion dans l'espace ietkriaire des composés pectiques est

responsable a la stabilité des tissus (Marschi985).
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Figure 25.Variation du taux de 'hémicellulose zhes deux cultivars de haricot en
fonction de différentes concentrations de solisalines.

N.B. Les Barres avec des lettres similaires n¢é gas significativement différentes. (p > 0,05).

Nous savons que I'hémicellalgseut former un réseau primaire via une
liaison hydrogéne avec des microfibrilles de cebel (Cosgrove, 2005). Le changement
de structure et de la composition de I'némicelkilest un moyen pour I'extension de la
paroi et I'élongation cellulaire, de ce fait cestcomposant essentiel pour le maintien de
la paroi.

Des diminutions de la teneuhémicellulose foliaire sont observées chez les
deux cultivars étudiés en fonction de lintensité ddress par du NaCl, qui a également
entrainé des diminutions de ce parametre au niveainaires chez Sidi Ferredj, l'autre
cultivar Djadida n’a marqué aucun effet signifiasiauf a la concentration de100 méq.|
de NaCl. Nos résultats concorde avec celle obtpau8en Nja, (2014), ou le traitement
de la luzerne avec 150 mM de NaCl se traduit pahaisse de 20% a 50 % des proportions
relatives des hémicelluloses dans les feuillegygre, le taux de I'hémicellulose a affiché
un niveau d'équilibre chez les racines d'un gértgsoja tolérant au sel en réponse au
stress salin (An dl., 2014).Une autre suggestion signalée par MustaREnault,(2004)

chez les plantes de cornouiller rouge une plantgptéeé au sel, la composition en
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hémicellulose n'a pas été altérée malgré une ditoinwe la croissance des plantes est
observeé.

Des résultats obtenusSaatak, eal.,( 2010) et Taieal.,( 2013) et Sadak,
etal., (2015) sur les plants de féverole montrent umendition significative de la teneur
totale en polysaccharides des feuilles de féverste tendance pourrait résulter d'une
réduction de 'activité photosynthétique et/oualeekpiration afin de fournir suffisamment
d'énergie pour l'absorption d'eau et de nutriments.

Piro, etl., (2003) ont rapporté que la biosynthése des potysaides de la
paroi cellulaire a diminué de moins dans le cuitd@blé résistant a la sécheresse que dans
le cultivar sensible sous stress hydrique, tandes Aguino, efl., (2011) ont cultivé des
plantes dryza sativaen présence et en absence de 200 mM de NacCl, ¢amvation en
polysaccharides carboxyles a été multipliée pas glitrois chez les plantes cultivées en
présence de sel.

v.2.2.Effet de la salinité sur 'accumulation des compos2 Azotés
V.2.2.1.Accumulation des protéines totale
Les résultats indiqués dinsgure 26, indiquent que I'addition du sel a
différentes concentrations a la solution d’arrosagedifie la teneur des protéines totale.
On observe, alors, une baikseontenu en protéines au niveau des feuilles
des deux cultivars a raison de (28,85 % ; 26,41%2d9%) chez Djadida et (23,45 % ;
19,42% et 11,14%) chez Sidi Ferredj au traitem@nil 2 et T3 respectivement, par rapport
au traitement TO (30,64 % et 29,26 %).

Nous pouvons déduire pueariété Sidi Ferredj affiche des réductions
significatives en fonction de l'intensité du stresdin ; si on la compare au test témoin et
méme au cultivar Djadida.

En outre, et au nivems racines du cultivar Djadida, nous constatons
que l'accumulation des protéines a des concentratimodérées de NaCl T1 et T2 (50
meq.* et 100 meql), (19,04% et 21,37 %) , ne présente aucun sffgtificatif, par
rapport aux test témoins (17,04 %) .Cela estidéns comme une réponse adaptative de
cet organe, face au stress salin a des concensatiodérées.
Par contre chez le culti$ati Ferredj la teneur en protéine au niveau des

racines, montre une fluctuation considérable ;aligmente significativement sous l'effet
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du traitement T1 (50 med.lde NaCl) (20,10 %) par rapport au test témoin%{L6 puis
une chute importante et significative réapparaiisses traitements 100 mety.let 200
meq.I* de NaCl avec des teneurs de (14,78% et 6,15$pectivement.

Cependant, les plantes arrosées atiCaCt (T4, T5) par rapport a celles
arrosées seulement au NaCl, présentent une anti@ioties teneurs en protéines totales
aux niveaux des deux organes du cultivar Djadata]is que chez Sidi Ferredj 'apport du
CaCkb (T4 et T5) n’a pas amélioré la quantité des pret®itotale par rapport a ceux

enregistrés chez les plantes témoins.
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Figure 26 . Variation des teneurs des protéinedet®i{%) chez les deux cultivars de haricot en
fonction de différentes concentrations salines.

NB .Les Barres avec des lettres similaires ne gasisignificativement différentes (p > 0,05).

L'accumulation des prog&insous l'effet du sel, peut jouer un réle majeur
en termes de tolérance, ou les protéines peuvernt semme de réservoir d'énergie ou
peuvent étre un ajusteur du potentiel osmotigues des plantes soumises a la salinité
(Pessarakli et Huber, 1991 ; Ingram et Bartelsg188ansour, 2000).

Des résultats rapportés paroxiieletal., (2004) et Yurekli, eal., (2004) en
travaillant surPhaseolus vulgarissésument que les teneurs en protéines des feoitie
diminué en réponse a la salinité (Alamgir et AI9Q9Agastian etl., 2000; Gadallah,
1999; Muthukumarasamy etl., 2000; Parida e&l., 2002). En outre, d’autres études

soutiennent nos résultats, comme André et Dias4(208ns leurs travaux sur le sorgho,
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Khosravinejad, eal.,(2009) sur deux variétés de l'orgdofdeum vulgard..) (Afzal et
EMB2-12), Amini, etal.,(2007) dans leurs travaux sur la variété de toifgteazy), aussi

, Chen, etal., (2007) ont constaté que I'exposition des pladé#/igna unguiculata..)
agés de 14 jours a un traitement salin en utilig&ntM de chlorure de sodium réduit la
teneur en protéines.

La salinité interfere aMa consommation et I'absorption de l'azote, les
conditions salines affectent les différents statieshétabolisme azoté comme I'absorption,
la réduction ionique et la synthése des protéiD&sitre part, cette diminution des teneurs
foliaires en protéines sous stress salin sergitagtie, due a I'effet inhibiteur du NaCl sur
la nodulation et sur la fixation symbiotique dezbée (Zahran, 1999 ), peut étre due aux
changements dans I'activité cytoplasmique et deriei¢au a la suite de la perturbation du
mécanisme de synthése.

Cependant, cette rédurctiles taux des protéines totales foliaires de
Phaseolus vulgarisoumise a la salinité est surtout liée a I'inhdoitde la voie métabolique
des protéines (Doganlar, at 2010), aussi dU probablement & une dégradatiotesle
composeés pour fournir des acides aminés qui jowendle important dans I'ajustement
osmotique (Mohammadkhani et Heidari, 2007), dusisdu$a protéolyse accélérée et a la
dénaturation des enzymes impliquées dans leurasmifdaleel etl., 2007; Lakhdar «l.,
2008) ;peut-étre di aussi due a la baisse deivitéctphotosynthétique suite a la
dégradation des pigments chlorophylliens (Santetgd, 2000 ).

V.2.2.2.Accumulation de Proline

Les résultats obtenusnjaa dosage de la proline montrent que les deux
cultivars produisent une teneur plus importantecde acide aminé quand elles sont
soumises a des concentrations de NaCl plus agessgkigure .27).

Ainsi, & une concetitna modérée de 50 meq.te NaCl la teneur en
proline passe de (19,77 ngtg12,22 ug.gl) pour la variété Djadida et de (11,11 pg;g
09,00 pg.gh) pour la variété Sidi Ferredj, a de (40,44P%.40,22 pg.gh) pour la variété
Djadida et de (61,22ugy 15,66 pg.gh) pour la variété Sidi Ferredj & une concentration
de 200 meq1 de NaCl, feuilles et racines respectivement, assant par une teneur de
proline de (29,22 pg.g; 19,55 pg.gl) pour la variété Djadida et de (50,33 pg.g
25,2219.g%) pour la variété Sidi Ferredj, a une concentratieh00 meq:} de NaCl.

70



Partie expérimentale

Chapitre V : Potentiel biochimique énergétique Rleaiseolus vulgarid) sous stress salin

Le test témoin indique des valetgkativement faible de (16,60 pgly;
13,77 pg.gh) pour la variété Djadida et de (15,11 p¢;912,33ug.g%) pour la variété
Sidi Ferred,j, feuilles et racines respectivement.
Par ailleurs, l'application du traitemesalin complété avec CaCls’avére

relativement intéressant.
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Figure 27. Variation de la teneur en proline cleszdeux cultivars de haricot en fonction
de différentes concentrations salines.

N.B. Barres avec des lettres similaires ne sosisgmificativement différentes (p > 0,05).

Les cellules végétales oame tendance a accumuler des substances
d'ajustement osmotiques solubles pour soulagéEsssosmotique causé par le stress salin,
particulierement la biosynthése de proline quckstement activée (Silveira at., 2003).

Cet acide aminé majeur s'accumule dans la plambet@ux plus élevé que les autres acides
aminés (Torabi et Halim, 2010; Abrahamaét 2003).

L'accumulation rapide delip® libre est typique réponse au stress salin
(Parida etl., 2008). Des niveaux de proline ont parfois égéaliés dans plusieurs cultivars
plus sensibles : daf®haseolus vulgari€Jiménez-Bremont etl., 2006; Kaymakanova et
Stoeva, 2008) danSlycine max(Phang efal., 2008), ainsi que dans d’autres especes
végétales de la famille des Fabacées cor@iner arietinum(Flowers etal., 2010,) et
Pisum sativun{Shahid etl., 2013,).
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Notre étude a révélé quecliatulation de proline est une réponse commune
au stress salin et se concentre préférentiellendamts les feuilles a des teneurs
significativement élevées, lorsque la salinité dliemn en NaCl augmente dans les deux
cultivars analysés ; ceci est en en accord avae@sestats publiés précédemment.

Cependant, I'accumulatiortalix de proline induite par des concentrations
élevées (200 med) de NacCl était considérablement plus élevée cidiF8rredj que son
homologue Djadida. Des réponses Similaire ont&éahtrées par Hassaneirmakf (2012)
chezVicia fabacv. Sakha, qui montrent une augmentation des tereu proline plus
importante en cas de stress sévere ; aussi catarqatéalablement été rapporté par Lutts,
etal. (1999) qui montrent que la concentration de peotlans les sensibles cultivars de riz
était plus élevée que les génotypes tolérantsBiai, (2001) et Djerroudi, edl.,(2010)
chez I'Atriplex et par EL-iklil, etal., (2002) chez la tomate.

L’accumulation de la praidans les plantes soumises a une contrainte est
le résultat de deux voies : 'augmentation de Fegpion des enzymes de synthése de la
proline (1-pyrroline-5-carboxylate synthétase (PpC& 1-pyrroline-5-carboxylate
réductase (P5CR) et l'activité réprimée de la déaian de Proline (Delauney et Verma,
1993; Peng efal., 1996) avec une faible activit¢ des enzymes axtgddproline
déshydrogénase) qui est contrélée par les stresstiogie et salin (Rivero etl., 2014).

Il existe également des mpgpopposes, des niveaux élevés de proline ont
parfois été signalés dans plusieurs cultivars g tedérantes au sel que dans les moins
tolérants (Cardenas-Avilaat, 2006) , les mémes résultats dans la luzernéténtouvées
par Fougeére, edl.,( 1991) et sur le riz, le sorgho et le mais, en ganant les variétés
résistantes et les variétés sensibles au niveda de&gme espéce (Igbal at., 2015).
Certains auteurs admettent que I'accumulation diénprdans certaines plantes était une
conségquence d'une blessure au sel et non pascdndigion préalable a la tolérance au sel
pour l'ajustement osmotique qui a toujours été id@éné comme la fonction principale des
osmolytes chez les plantes (Hasegawal.e2000) , mais ce n'est pas toujours le cas, en
particulier chez les glycophytes exposés au sekepample ; I'accumulation de proline
chezArabidopsis thaliangest trop faible pour jouer un rble dans l'ajustetesmotique
des cellules (Liu et Zhu, 1997; Gharsakt 2008) et comme le montre le riz (De Lacerda
etal., 2003).

72



Partie expérimentale

Chapitre V : Potentiel biochimique énergétique Rlleaseolus vulgarid.) sous stress salin

La Proline semble étre un mamd&ble de stress damhaseolusmais la
corrélation entre I'accumulation de proline etdétance au stress est restée floue, bien
qu'il y ait controverse concernant si son accunagst un mécanisme de résistance au
stress, un simple indicateur de I'existence desst(€@hakur et Sharma, 2005) ou est un
signe de perturbation métabolique (Cheikh M’hamnteal.e2008).

L’addition du Cagh différentes concentrations a indiqué des accatuals
significatives de la teneur en proline dans ledlé=uet les racines des deux cultivars par
rapport aux plantes de controles. Ces résultatisceonpatibles avec les travaux qui sont
faits surVigna radiataL (Wilczek) ou la teneur en proline s’accroit s@iiess salin au
NaCl+CaC} (Paramasivan etl., 2007). Selon Manivannan, Jaleeakt (2007a) I'ajout
de CaC4 au NaCl augmente la teneur en proline, principatgran raison de la dégradation

des protéines et la synthése de la proline.

Vv.2.3.Effet de la salinité sur les composeés lipidiques
Les résultats de ce paramétrag saliqués dans la figure 28.Ce parametre
présente, aussi, une caractéristigue des deuxvamglti stressés par différentes
concentrations de solutions saline ; en effeteietir en matiere grasse connait une baisse
significative dans les feuilles des deux cultivansdiés, a partir de 100 megde NacCl
chez Djadida (1,11 %) et a partir de 50 mégle NaCl chez Sidi Ferredj (1,16 %)
comparativement aux plantes témoin (2,77 % ; 2,14%)

L’addition du Caghux solutions salines (T4 et T5) exprime des dffiées
non significatives aux niveaux des feuilles desifga des deux cultivars, par rapport aux
plantes traités qu'avec 100 med dt 200 meq 1 NaCl, mais ces diminutions paraient
significatives par rapport au traitement témoire@des valeurs de (0.94% ; 0.86% ) et
(0.64% ; 0.59%) pour la variété Djadida et SidirEdfrespectivement et (2.77% et 2.14%)
pour le teste témoin.

Nous déduisant que le traitemenmimioé (T4 et T5) n’affecte pas
significativement la teneur des lipides foliaire papport aux concentrations 100 meq.|
et 200 meq:t de NaCl chez les deux cultivars malgré une légagementation par rapport
a 200 meq:t de NaCl est observé.

Toutes les plantes a racines présénne trés faible teneur en lipides. Il s'agit

principalement de lipides structuraux de la meméregilulaire qui renforcent l'intégrité
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cellulaire, offrent une résistance aux meurtriss@tecontribuent a réduire le brunissement
enzymatique (Mondy et Mueller 1977); la raison ptaguelle on n’a pas procédés au

dosage des lipides au niveau des racines de I'espget de notre étude.

W Sidi Ferredj m Djadida

3,5 ¢

Lipides (%)

Témoin NaCl (50) NaCl (100) NaCl (200) NaCl+CaCl, NaCl+CaCl,
(100) (150)

Figure 28. Variation de la teneur des lipides fdedles des deux cultivars de haricot en
fonction des différentes concentrations de solgtsalines.

N.B. Les Barres avec des lettres similaires né gas significativement différentes (p > 0,05).

Nous déduisant que la présencesaledans le milieu entraine une baisse
substantielle des teneurs en lipides des feuiléss dkux cultivars comparativement au
témoin. Nos résultats sont en accord avec Taffatal., (2004) qui ont noté que
'augmentation de la concentration en sel dans ileeumréduisait significativement la
teneur des feuilles en lipides ch&tycine maxL., Mucuna poggei TaupPhaseolus
adenanthud.., Phaseolus vulgarik. etVigna unguiculata. .

Ces résultats concordent aagst ceux de Gharsal et Cherif, (1979) qui ont
indiqué que le pourcentage des acides gras augm@aestda croissance chez les plants de
tournesol Helianthus annug en milieu non salé tandis qu’en présence de Na€h
résulte une baisse. Une réduction de la teneupgle$ sous stress salin a également été
observée chez un cultivar d'orge sensible auHsetieum Vulgare L. cv. Manel, alors
gu'aucun changement n'a été observé dans une espa@ge tolérante au $ébrdeum
maritimum (Chalbi etal., 2013). De méme, les travaux de Miller et Staumsal1978)

révelent que 'augmentation de la pression osmetfar le polyéthylene glycol n’entraine
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pas de changement significatif dans les lipides branaires du chloroplaste d’orge mais
serait plutét due a 'action ionique du chloruresoeium.

Dans ces conditions, il agiggéré que la diminution de la teneur totale en
lipides membranaires induite par le stress était eonséquence de I'amélioration de la
lipolyse et de la peroxydation, ainsi que des vdigghibition de la biosynthese des lipides
(Li etal., 2008; Yasar dl., 2010).

D’autres auteurs envisagentetfet direct sur le systeme enzymatique de
désaturation des lipides. Le sel provoquerait nhibition ou le ralentissement de I'activité
de cette désaturase. Taamalliakt (2004) montrent que le sel a fortes concentmatio
ralentit la mobilisation des réserves lipidiquessaique la teneur et la composition des

différentes catégories des lipides.
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Chapitre VI : Potentiel phytochimique fonctionnel @haseolus vulgarid.) sous stress salin.

Nous rappelons que I'objectif ddteepartie du travail est d’évaluer le
potentiel fonctionnel des deux cultivars de le ¢@trcommun en quantifiant les composés
terpénoides (les chlorophylles et les caroténoides)es composés phénoliques (les
phénols totaux, les flavonoides et les tanning)représentent une forme d’adaptation au
stress salin.

VI.1. Matériel et Méthodes

VI.1.1. Matériel Végétal
Le matériel végétal utilisé est bien flesilles et les racines des deux cultivars
Djadida et Sidi Ferredj qui ont été précédemmecrnltées, séchées au laboratoire & une
température entre 35 a 40 °C pendant 48 heuresut@nétuve, puis broyées en poudre a
'aide d’'un broyeur électrique et conservés dans flacons en verre. Les poudres
constituent une matiere trés importante pour réttrde, dont une partie a été utilisée pour
I'analyse des parameétres phytochimiques. Nous kigaajue pour certaines analyses on
utilise le matériel végétal a I'état frais.
VI1.1.2. Méthodologies retenues
VI.1.2.1. Dosage des chlorophylles et des caroténoides
Les teneurs en chlorophydle €hlorophylle (b), les Caroténoides (Car) et
chlorophylle totale sont déterminées, selon la waitde Lichtenthaler, (1987) et Shabala,
etal.(1998), au niveau d’'une prise d’essai des feudksdeux cultivars.
» Protocol expérimental
Dans des tubes a essaisjauteasur 100 mg d’échantillon frais, coupé en
petits fragments, 10 ml d'acétone a 95 %, I'enserabt conservé a l'obscurité a 4 °C
pendant 48 heures. Les concentrations des chloltephgt les caroténoides dans les
feuilles sont déterminés a 'aide d’'un spectrophwtye a des densités optiques respectives
de 663nm, 645nm et 470 nm. (Figure. 29).

L’'appareil est étalonné avec la Bolutémoin a base d’acétone a 95 %, les
équations suivantes sont utilisées pour calcutectmcentrations des chlorophylles et les
caroténoides (en pug/g MF) :

Chl (a) =12, 25 x A663 — 2, 79 x A645
Chl (b) =21, 50 x A645 — 5, 10 x A663
Chl T=Chl a + Chlb.
Caroténoides = (1000 x A470 — 1,82 x Chl a — 8%,@hl b)/198. (Wang, «dl., 2010).
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Figure 29. Dosage et extraction des chlorophy{lesedj-Zazou, 2018).

VI.1.2.2. Extraction des composés phénoliques

Les extraits ont été préparéaréiqdes feuilles et des racines des deux cultivar
Djadida et Sidi Ferredj. La méthode d’extractignée est celle du liquide-liquide.

Ainsi, 1 g de feuilles sechegendre a été placé dans un Erlenmeyer, mélangé
avec 20 ml de méthanol (96 %) pendant 24 heuneesAfiltration (en utilisant du papier
wattman), les solutions méthanolique ont été évémrsous pression réduite, dans un
évaporateur rotatif, a une température de 60 °C.

Les extraits obtenus ont étéseoves et stockés dans des tubes couverts du
papier aluminium au réfrigérateur a 4 °C et a 'alerla lumiere jusqu’au moment de leur
utilisation (Basli etal., 2012 ) ; Les mémes procédés ont été appliquétesuacines
(Figure.30)

-
ke

VI.1.2.3. Criblage phytochimique
Les tests phytochimiques antrbut de caractériser la présence ou I'absence

des constituants phytochimique au sein d'une plamhtes résultats sont notés
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immédiatement aprés la fin de la réaction de chaogtrait de la plante, en présence des
différents réactifs utilisés dans ces tests.

+ Caractérisation des terpénoides

On prend 5 ml de chaque extraiisddes tubes a essais et on ajoute 2 ml de
chloroforme pur (CH CI3) et 3 ml d’acide sulfuriq(t¢2S04) 96 % (goutte a goutte). Un
test positif est révélé dés I'apparition d’'une catmn rouge marron (Abdul at., 2013).

+ Caractérisation des phénols

On traite un ml de chaque extraitcageelques gouttes d’acide nitrique (HNO3)
diluée a 1 %. La présence des phénols est miseidenée par I'apparition d’'une couleur
jaune orangé (Ramkrishnaadt, 2013).

+ Caractérisation des flavonoides

On traite un ml de chaque extrait avec quelquestg®de soude (NaOH) dilué a 4 %. La
couleur vire au jaune intense en présence de ftades (Mohammad Amzad &, 2013).

+ Caractérisation des anthocyanes

2 ml d’'infusé sont ajoutés a 2 raloitle chlorhydrique 2 N. L'apparition d’'une
Coloration rose rouge qui vire au bleu violacéamidition d’'ammoniac indique la présence
d’anthocyanes (Debray at., 1971).

+« Caractérisation des proanthocyanidols

2 ml d’'infusé sont additionnémPd’acide chlorhydrique concentré ; le tout
est laissé pendant cing minutes dans un bain-rbadi#ant ; 'apparition d’une coloration
rouge indique une réaction positive.

+ Caractérisation des tanins
On ajoute a un 1 ml de chaque é@xt2aml d’eau distillée et 2 a 3 gouttes de
trichloride de fer (FeClI3) a 1 %. Un test posist s2vélé par I'apparition d’'une coloration
verdatre (tanins catéchique) ou bleu noiratre ifagalliques).(Ramkrishna ait, 2013).
+ Caractérisation des saponines
Les extraits ont été dilués avécn2l I'eau distillée, puis secoués dans un
cylindre gradué pendant 15 minutes. La formatiamd’couche de mousse de 1 cm indique

la présence des saponines (Prashaait,e2011).
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VI.1.2.4. Dosage des phénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux gag¢actif de Folin-Ciocalteu a été décrit par
Singleton et Joseph (1965). Le réactif est corétipar un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12043) et d’acide phosphgmdajue (H3PM012040). Il est
réduit lors de I'oxydation des phénols, en un mgéad’oxydes bleus de tungsténe et de
molybdéne (Ribéreau-Gayon, 1968). La coloratiordpite, dont I'absorption maximum
est comprise entre 725nm et 765 nm est proportinaela quantité de polyphénols
présents dans les extraits végétaux (Boizot etpeimsier, 2006).

» Protocole expérimental
Un volume de 20 de I'extrait brut méthanolique est introduit dates
tubes a essai, le mélange (1 ml du réactif de Foicalteu dilué 10 fois et 0,8 ml de
carbonate de sodium a 7.5 %) est additionné. Lesstgont agités et conservés durant 30
minutes a la température ambiante (figure .31)
L'absorbance est mesuré a T#5 contre un blanc a l'aide d'un
spectrophotométre Jenway 6504 UV/VIS (Figure.32).

Figure 31. Dosage des polyphénols (Laredj-Zazoli8R0

Une courbe d'étalonnage est réaliségarallele dans les mémes conditions
opératoires en utilisant I'acide gallique commeto@le positif.
Les résultats sont exprimés elligramme (mg) équivalent d’acide gallique

par gramme de matiére seche (mg GAE/g MS).
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Figure 32. Spectrophotomeétre

VI.1.2.5. Dosage des flavonoides
La quantification des flavonoidesta effectuée par une méthode adaptée par
(Zhishen etal., 1999), avec le trichlorure d'aluminium (AfLlet la soude(NaOH). Le
trichlorure d'aluminium forme un complexe jaune@les flavonoides et la soude forme
un complexe de couleur rose absorbe dans le vigiblED nm.
» Protocol expérimental
50Qul de I'extrait brut méthanolique des feuilles comaklement diluées sont
mélangés avec 15Q0d’eau distillée, suivis de 150 de nitrite de sodium (NaNa 5 %.
Aprés 5 minutes, 150l de trichlorure d’aluminium (AICI3) a 10 %(m/v) tesajouté au
mélange .Apres 6 minutes d’incubation a I'obséueita la température ambiante, f00
d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4 % est additioninémédiatement, le mélange est
completement agité afin d’homogénéiser le contdriabsorbance de la solution de
couleur rosatre est déterminée a 510 nm contresiratblanc (Figure.33).
Une courbe d'étalonnage estiséalen paralléle dans les mémes conditions
opératoires en utilisant de la catéchine commeratenpositif (Annexe c). Les mémes

procédeés ont été appliqués sur les racines.

.

Figure 33.Dosage des flavonoides (Laredj-Zazou8p01
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La teneur en flavonoides totaux desaits des deux cultivars étudiée est
exprimée en milligramme (mg) équivalent de la daitée par gramme de matiere seche
(mg EC/g MS).

VI.1.2.6. Dosage des tanins condensés

Les tanins condensés sontradtés par la méthode a la vanilline en milieu
acide (Price eal., 1978). Cette méthode est basée sur la capacii@ \ehnilline a réagir
avec les unités des tanins condensés en préseamgedpour produire un complexe coloré
mesuré a 500 nm. La réactivité de la vanilline desdanins n'implique que la premiéere
unité du polymeére. Les quantités des tannins sstitnées en utilisant la méthode de
vanilline décrite par (Julkumen-Titto, 1985).

» Protocol expérimental

Un volume de 5@ de l'extrait brut est ajouté a 15Q0 de la solution
vanilline/méthanol (4%, m/v) puis mélangé a 'adlen vortex. Ensuite, 750l de I'acide
chlorhydrique concentré (HCI) est additionné. Lelange obtenu est laissé réagir a la
température ambiante pendant 20 min (Figure.34).

L'absorbance est mesurée a BBO contre un blanc a l'aide d'un
spectrophotomeétre Jenway 6504 UV/VIS.

Une courbe d’étalonnage edis@a en paralléle dans les mémes conditions
opératoires en utilisant de la catéchine commerglenpositif. (Annexe c).

Les résultats de des dewivark étudiés sont exprimés en milligramme (mg)

équivalent de la catéchine par gramme de matieteesgng EC/g MS).

Figure 34. Dosage des tanins condensés (LaredjuZa04.8).
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VI.1.2.7. Détermination de I'activité antioxydante des compa&s phénoliques extraits des
feuilles des deux cultivars deRhaseolus vulgarit)

La méthode utilis@ipla détermination de l'activité anti oxydanté es
basée sur la mesure de la capacité des antioxyaamndger par Le radical 2,2-diphenyl-1-
picryl-hydrazyl (DPPH). C’est la méthode adéquateirples composés phénoliques.
L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesurdgoarocédure décrite par Benhammou,
etal. (2009). La décoloration de la solution ou la miigra de la couleur violette vers la
couleur jaune est proportionnelle a la concentnat&d au potentiel réducteur des
échantillons.

L’ajout des échantilfoau méme volume et a la méme concentration va
permettre donc une évaluation uniqguement du palendilucteur.

» Protocol expérimental
Un volume de 90 de différentes concentrations de chaque extsdit e

ajouté a 1,950 ml de la solution méthanolique déeBR2,5 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol.) fraichement préparée. En ce qui condermentrle négatif, ce dernier est
préparé en parallele en mélangeantyb@u méthanol avec 1,950 ml d’'une solution
méthanolique de DPPH a la méme concentration égil{Eigure.35).

Apres incubation a I'obscurp@éndant 30 minutes et a la température
ambiante, la lecture des absorbances est effecluél7 nm a l'aide d’'un

spectrophotometre.

Figure 35. Evaluation de l'activité antioxydantes étraits (Laredj-Zazou, 2018).
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Expression des résultats
Calcul des pourcentages d’inhibitions

Nous calculons ainsi les pourcentagaethdiition par la formule suivante :

(Abs blanc — Abs échantillon)x 100
Abs blanc

Pourcentage d’inhibitio%) =

Calcul des 1Go

IGo ou concentration inhibitrice de 50 % (aussi app&€50 pour Efficient
concentration 50) est la concentration de I'écliantiesté nécessaire pour réduire 50 %
de radical DPPH.

Les IC50 sont calculées grapbigant par les régressions linéaires des
graphes tracés, les pourcentages d’inhibition anotfon de différentes concentrations des

fractions testées.

VI.2. Résultats et discussion

VI1.2.1. Résultat de I'effet de la salinité sur les pigmentshlorophylliens
VI.2.1.1. Teneur en Chlorophylle a (Chl a)

Les résultats de cette étmdéguent que la teneur en chlorophylle (a) est
significativement diminuée chez les deux cultivansprésences des deux traitements de
sels utilisés, le NaCl seul et le NaCl combiné€aCh (Fig.36).

Aussi le cultivar Sidi Ferjesbt la plus affecté par le sel, en constatant
baisser sa teneur en chlorophylle(a) de 83 % mgnorhau témoin, en présence du T1 (50
meq.I* de NaCl), tandis que le cultivar Djadida présemte réduction de 26 % seulement.

Les réductions enregistréspectivement chez Djadida et Sidi Ferredj en
présence du T2 (100 megMNaCl) sont de 75 % et 84 % par rapport aux témaiiess que
le taux de réduction le plus marqué en Chl(a) ef2% et 90 % au traitement T3 (200
meq.I* NaCl) respectivement pour les deux cultivars Satred; et Djadida.

L’application des différentesncentrations de NaCl+CaC(T4 et T5),
permet d’avoir une différence significative, quanta teneur en chlorophylle (a) et par

rapport aux tests témoins.
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Ainsi, en présence du T4 etl@Baux en Chl (a) enregistré chez le cultivar
Sidi Ferredj est de 0,74 pugMF et 0,89ug.gMF respectivement, alors que celui
enregistré chez Djadida est de 1,26 [IF et 1,23 ug.gMF respectivement.

Par contre les plantes témajns n‘ont recus aucun traitement du sel,
présentent des teneurs de 8,39 38§ chez Djadida et 7,60 ugiNIF chez Sidi Ferred;.

W Sidi Ferredj mDjadida
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Chlorophylle a (ng/g) MF

T 50NaCl 100NaCl 200Nacl 100 CaCl2 ~ 150CaCl2

Figure 36.Variation de la teneur en chlorophylledes feuilles des deux cultivars de
haricot en fonction de différentes concentratisalines.

N.B. Les Barres avec des lettres similaires n¢ gas significativement différentes (p > 0,05).

VI1.2.1.2. Teneur en Chlorophylle b (Chl b)

La présence du sel dans lem#éngendre également des baisses des teneurs
en chlorophylle (b) chez les deux cultivars (fig).3

Les réductions des teneurplies importantes ont été notées a partir de 100
meq.i* de NaCl (T2) chez Djadida (66 %) et a partir Genfeq.i! NaCl (T1) chez Sidi
Ferredj (68 %).

Le traitement combiné au Ga@W et T5) ne présente pas de différence
significative de chlorophylles (b) par rapport aulantes traitées au NaCl seul chez les
deux cultivars, avec des valeurs de (1,39 g et 1,40 ug.gMF) respectivement chez
Djadida et des valeurs de (0,67 utWF et 1,04 ug.gMF) respectivement chez le cultivar
Sidi Ferred,.
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W Sidi Ferredj m Djadida
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Figure 37.Variation de la teneur en chlorophylledes feuilles des deux cultivars de
haricot en fonction de différentes concentratiealiines.

N.B. Les Barres avec des lettres similaires né gas significativement différentes (p > 0,05).

VI.2.1.3. Teneur en caroténoides
Les résultats obtenus enréddB illustrent que la teneur des caroténoides la

plus élevée est enregistrée chez les témoins av@waleur maximale de 0,49 pugMF
et 0,54 ng.gMF, chez Sidi Ferred; et Djadida respectivemenis pue baisse du contenu
des caroténoides est observée avec 'augmenti®ooncentrations salines appliquées
(T1, T2 et T3) qui enregistrent des valeurs de3@,§.9'MF ; 0,21 ng.gMF et 0,15 ug.g
IMF) chez le cultivar Sidi Ferredj et de (0,51 ptMF ; 0,42 ug.gMF et 0,35 pg.gMF)
chez le cultivar Djadida .

Nous déduisons que l'apgtion de CaGl (T4 et T5) présente des
réductions qui paraient non significatives etgrgroupe du traitement du NaCl seul (T1,
T2 et T3) et le groupe du traitement du NaCl agsamii CaCl (T4 et T5), pour les deux

variétés.
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Figure 38.Variation de la teneur en caroténoids felgilles des deux cultivars de haricot
en fonction de différentes concentrations salines.
N.B : Les Barres avec des lettres similaires me gas significativement différentes (p > 0,05).
VI1.2.1.4. Teneur en Chlorophylle totale (chlorophylle a + chdrophylle b)

Les teneurs en chlorophigiale des deux cultivars étudiées sont réduites
de maniére significative sous I'effet des difféemtoncentrations du sel (Figure 39).

Nous constatant que Sefr&dj s’avere étre la plus touchée, avec un taux
de réduction de (90 %), en chlorophylle totales @ncentrations sévéres (200 meéglé
NaCl), et méme des baisses ont été enregistngatiade 50 meql de NaCl (T1), avec
un taux de réduction de (77 %).

Le cultivar Djadida affielune réduction de 27 % en Chlorophylle totale
au T1 (50 meqgd de NaCl) et une réduction de 89 % en Chloroghtdtale a la
concentration de 200med.tle NaCl (T3).

L’application de Ca@l différentes concentrations (T4 et T5) n’a pas
vraiment amélioré la teneur en chlorophylle totddez les deux cultivars étudiés, avec une
nette signification de l'effet dépressive de lairse@ sur ce parametre est observée.
En effet les valeurs enregistrés chez Djadida denf2,65 pg.gMF et 2,63 pg.gMF)
respectivement contre un témoin de 14.64 {idfg et des valeurs enregistrées chez Sidi
Ferredj sont de (1,41 pg'BIF et 1,94 ng.gMF) respectivement contre un témoin de 13.56
1g.g*MF.

Dans notre étude nous o que le NaCl 100 med.let 200 meq}
seules réduisait significativement la chlorophy#e, (b) et les caroténoides, alors que
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I'application de différentes concentrations de GaGl pas amélioré ces teneurs mais un
léger effet bénéfiqgue du CaQur les niveaux des pigments chlorophyllienst étadent
a partir de 150 medtide CaCi par rapport au traitement de 200 médé NacCl.

Le CaSupplémentaire ou élevé partiellement améliore ruerse la
perturbation du transport sélectif des ions, dgullére ionique et de la croissance due au
stress NaCl.

L'addition de €aoit comme CaGlou CaSQ@a tous les niveaux de NaCl
augmente la teneur en chlorophylle des feuille$daseolus vulgarit. cv. Contenter
(AkhavanKharazian etl., 1991). Une Supplémentation en?Caméliorait la teneur en
Chl et en caroténoides dans des conditions dessat@stiques (Ahmad, et al., 2015;
Rahman, eal., 2015b). La biosynthese des caroténoides amékaréeurs du stress salin
peut étre due au fait que les caroténoides agiesgant qu'antioxydant et contribuent a la
gestion du stress oxydant (Ahmadakt 2016 ). De plus, la supplémentation en®*'@a
augmenté la teneur en caroténoide, ce qui a riudommages oxydatif causés par la
toxicité du sel; ceci est étayé par des étudesisux variétés de poivre (Abbas,adt,
2013) et de pois chiche (Ahmadadt 2017).

W Sidi Ferredj mDjadida

T 50NaCl 100NaCl 200NaCl 100 CaCl2 ~ 150CaCl2

Figure 39.Variation de la teneur de la chlorophigile des feuilles des deux cultivars
de haricot en fonction de différentes concerdretisalines.

N.B : Les Barres avec des lettres similaires m¢ gas significativement différentes (p > 0,05).

Les résultats relatifs auxeters en pigments chlorophylliens (chlorophylle a,

chlorophylle b, caroténoides et chlorophylle tdtalet montré que les plantes soumises a

87



Partie expérimentale

Chapitre VI : Potentiel phytochimique fonctionnel @haseolus vulgarid.) sous stress salin.

un stress salin qu’il soit modéré ou sévere posidieux variétés ont présenté de faibles
teneurs en chlorophylles et en caroténoides erpa@ison avec celles des plantes
témoins. Cette diminution est d’autant plus marquée la sévérité de la contrainte saline.

Nos résultats concordentadavec ceux trouvés par Taibi,adt (2016) ;
Bouzid, etal.,(2012) qui ont rapporté que la salinité, réduittémeur des pigments
chlorophylliens chezRhaseolus vulgarisL . cv. Djadida), EIMidaoui, edl.,(2007) chez
le tournesol, lbriz, etl., (2007) chez la luzerne, Cheikh, &t, (2008) chez l'orge,
Kennedy, etl., (1999) chefrevillea ilicifolia et Ben Abdallah, edl., (2018) chez l'olive
(Olea europaed.. cv. Chétoui). Aussi Achour (2016) ont signaléegles teneurs en
chlorophylle et en caroténoides chez le gomboisfloencées négativement par le régime
salin.

La réduction des chlorgids peut étre liée a la sensibilité de 'une des
étapes de sa biosynthese, au chlorure de sodiunkliEét al., 2002; Mane edl., 2010).
Levingneron, etal., (1995) rapportent que I'effet néfaste de la #&@isur les teneurs en
pigments chlorophylliens est partiellement & I'er@de la diminution de la synthése des
hydrates de carbone (Levit, 1980), a la destructiea pigments chlorophylliens et a
I'instabilité du complexe pigmentaire protéiquetpevé par I'exces des ions Net CI.
Grattan et Grieve, (1994) expliquent aussi qudrtardition de la teneur en chlorophylle
sous stress salin, peut étre due au fait que lé &lag effet antagoniste sur I'absorption de
I'azote qui est une composante essentielle dastsueture de la molécule de chlorophylle,
peut trouver également I'explication des baissesteeeurs en pigments chlorophylliens
sous l'effet du stress salin dans I'augmentatiotiatgivité de la chlorophyllase (Garg et
Singla, 2004) et/ou dans la détérioration de la brame thylacoidale liée a un changement
de la composition ionique de I'espace stromatiqgheSEbhi etal., 2006; Mane eal.,
2010) .
VI1.2.2. Résultats de criblage phytochimique

Le screening phytochimiquesia permis de mettre en évidence la présence
des métabolites secondaires au niveau de nos éldremnt

La détection de ces compesébasée sur des essais de réactions en donnant
une turbidité, un changement de couleur spécifgplen le degré de la réaction entre nos
extraits et les réactifs utilisés dans le criblpggtochimique (Tableau .5).
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A l'issue des résultats ‘@@alyse qualitative de nos plantes et suivant les
disponibilités des réactifs nous avons constaté daes les feuilles dé’haseolus
vulgarisL, les acides phénoliques, les flavonoides, lesaayanes, les saponines et les
tannins catéchique sont les principaux composésghigéies de nos deux cultivars étudiés.

Par contre les tanins et legptioocyanidols sont présents en petites quantités.
Cela n'exclut pas la présence d'autres substarm@snment les terpénoides qui présentent
des quantités minimes.
Tableau 5 : Les résultats expérimentaux des tbgteghimique réalisés sur deux cultivars

de Phaseolus vulgaris

Groupes Extrait Extrait
chimiques Djadida Sidi. Ferred;j
Phénols +++ +++
Flavonoides ++ ++
Anthocyanes +++ ++
Proanthocyanidols + +
Tanins + +
Tanins catéchique +++ ++
terpénoides + +
Saponines +++ ++

+ : Test légerement positif ++ : Test positif +++ : Test fortement positif

Les plantes manifestent capacité unique a synthétiser des métabolites
secondaires non-enzymatiques, tels que les compays@wliques, qui jouent un rble
antioxydant dans les ROS piégeurs (Reddsl.et2004). La synthése et la libération de
composés phénoliques sont induites par diversiestie stress biotiques et abiotiques.

Les résultats du screerphgtochimique montrent que tous les tests de
caractérisation des groupes chimiques dans I'éxtr@ihanolique ont été positifs dans les
deux échantillons. Beaucoup de travaux réalisés taméme contexte suPlfaseolus
vulgaris .L) affirment que les composés phénoliques, gtluent les acides phénoliques,
les flavonoides et les proanthocyanidines, sonigoéierement remarquables en raison de
leurs puissantes propriétés antioxydantes (Atefaente, etl., 2014).

Lopéz ak. (2013) ont étudié la composition phénolique decamnoir

(Phaseolus vulgarik.) et ont identifié 22 composés phénoliques. llagdnoides ont six

89



Partie expérimentale

Chapitre VI : Potentiel phytochimique fonctionnel @haseolus vulgarid.) sous stress salin.

sous-classes, y compris les flavonols, les flavolessisoflavonoides, les flavanols, les
flavanones et les anthocyanines (Naya#l et2015). Les anthocyanes constituent un type
important de flavonoides dans les haricots commigmentés (Lépez etl., 2013), aussi
sont considérés comme de trés bons agents antiasy(iBkerget, et al. 2005). Outre les
acides phénoliques et les flavonoides, les proag#imdines ont également été largement
détectés dans les haricots communs (Sanchlg @015), aussi les saponines, les tanins et
les terpénoides (Pradeepkumaigle2015).

La présence de ces métmsotlans les feuilles dghaseolus vulgarit
tend a soutenir ses utilisations médicales, calarpi étre responsable de leurs propriétés
antibactériennes telles que rapportées par (Sobot@83). Ce test phytochimique a conclu
que les deux cultivars sont riches en substarftgeghimiques.

Une évaluation complétetdetes les formes de composés phénoliques

permet de mieux comprendre les métabolites secasdali

VI1.2.3. Résultats de l'effet de salinité sur I'accumulatiordes composeés
phénoliques
VI.2.3.1. Résultats du dosage des phénols totaux

Chez le cultivar Djadida, le contgghénolique n’a pas changé, si on le compare
au teste témoin, ceci & une concentration de 50Ithe 200 meqide NaCl (T1 et T3)
avec des valeurs de 4,42 mg GAE/g MS et 3,92 mB/GMS respectivement. Les plantes
du test témoin enregistrent un taux de 4,37 mg QAES.

Toutefois, une augmentation en taes phénols totaux est révélée, a une
concentration de 100 medde NaCl (T2), par rapport au test témoin, avecvaieur de
(5,30 mg GAE/g MS)

La méme constations a été faiterdea plantes de Djadida soumises au
traitement T4 et T5, on notant une teneur de ;M§GAE/g MS et 5,71 mg GAE/g MS
respectivement.

Chez le cultivar Sidi Ferredj I'acculation des phénols totaux est marquée,
particulierement a la concentration de 100 megé NaCl (T2), avec une différence
significative par rapport au témoin (TO) (4,98 méKig MS et 3,47 mg GAE/g MS)

respectivement.
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Au niveau des racines, tous lesdnaénts appliqués, quel que soit le NaCl seul
ou combinés au CagIne présentent aucune différence significativergaport au témoin
(0,81 mg GAE/g MS ) ,chez le cultivar Djadida, tendiu’il y a des diminutions
significatives chez Sidi Ferredj au traitement 66 theq.fde NaCl (0,46 mg GAE/g MS)
et aux deux concentrations du traitement de NaGICGKJT4 et T5) avec des valeurs de
(0,42 mg GAE/g MS et 0,52 mg GAE/g MS) respectigatpar rapport au témoin (0.83
mg GAE/g MS).

La teneur en phénols totawndgdles racines a montré une différence
significative entre le contrdle et le traitementsitess salin & 200 med.te NaCl avec
des réductions notables chez le cultivar Sidi Fgtendis que chez Djadida cette phase de
stress de NaCl n'a pas stimulé 'accumulation gleénols totaux malgré une légere
augmentation est observée.

Dans notre expérimentation, nous avons enregisiedaisse dans la teneur
en phénols totaux a forte dose de NaCl malgré gsieéductions restent non significatives
par rapport aux plantes du traitement témoin.

Nos résultats rejoignent xele plusieurs auteurs qui ont travaillé sur la
famille des fabacées et autres. Nous citons adigneemple : les travaux de Télésinski, et
al, (2008) qui ont expliqué l'effet de la salingér les plantes dehaseolus vulgariset
qui ont signalé une baisse de la teneur en phénialux avec I'agressivité du stress salin ;
Neffati, etal. (2011) qui ont rapporté une diminution de la tene phénols totaux de
37 %, 43 % et 66 % sous des traitements salind de\2, 50 mM et 75 mM en comparaison
avec le traitement témoin (1,04 mg EAG/g MS) ,etzchin certain nombre d'espéeces dont
le radis (Raphanus sativugYattin etal., 2006).

Cette diminution est proleatent due au degré de sensibilité de la plante
vis-a-vis au sel (Neffati etl., 2011), dans la méme idée, de nombreuses étutesvelé
que la concentration en phénols était plus éleads tes plantes tolérantes que dans les
plantes sensibles au stress (Ashraf et Harris, )208demment, Danai-Tambhale, adt
(2011) ont signalé une accumulation plus élevépaligphénols totaux chez les cultivars

tolérants au riz que chez les cultivars sensilbasss a un stress dd a la salinité.
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Figure 40. Variation des phénols totaux (mg GAE/g§)Mes feuilles et des racines des
deux cultivars de haricot en fonction de difféemntconcentrations salines.

N.B : Les Barres avec des lettres similaires me gas significativement différentes (p > 0,05

Une accumulation importante gdeénols totaux dans les plantes soumises a
un stress salin joue un role physiologique impgréur permettant de s’adapter aux
contraintes du milieu et de rectifier le stressdatif induit par cette salinité (Hichem et
al., 2009) .

Les résultats de ce travail omintré que les traitements salins modérés
provoquaient des augmentations des teneurs desosés\phénoliques ce qui corroborent
avec ceux de plusieurs auteurs : Noreen et As{#@f9) ont étudié I'effet de la salinité
sur des cultivars de poiRisum sativumsoumises a des niveaux de NaCl de 0, 40 mM,
80 mM et 120 mM, Hajlaoui, tl.,(2009) ont noté que le traitement croissant en NacCl
allant de 0 a 100 mM a fait augmenter la teneupl@mols totaux dans deux variétés de
Mais ¢Zea mayp(var .Aristo et Arper) ,et Lepengueat(2012) sur (var. LG 60), Mishra,
etal., (2009) sur le pois chich€icer arietinumL. CV. Abrodhi).

Des résultats similaires soppatés par Parida, at.,(2002) qui ont signalé
une augmentation des concentrations de polyphé@maz Brugiera parviflorg, sous
stress salin, Yuan, at., (2010) dans une étude sur des plantules de(Rahanus sativus
L.). Cette augmentation des polyphénols avec l@ssement du niveau de sel a été
également signalée dans plusieurs études récaetged)khil et Denden, (2010) sur le

92



Partie expérimentale

Chapitre VI : Potentiel phytochimique fonctionnel @haseolus vulgarid.) sous stress salin.

gombo Abelmoschus esculentls); Tiwari, etal.,(2010) sur le concombre&gcumis
sativug, Mahmoudi, etal., (2010) ont de leur c6té trouvé une augmentatienpdeénols
dans une étude sur la laitue romaihactuca sativih soumise au stress salin, Danai-
Tambhale, eal., (2011) sur le rizQryza sativy

La structure polyphénoliquia capacité d'éliminer les especes radicalaires,
empéchant ainsi, la propagation des réactions &neloxydatives (Sgherri et Navari-lzw,
1995) et il soutient la théorie selon laquelle pesyphénols foliaires protegent la plante
contre le stress oxydatif généré par la salinilféemétabolites secondaires peuvent jouer
un réle dans la tolérance a la salinité (Rezazatlah, 2012).

Zeyen, ., (1995) et Abdi, etl.,(2012) ont indiqué que la teneur en
phénols racinaires était un type de résistanceldeses a un stress biotique.

VI.2.3.2. Résultats du dosage des flavonoides totaux

La figure 41 présente lesateons des flavonoides des feuilles et des racine
en fonction des concentrations de NaCl et de NaGla€h. L'augmentation de la
concentration de NaCl entraine une augmentatiorangunable du taux des flavonoides
dans les feuilles de deux cultivars Djadida et Swlired) ,respectivement avec (3,20 mg
EC/g MS et 2,88 mg EC/g MS) au traitement T2 é234ng EC/g MS et 3,43 mg EC/g
MS) au traitement T3, tandis que la concentratierb@ meq:}t (T1) chez Djadida ne
présente aucune différence significative (2,51Ea@g MS) par rapport aux plantes du
contrdle (2,48 mg EC/g MS).

Les traitements amendésCaCh (T4 et T5) présentent une différence
significative par rapport au traitement du contidiez les deux cultivars, avec des valeurs
a raison de (3,08 mg EC/g MS et 3,07 mg EC/g M§)aetivement par rapport au témoin
(2,48 mg EC/g MS ) chez Djadida, et des valeursison de (2,87 mg EC/g MS et 2,80
mg EC/g MS) respectivement par rapport au témqBs(ehg EC/g MS) chez Sidi Ferred,,
cependant il n'y a pas de différence significajpae rapport aux traitements modérés de
NaCl.

La salinité n’a pas un egnificatif sur les racines du cultivar Djadida
guel que soit la concentration et le type du setét

Cependant, la teneur degoflaides extraite des racines du cultivar Sidi

Ferredj soumis au stress salin varie entre MEC/g MS et 1,20 mg EC/g MS, avec
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un maximum de 1,20 mg EC/g MS enregistré a l&fooncentration saline de 200 meq.l-
1 du NaCl (T3).

Le Cafl(T4 et T5) provoque une accumulation importantecaune
différence significative par rapport au témoiregttnon significatives par rapport au group
NaCl, et affiche des valeurs de (1,01 mg EC/g M&%8 mg EC/g MS) respectivement
chez Djadida, et des valeurs de (1,11 mg EC/g M3 @tmg EC/g MS) respectivement
chez Sidi Ferred,.

Il est & noter que les valeurs ax¢ail racinaire restent moins considérables par

rapport a celles observées chez les feuilles paudéux cultivars étudiés.
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Figure 41. Variation de taux de flavonoides tota(mg EC/g MS) des feuilles et des
racines des deux cultivars de haricot en fonadieulifférentes concentrations salines.
N.B. Les barres avec des lettres similaires negamsignificativement différentes (p > 0,05).

Les flavonoides représenle sous-groupe principal et le plus complexe
des composeés phénoliques, avec un large éventaihdions biologiques (Di Ferdinando
etal., 2012.) .

Dans notre étude legdteides ont augmenté, chez les plantes exposées
au stress de NaCl, proportionnellement aux dosglgages chez les deux cultivars, avec
des accumulations importantes chez Djadida que SlikFerred;.

Nos résultats se joign&rceux de Taibi, al., (2016) sur Phaseolus
vulgaris .L) ; Hajlaoui, etal.,(2009) qui ont enregistré pouZga mayp une teneur en
flavonoides égale a 1,21 mg EC/g MS, alors que snasontrainte saline de (102 mM)
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NaCl, cette teneur augmente jusqu’a 9,20 mg EC/glMS teneurs en flavonoides totaux
dans les plantes d'artichauts sous stress salinéténtconsidérablement augmentées
(Rezazadeh l., 2012) , Frary, edl., (2010) sur quelques lignées de tom@&elanum
pennelli), mais apres seulement des taux de NaCl supg@el®0 mM de NaCl appliqué
pendant 21 jours , et Mahmoudiatt (2010) suiLactuca sativel pendant 12 jours .

En plus, Tattini, ak, (2006) mentionnent une relation étroite entre la
tolérance au stress oxydatif et I'accumulation flesonoides. Dans le méme sens,
Hendrich (2006) suggéré que l'incorporation dedieides dans la bicouche lipidique est
parfois la premiére étape dans la séquence desr@edits induits par les composeés
polyphénoliques. Plusieurs flavonoides agissentaemes inhibiteurs de la lipoxygénase,
I'enzyme qui convertit les acides gras polyinsatue@ dérivés contenant de l'oxygéne
(Nijveldt etal., 2001).Ces composés accumulés dans le tissuav@getrraient aider a les
protéger des effets néfastes et pourraient aideniber la peroxydation des lipides chez
les plantes stressées (Potapovich et Kostyuk, 2003)

Une supplémentation enioaica augmenté la teneur en flavonoide, nos
résultats correspond & ceux trouvé par Ahmaal, g2017) chez le pois chiche, et Yicel
et Heybet ,(2016) qui ont montré que I'applicatinSA et/ou C& nettement intégrée les
teneurs des phénols totaux et les teneurs emitddes et semblaient étre les plus efficaces
traitements pour contrer les effets négatifs du E&lugmentation de la teneur en
flavonoides des plantules stressées au NaCl fearcalcium est attribuée a I'absorption
limitée des ions Na+ par Caet induction de I'expression des génes pourdsybihése
des polyphénols (Xu, et., 2013) .

VI.2.3.3. Résultats du dosage des tanins condensés

Les résultats obteswisla quantification des tanins condensés extraien
des feuilles et des racines des deux cultivarsigaet Sidi Ferredj sont illustrées dans la
figure 42, qui reléve que les teneurs des taronslensés augmentent avec la sévérité de
la salinité, chez les feuilles des deux cultivajaditla et Sidi Ferredj pour atteindre
respectivement un taux de (1,66 mg EC/g MS et h§4£C/g MS) au traitement (T3) de
200 meq:! de NaCl qui provoque une synthése considérabigetficative en tanins
condenseés par rapport au traitement témoin.

Tandis qu'au niveau desimes, la valeur en tanins condensés la plus
importante a été obtenue & une concentration dent@0 de NaCl chez Djadida et Sidi

95



Partie expérimentale

Chapitre VI : Potentiel phytochimique fonctionnel @haseolus vulgarid.) sous stress salin.

Ferredj avec des valeurs respectives de (0,63 nmig BIS et 0,72 mg EC/g MS) par
rapport au traitement sans sel (0,48 mg EC/g M54& mg EC/g MS).
Les lots amendés au Ga€lprésentent aucun effet significatif chez lesxdeu

organes des deux cultivars par rapport au témoin.
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Figure 42. Variation des taux des tanins condefmgsEC/g MS) des feuilles et des
racines des deux cultivars de haricot en fonctedifférentes concentrations salines.

N.B : Les Barres avec des lettres similairesamd pas significativement différentes (p > 0,05).

La salinité a eu le méme effatl'accumulation des tanins, en permettant une
augmentation considérable pour les plantes souraiseslifférents traitements, avec une
différence significative par rapport au test témaomme il a été indiqué suéxchillea
fragrantissima ou la teneur en tanin augmentait de maniereifgigtive avec
'augmentation de la salinité (Abd EL-Azim et Ahme&D09). Le stress du sel (NaCl) a
déclenché l'accumulation des tanins chez les an#tide blé (LOK-1) conservant des
teneurs plus élevées que le cultivar (MP-1203) (Wjea et Agarwal, 2017).

Le calcium (&9 joue un role important en améliorant les processu
métaboliques. Dans notre expérience, nous avorenabsgiue la supplémentassions en
C&* rétablissait la teneur des composés phénoliquegpipénols, flavonoides et tanins)
par rapport aux plantes dans des conditions stresspar le NaCl seul ; ces résultats sont

en accord avec les rapports de Yicehlei(2016).
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VI1.2.4. Résultat de I'effet de salinité sur I'activité antoxydante et IC50

L’activité antioxydante des exts des feuilles des deux cultivars dépend de
la concentration en sel dans le milieu (Fig.43).

On a constaté que l'activité cat# de I'extrait augmente sur toute la gamme de
la concentration en sel quel que soit la natursadutilisé, seul ou associé au CacCl

A cet égard, I'activité antioxame était maximale au niveau de la salinité la
plus élevé (200 medtide NaCl), ou la valeur la plus importante a &téoue chez Djadida
avec IC50 = 0,34 mg.m!. Les diminutions d’IC50 sont synonymes de l'augtatan du
pouvoir antioxydant des extraits, avec I'élévatitenla concentration en sels des solutions
nutritives d’irrigation.

Chez Sidi Ferredj, malgadnhusse des valeurs des IC50 a la concentration
de 50 meq:t de NaCl (0,48 mg. mt) par rapport a celle du traitement témoin (0,53 mg
ml 1), on a constaté de nouveau, leur diminution aaitetments de forte salinité, pour
atteindre (0,36mg.miY) au traitement le plus sévére (T3). Cette derniem@ésente

I'activité antioxydante la plus importante cheziSidrred;.

0.80 1 m Djadida
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Figure 43. Variation des IC50 des feuilles des dauttvars de haricot en fonction de
différentes concentrations salines.
N.B : Les Barres avec des lettres similairesame pas significativement différentes (p > 0,05).
Les plantes produisent tangrnombre d’antioxydants destinés a piéger ou
a detoxifier les ROS (Grace, 2005). La réponseoantiante des plantes aux facteurs

abiotiques dépend du type de stress appliqué leirdane considéré (Mittler, 2006).
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Le radical DPPH stable étaigement utilisé pour évaluer cette activité
dans les extraits de nombreuses plantes. Dans @tide ['évaluation de l'activité
antioxydante a montré que le potentiel antioxydivient plus élevé avec I'augmentation
de la concentration en sels chez les deux cultiv@ette augmentation de I'activité
antioxydante a été signalée chez le riz (Fadeillal., 1997; Lee eal., 2001), le blé
(Meneguzzo eal., 1999) et la lentille (Bandeolu at, 2004).

On a signalé un lien étmitre la capacité antioxydante et la tolérance a la
salinité dans plusieurs cultures, comme le gaisum sativuni..) (Hernandez «l., 2000),
le coton Gossypium sp(Gosset eal., 1994), le riz (Dionisio-Sese et Tobita, 1998)aet
sétaire d'ltalie $etaria italicg, (Sceenivasulu &tl., 2000).

Il'y a quelques différenaagre les génotypes, en termes de tolérance a
l'oxydation, chez les plantes. Munns at, (2008) ont mentionné que les différences
génétiques dans la tolérance a la salinité nepashécessairement dues a des différences
dans la capacité de détoxifier les ROS, mais pduedtre dus a des différences
génotypiques dans les degrés de fermeture storeatigudans d’autres réponses qui
modifient le taux de fixation du CO2, des différeaqui mettent en jeu les processus qui
évite la photo inhibition et pour laquelle, la plara une capacité abondante. Cette
augmentation peut, d'une part, étre expliguée paungimentation des composes
phénoliques (une accumulation des phénols et desrfbides) qui confere probablement
une plus grande activité de piégeage des radidaes|(Okem eal., 2015).

Le calcium a également augdédatdétoxification des ROS en améliorant
les systemes de défense antioxydants ce qui edig@xpdans notre étude par une
diminution des IC50 par rapport aux plantes témcirez les deux cultivars.

Ce résultat est corroboré ges études antérieures trouvées par (Cramer et
al., 1985; Nedjimi et Daoud, 2009; Ahmad a&t, 2015; Rahman eal., 2016) dans
lesquelles, la signalisation exogéne rétablie garCE* maintien I'homéostasie des
nutriments et la réduction du stress oxydatif duinégalement des activités enzymatiques
antioxydantes sous stress abiotique (Jiangl.,e2001.)

L’effet du calcium améliore t@é&rance au sel chez deux cultivars de tomates
contrastés par Manaa, at, (2014) et protege le blé contre la salinité (Ah&lbi, etal.,
2012.).
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Les réponses morphophysiologicgdes deux cultivars sont clairement
manifestées par des modifications générales aamigle la germination, la croissance, le
développement de la plante et également sur stut stgdrique. L'action du stress salin
dans notre travail est d'autant plus marquée queraentration saline est élevée et les
valeurs inscrites de toutes les parameétres étpdésentent des fluctuations importantes, a
travers les différents régimes salins testés. @ssiltats confirment la sensibilité
particuliere du haricot a cette contrainte enviementale. Le stress salin exerce chez les
deux cultivars étudiés Djadida et Sidi Ferredj,efiet dépressif sur tous les paramétres
physiologiques, biochimiques et phytochimiques.

La germination des graim¢da levée des plantules sont des processus
biologiques fondamentaux dans les cycles de cruigsat de développement des plantes.
Par conséquent, une germination et une émergergraithes excellentes sont importantes
pour atteindre des rendements élevés et des coatiens croissantes de sel nuisent au
processus de germination (Anuradha et Rao, 20@bhrnouchi, eal., 2017).

Dans la présente étudegdhuction de tous les paramétres de germination
avec l'augmentation de la salinité se traduit whes effets négatifs sur le nombre de
graines germés, une faible capacité germinative, faible vitesse de germination et de la
cinétique de germination. Ces résultats sont siraaa ceux obtenus par d'autres
chercheures qui ont indiqué que les graines deophytes et des halophytes répondent
de la méme maniere a la salinité, en réduisanbiebme total des graines germées et
accusant un retard dans l'initiation du processigadgermination (Rubio-Casal, ait,
2003 ;Wei, Requena et Fischer, 2003)

L’augmentation du degré dediingté entraine une augmentation de la teneur
en sodium, qui nest que partiellement compenséapa diminution des autres cations,
notamment, du potassium et du calcium (Laredj—Za2013), cette accumulation des ions
dans les cellules crée frequemment une toxicitélatse manifeste par la réduction ou un
arrét complet de la croissance des plantes atndeila réduction du potentiel osmotique,
qui inhibe I'absorption de I'eau par les racines.

Dans notre étude aussiitairdution du statut hydrique sous différentes
traitements de salinité par rapport aux planteoiésy suggérent également que le stress

dd a la salinité pourrait affecter la croissance plantes en réduisant tous les parametres
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morphologiques étudiés avec : un retard de crotgs@amportant signalé chez la plupart des
organes des deux cultivars notamment « Sidi Ferr@apibent le nombre de feuilles, les
longueurs aérienne et racinaire, la masse fraickeohe, le développement des nodules,
en nombre et en poids frais .

Les causes précises de haindition de la croissance en fonction de
I'accroissement de la salinité restent a élucideur déterminer si cette diminution sous
stress salin est due a des perturbations d'ordydsdues, minéraux ou métaboliques.
Notre étude a été complété par d'autres travauxezoant les métabolismes cellulaires
essentiels dans 'osmorégulation dans ces condijtion I'ajustement osmotique joue le
réle primordial dans la résistance ou la tolérameda plante a un stress (Munns,2002 ;
Bartels et Sunkar, 2005) qui s’expriment par laac#g d’'un végétal a synthétiser des
osmoprotecteurs et les accumulés dans le cytoplestes organites (Ashraf, 2007; Chen,
etal., 2010; Majumder, «l., 2010.) .

Le rble de 'osmorégulatioesccomposés accumulés est parfois discutable,
mais représente une réponse métabolique spécdangles conditions de stress.

Dans notre étude des méoassd’'ajustement osmotique nous a permis de
conclure que les concentrations élevées en NaQitayant 'accumulation de la proline
que celle des sucres solubles, donc la prolirte res marqueur fiable du niveau de stress
salin mais ne semble pas étre directement lieailéggser les mécanismes de tolérance et
serviraient comme osmoprotecteurs, car le rolecypal de la proline n'est peut-étre pas
uniquement un osmolyte, mais il aide égalementdédales a surmonter le stress oxydatif
chez les plantes stressées par le sel (Rajendraketnah,1994). Donc nous devront
clarifier la confusion souvent trouvée dans l&tdture entre les concepts de «réponses au
stress» et de «tolérance au stress».

Les valeurs moyennes desesutotaux affichés dans notre étude étaient
principalement affectées par les concentrationgesléle sel tandis que les accumulations
en sucres solubles totaux aux concentrations med#eéNaCl destinée a ajuster le
potentiel osmotique et a améliorer I'absorptioaw'sous salinité.

Parida eil., (2002) ont rapporté que des glucides tels quearieso et
disaccharides et les polysaccharides s'accumwast'effet du sel et jouent un réle majeur
dans I'osmoprotection, I'ajustement osmotique téelsage du carbone et le piégeage des
radicaux. Les polysaccharides soulignent le irdlgortant de la paroi cellulaire dans la

tolérance au stress salin, non seulement comméamiére entre la cellule et les enjeux
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extérieures, mais également ces composants satidionelles et tres sensibles, en effet
la synthése de cellulose et hémicellulose peusemnir comme mécanisme de résistance
chez(Phaseolus vulgarik. ) sous des contraintes abiotiques comme laleda salinité
est vraiment recommandée pour discriminer entreuivars a tolérance moyenne et ceux
jugeés sensibles .

Compte tenu de cette parés désultats de notre étude reflétent que la
composition des parois cellulaires a été modifidleaseoludorsqu'elles ont été soumises
a des concentrations élevées (200 migalé NaCl, présentent des proportions élevées de
cellulose et par conséquent des quantités rédbigenicelluloses. Nos résultats sont accord
de ce gqu’'a été trouvé par (Iraki, &t, 1989) qui indique que les parois cellulaires des
cellules adaptées présentaient des proportionscbepiplus faibles de cellulose et par
conséquent des proportions plus élevées d'hénmmsdluque celles des cellules non
adaptées ,cela indique la sensibilité des pardislaiees dePhaseolus vulgarid. a de
forte concentration de NaCl. Les modifications dades parois cellulaires ont été
considérées comme une caractéristigue communeaégdase a la salinité dans les plantes
(Le Gall, etal. 2015) et des preuves de la capacité des celld@sster la composition de
la paroi cellulaire dans des conditions de stressal, dans le cadre de la stratégie pour
soutenir leur croissance dans un tel environnelffergntes, etl., 2015).

Il semble que nos deuxieats étudiés sont sensibles au sel, mais Sidi
Ferredj peut étre considéré comme le cultivarligs pensible par rapport a Djadida sous
des concentrations modérées de sel

Il est clair aussi qu’a jragies résultats obtenus, les deux cultivars npast
pu préserver leurs appareils photosynthétiqueslest dommages causés par les ions
toxiques. Plusieurs études suggérent que la teeeuchlorophylle est un marqueur
biochimique de la tolérance au sel chez les plaigbgkawa et Shabala 2019, Taibi, Taibi
et Ait Abderrahima, etl. 2016, Sairam, &il. 2005). On sait que les plantes tolérantes au
sel présentent des niveaux de chlorophylle augrmenténchangés dans des conditions de
salinité, tandis que leur teneur en chlorophylimidue chez les plantes sensibles au sel
(Stepien et Johnson 2009) .

De méme, I'accumulation atemposeés protéiques joue un role essentiel
dans les réponses physiologiques du stress daepkafa salinité. Dans la présente étude,
I'effet d’inhibition du sel sur la composition gigique a été significativement noté. Une

production accrue de protéines et d'autres compms#enant de I'azote peut induire la
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biosynthese de composés organiques a I'activit@tguoe, y compris des protéines dotées
de capacités osmoprotectrices, conférant ainsiésistance a la salinité (Ashraf et Harris,
2004).

Des altérations des lipides ggonse a la salinité ont été observées dans notre
étude, il y a plusieurs études qui ont démontré meslifications dans les enzymes
impliquées dans le métabolisme lipidiqgue sous stsafin, au niveau des expressions des
géenes, mais ils ne fournissent pas de donnéesasurahiere dont ces changements
pourraient régir sur la teneur en lipides en répanka salinité. Les lipides restent rarement
mentionnés dans les revues traitant des mécanidmesress salin. Les lipides restent
rarement mentionnés dans les revues traitant deamsénes de stress salin.

De plus, nos résultats phytmiues démontrent que les composés
phénoliques constituent une partie importante désxydants dans le haricot .On peut
conclure que la salinité modérée induite des actations des niveaux de composés
phénoliques chez Djadida que Sidi Ferredj en autgnénes phénols totaux, les
flavonoides et les tanins condensés.

Le niveau accru de composdgab@noliques dans différents tissus dans des
conditions de stress salin a été signalé dansmairte@ombre de plantes (Navarro akt
2006; Tattin, etl., 2006). Donc la capacité de réponse au stress galila synthése de
composés phénoligues a été aussi observée chagresypes de fraises tolérants et
sensibles (Keutgen, at., 2008). Nos résultats sont en accord avec Al Hastal. (2015)
qui ont observé une augmentation significativeatesposes phénoliques dans les feuilles
de la tomate cerise (Sicdopersicuni. cv. Cerasiforme) stressées sous des concemisati
de sel modérées et élevées. Une augmentation dmogsosés dans les feuilles d'artichaut
avec une salinité modérée a été rapportée par (Heted., 2008.) . L'augmentation de la
réponse des composeés phénoliques a la salinitalenégnt été rapportée dans l'extrait de
différents tissus de certaines autres plantes thRga<tal., 2000; Muthukumarasamy, et
al., 2000).

Cela témoigne de I'eHiatioxydant de ces métabolites dans la lutte contre
le stress oxydant généré par la salinité, comma est mis en évidence par le test
antioxydant au DPPH des extraits qui a revélé gQed diminue avec 'augmentation du
degré de salinité. Donc les métabolites second@nésnt un rdle important dans la
tolérance des especes sensibles coRPinaseolus vulgarid au stress salin.
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La salinité pourraient@iorer considérablement la capacité antioxydant
des deux cultivars et pourraient refléeter comme éponse d'adaptation au stress. En
conséguence, les plantes a stress salin peuvendedrsources potentielles intéressantes
de polyphénols a usage économique.

L'addition de calcium Taau milieu de croissance chePh@seolus
vulgarisL) peut éviter une réduction importante de lasisgance et aussi joue un role
dans l'ajustement osmotique, la transduction dgeasi et soulage la salinité par
l'accumulation de la proline et la synthése desépres. Le C&' protége les membranes
des effets indésirables du Nanaintenant ainsi I'intégrité de la membrane egnaente de
maniere synergique la capacité de piégeage des ROSui peut correspondre a
l'augmentation de la teneur en flavonoides sowsstsalin, dans la présente étude en
améliorant les systemes de défense antioxydantpjicest expliqué dans notre étude par
une diminution des IC50 par rapport aux plantesotém

Bien que l'effet apaisant @&+ a été démontré chez plusieurs espéces
végétales confrontées a la salinité, mais, le méaw par lequel I'application deCaide
les plantes a surmonter I'effet néfaste du stress$ toujours pas clair.

Néanmoins les études etindices auxquels on est parvenue lors de ce
travail demeurent forcément parcellaire, et nétessi approfondissement, basés sur les
bases moléculaires et génétiques constituent 'datdépistage ultime qui pourrait aider
a comprendre les mécanismes sous-jacents a cesedsu stress a travers l'identification
des genes impliqués dans la tolérance a la salputé I'obtention des variétés qui accede

a une croissance optimale sous ces conditions.
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Annexes

LES ANNEXES
Annexe A .

Tableaul-Composition de la solution nutritive deAG&LAND (1938).
Produit Formule Chimique Concentration En'g.|
Nitrate de potassium KNO3 191.90
Nitrate de calcium (NOs3)2 Ca 4H0 129.80
Nitrate d'ammonium NO3 NH; 210
Sulfate de magnésium SMg 7H0 61.5
Phosphate monopotassique PO4H2K 54.40

Hydrogenophosphate PO4K2H 3H0 34.23
di-potassium
Chlorure de manganese CloMn 4H0 1.80
Sulfate de cuivre CuSQ05H0 0.176
Sulfate de zinc Zn SQ, 7H0 0.219
Acide borique H3BO3 2.861
Molybdate d'ammonium MO07024(NH4)7H20 0.285
Complexe ferrique EDTA 0.050
Ferrique (C1oH12FeNeNaGs)

Tableau2 - Composition de la solution saline.

Témoin 50 meqi 100 meq:t 200 meq:f
NaCl g.I* 0 2.92 5.84 11,7
T 100 150
Temoin
meq.I* meq.t*

CaCbg.I" 0 5.54 8,31
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Annexe B les Courbes étalonnages de proline et sucre soluble
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Annexe C : Les Courbes d'étalonnage des composés phénoliqt
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RESUME

Phaseolus vulgarls, est une Fabacée sensible a la salinité. Leed#gdaptation a
cette salinité varie d’un cultivar ou variété aufre. Le choix dans cette étude est porté su
deux cultivars : Sidi Ferredj et Djadida. L'objdate ce travail est d’évaluer la sensibilité
de ces deux variétés mises en culture, dans leditcms sous serre et soumises aux
différentes concentrations du sel, & base de N&Cingq.t:, 100méq:fet 200méqit), et
a base du NaCl+CagLl(100méqgfet 150 méql), a travers le comportement
physiologique, biochimique et phytochimique desxdearties aériennes et souterraine de
deux cultivars soumises au stress salin.

Le premier effet le plus évident destess, est la réduction du potentiel osmotique
entrainant une diminution de I'état hydrique fakadle la plante, qui s’adapte en ajustant
progressivement sa pression osmotique, grace mtiemades concentrations élevées de
C&*. Aussi, un effet dépressif est remarqué des paramphysiologiques mesurés qui
varient en fonction de l'intensité du stress.

De méme, sur le plan biochimique, I'adaptaties deux cultivars, aux différentes
doses croissantes de sel, se traduit soit, padiomaution de certains solutés organiques,
notamment, une assimilation photosynthétique pae¢eyr avec des faibles teneurs en
chlorophylle a, b ,totale et les caroténoides,aimges significative des teneurs en lipides
et en protéines et une modification en teneur desres pariétaux, (cellulose,
hémicellulose), avec un taux de cellulose qui dimiraux faibles doses de NaCl et
augmente aux concentrations éléves, et un tauxniteflulose qui s’abaisse avec
'augmentation des concentrations en sel. Soityrer accumulation d’autres solutés
organiques qui varie en fonction du cultivar, dpetylu sel et du niveau de traitement salin
appligué, alors, une augmentation en sucres sdiofalex est remarquée, aux doses faibleg
et moyennes de NaCl et une diminution des mémepasds aux concentrations plus
élevée. La proline, un acide aminég, lui aussisggtificativement accumulé dans les
feuilles des deux cultivars, cette accumulatiomevaussi en fonction des traitements salins
appligués.

Toutefois, sur le plan phytochimiques fésultats des deux cultivars ont montré
que les concentrations modérées de 50 néegtl 100 megt de NaCl stimulent
I'accumulation des phénols totaux, des flavono&tates tanins condensés, comme aspeg
adaptatif et défensif face au stress abiotiques pue diminution de ces composés est
observée avec I'agressivité du traitement saliniqyp@. De méme, le potentiel antioxydant
augmente avec l'augmentation du stress salin testeDPPH a révélé des concentrations
inhibitrices (IC50) des extraits bruts des feuijlldsminuant avec l'augmentation de la
concentration en sels.

Mots clé : Phaseolus vulgari.., cultivars Sidi Ferredj et Djadida, traitemeetsstress
salins, aspect adaptatif physiologique, biochimjgplgtochimique.




