INTRODUCTION

La salinisation est le processus majeur de la dégradation des terres. En moyenne, le
monde perd 10 hectares de terres cultivables par minute, dont 3 hectares a cause de la
salinisation (Iptrid, 2006). 10 a 15% des surfaces irriguées (20 a 30 millions d’hectares)
souffrent, & des degrés divers, de problemes de salinisation (Mermoud, 2006). En Afrique,
pres de 40 M d’hectares sont affectés par la salinisation, soit pres de 2% de la surface totale
(Iptrid, 2006). Les sols salins sont tres répandus a la surface du globe, leur salinité

constitue I’'un des principaux problémes du développement agricole (Beldjoud et Daoud,
2002).

Les zones arides et semi-arides couvrent une grande partie des pays de la frange
méridionale du pourtour méditerranéen. Dans ces régions, la disponibilité des eaux, leur
salinité et celle des sols sont parmi les principaux facteurs limitant la productivité végétale
(Zid et Grignon, 1991). L’introduction des espéces tolérantes au stress salin est I’une des

techniques utilisées pour faire face a ce probleme.

La capacité¢ d’évaluer les performances des plantes cultivées ou spontanées
subissant un stress salin est trés importante au niveau des programmes de recherche qui
visent la réhabilitation et I’amélioration de la production en région semi-aride et aride. De
nombreux chercheurs travaillent sur la réponse des plantes a la salinité afin de produire le

maximum de biomasse ou de graines en condition de stress salin.

L’identification et la diversification des espéces qui présentent de nombreuses
possibilités d’utilisation (médicinale, fourragere, matériaux a haute valeur économique,
source de substances bioactives, dessalement des sols et phytoremédiation) adaptées aux
conditions contraignantes de ces milieux passent par la compréhension des mécanismes

physiologiques et morphologiques impliqués dans leur tolérance a la salinité.

En réponse au stress salin, les plantes simulent des changements significatifs que ce

soit sur le plan morphologique ou physiologique.

Parmi ces especes : Pistacia atlantica Desf. qui appartiennent a la famille des
Anacardiacées. Les pistachiers sont dioiques, pour fructifier il est nécessaire de lui fournir

une pollinisation croisée, il faut donc planter un pied male et un pied femelle.
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L’objectif de cette étude est de déterminer 1’effet du stress salin sur, le taux de
germination des graines, et sur les caracteres morpho-physiologiques du Pistacia atlantica
Destf.
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CHAPITRE I
PRESENTATION DE PESPECES

1.1. Historique

Le fameux bétoum des Dayas remonte aux années 1700. Dans sa publication « flora
atlantica » parue en 1798, le botaniste francais René Louiche Desfontaines décrira et
présenta, pour la premiére fois au monde scientifique, le pistachier de I'Atlas. Ce dernier
fut souvent confondu avec P. térébinthus; en 1909, LAPIE I'appelait «Térébinthe »
(Monjauze, 1980).

Le pistachier est une Angiosperme dicotylédone dioique appartenant a la famille des
Anacardiacées. L'étude monographique du genre comprend 4 sections et 11 espéces ;
Pistacia vera L. est la seule espece produisant des fruits comestibles (Joley, 1979). Il est

probablement originaire d’Asie centrale (Whitehouse, 1957).

1.2. Repartition du Pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.)

1.2.1. Dans le monde
Pistacia atlantica Desf. Ainsi que ses sous-espéces: Cabulica, Mutica,

kurdica et Atlantica, occupent une aire tres vaste englobant le Maroc, I'Algérie, la Tunisie,
la Lybie, la Turquie, la Syrie, la Jordanie, le Palestine occupé, I'lran et I'Afghanistan
(Kaska, 1996).

Khalif (1995), indique que la région méditerranéenne est la plus riche en espéces du
pistachier et compte plusieurs especes telles que :

* Le lentisque : Pistacia lentiscus.

* Le bétoum : Pistacia atlantica.

* Le térébinthe : Pistacia terebinthus.

* Le pistachier palestinien : Pistacia palestinae.

Le Pistachier de I'Atlas est associé dans le Proche-Orient aux Quercus ithaburensis

(chéne vélani), en Afrique du Nord a Ziziphus lotus (jujubier sauvage) (Seigne, 1985).
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1.2.2. En Algérie

Les populations des pistachiers : P. lentiscus, P. terebinthus, P. atlantica se trouvent
a I'état de groupements isolés concentrés particulierement dans les régions des Dayas entre
Djelfa et Tiaret en passant par Laghouat (Monjauze, 1982). Monjauze (1982), rapporte
que le pistachier de I'Atlas se trouve entre Mascara, Sidi Bel Abbes, Saida, M'sila, Biskra,
au sud de Laghouat, au Mzab, a Ouargla, dans le secteur de Sahara et dans le Hoggar.

Baba Aissa (2000), ajoute que le pistachier de I'Atlas est une espece nord-africaine,
endémique, relativement commune dans toute I'Algérie (avec une prédilection pour les

lieux arides), mais moins répandue dans le Sahara: Hassi R'mel, Hoggar et Tassili.

1.3. Systématique
Selon Emberger (1960), Pistacia atlantica Desf est classé taxonomiguement
de la fagon suivante :
Regne : Végétal
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiosperme
Classe : Dicotylédones
Ordre : Térébinthales
Famille : Anacardiaceae
Sous-famille : Rhoiadeae
Genre : Pistacia
Espece : Pistacia atlantica Desf.

1.4. Caractéristiques morphologiques

1.4.1. Le port

Le pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.) ; elbetoum, botma, betouma ou
btouma en Arabe local et Iggh en berbere, est un bel arbre (Monjauze, 1980), son allure
évoque celle du fréne. Dans les bonnes conditions, le bétoum peut atteindre 25 meétres de
hauteur et 1 metre de diamétre au niveau du tronc (Monjauze, 1980). Le port est arrondi, a
ramification étalée (Baba Aissa, 2000) (Figure 1.1).
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Figure 1.1 : Port botanique du pistachier de 1’ Atlas (Pistacia atlantica Desf.)

1.4.2. Les feuille

Les feuilles du pistachier de 1’Atlas (Pistacia atlantica Desf.) sont caduques. Elles
sont composées, alternes et mesurant jusqu'a 12 cm de longueur totale (Figure 1.2) (Sahli,
1997).

Figure 1.2 : Feuille du pistachier de I’ Atlas (Pistacia atlantica Desf.)

1.4.3. Les fleurs

D'apres Monjauze (1980), le pistachier de I'Atlas est un arbre dioique, dont on
distingue les fleurs males et les fleurs femelles portées par des pieds différents. Sa
pollinisation est anémophile, rarement entomophile.

La floraison a lieu en été (Baba Aissa, 2000), les fleurs sont apétales de couleur
rougeatre ; les fleurs femelles sont en grappes axillaires a calice trés réduit et a ovaire de 3
stylets. Les fleurs males sont des grappes terminales a calice de 3 a 4 sépales et 5 a 7
étamines (Monjauze, 1980). Morsli (1992), a identifié quatre stades phénologiques pour la

floraison méle (Figure 1.3) et cing pour la floraison femelle (Figure 1.4) :
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e Floraison male
Inflorescence groupée
Pré-déhiscence des inflorescences
Déhiscence des inflorescences

Fanage des inflorescences.

Figure 1.3 : Fleurs males du pistachier de 1’Atlas (Pistacia atlantica Desf.)
(Yaaqobi, 2005).

e Floraison femelle
Fleurs femelles non apparentées
Début d'apparition des fleurs
Fleurs apparentées
Fleurs femelles en cours de pollinisation

Fleurs femelles fécondées.

Figure 1.4 : Fleurs femelles du pistachier de 1’ Atlas (Pistacia atlantica Desf.)
(YYaaqobi, 2005).
1.4.4. Le fruit
Les fruits sont appelés ElI Khodiri par les populations locales, appellation due a la
prédominance de la couleur vert foncé a maturité (Belhadj, 2001). Le fruit est une drupe
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mesurant entre 6 @ 8 mm de long sur 5 a 6 mm de large (Ozenda, 1977). Il est ovale et
quelque fois trapu (Figure 1.5). Il atteint sa maturation en Septembre (Monjauze, 1980).

Figure 1.5 : Fruits du pistachier de 1’ Atlas (Pistacia atlantica Desf.) (Yaaqobi,
2005).

1.4.5. Le systéme racinaire

Khichane (1988), montre que le systéme racinaire du pistachier de I'Atlas est trés
vigoureux, pouvant atteindre 6 metres de profondeur ce qui lui assure une bonne fixation
au sol. Il présente un type d'architecture bien hiérarchisée, comportant un épais pivot
vertical, orthogéotrope a croissance rapide et de fines racines latérales plagiotropes a
croissance lente et peu durable. La croissance est lente et ne produit qu'a partir de 5a 7 ans
(Baba Aissa, 2000).

1.5. La multiplication

Comme la plupart des plantes, le pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.) peut
se multiplier par deux modalités de propagation qui s'opposent par de nombreuses
caractéristiques : la reproduction sexuée et la reproduction asexuée. Selon Boxus (1995), la
reproduction par voie sexuée donne souvent naissance a la création des types génétiques
nouveaux par recombinaison des génes, lors de la fusion des gametes. Au contraire, la
multiplication végétative faisant intervenir seulement le processus de mitose reproduira des

individus conformes aux parents.
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1.5.1. Reproduction sexuée ou générative

Selon Bonne et al. (1986), la reproduction sexuée est souvent utilisée dans les
stratégies d'amélioration. Elle permet la création d'un matériel nouveau, présentant par
rapport au materiel disponible une supériorité qualitative et quantitative, par le biais de la
recombinaison des genes portés par les deux parents. La germination des semences de
Pistacia atlantica Desf. Passe pour étre difficile et capricieuse (Khelil, et Khellal, 1980).
Cette difficulté est due a plusieurs facteurs qui sont liés, soit a la semence elle-méme, soit
aux conditions de récolte et de conservation des graines. La maturité de la semence joue un
role important, car une immaturité a la récolte se traduit généralement par une faculté
germinative faible et surtout par une inaptitude a la conservation (Muller, 1986). D'aprés
Monjauze (1980), la semence du pistachier de I'Atlas est trés huileuse pour étre conservée
plus d'un printemps, mais conservée en chambre froide, elle peut rester quelques années.
Cependant, Khelil et Khellal (1980), affirment que les graines du bétoum perdent leur
faculté germinative treés rapidement apres quelques mois de conservation au frais. D'aprés
Morsli (1992), la reproduction sexuée de cette espéce aboutit le plus souvent a la
production de fruits parthénocarpiques. Ce phénomene se traduit sur le terrain par une
diminution de semences fertiles.

Les graines de feuillus présentent souvent des phénoménes de dormance, qui
s'opposent a leur germination, c'est le cas de la graine du pistachier, qui est affectée d'une
dormance embryonnaire associée a une légere inhibition tégumentaire (Muller, 1992).

Le froid est un facteur important pour la levée de la dormance (Mazliak, 1982). Cela
a été déja signalé par Monjauze (1968) disant que, les graines du bétoum exigent une
stratification, et elles ne doivent étre semées qu'a une température moyenne ayant atteint au
moins 12° C. Il ajoute aussi que le pourcentage de la germination est globalement au
maximum apres 30 jours de la stratification, mais la vitesse de germination augmente
graduellement avec la durée du traitement au froid appliqué.

D'aprés Chaussat et Bigot (1980), le traitement a l'acide gibbérellique permet
généralement une meilleure germination des embryons dormants. Gaspar (1994), affirme
gu'une bonne germination a été observée chez les graines du pistachier traitées avec 50

ppm de I'AG3 et stratifiées pendant 36 jours.
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1.5.2. Reproduction asexuée ou végétative

La reproduction asexuée est basée sur deux principes : la totipotence cellulaire et le
pouvoir de régénération (la dedifférenciation puis la différenciation) (Martin, 1981).
Margara (1989), ajoute que la propagation veégétative, quelles que soient les modalités,
implique toujours la formation de méristemes nouveaux par le phénomene de régénération.

Le pistachier d'atlas sont multiplier par bouture ou par greffage sur des lentisques ou
térébinthes.

Les horticulteurs ont depuis des siécles, développé des techniques artificielles de
multiplication végétative comme le bouturage, le marcottage et le greffage. En
reproduisant des individus génétiqguement identiques a la plante-mere, ils créent ainsi des
clones homogenes Boxus (1995). Boxus (1995), note que l'introduction des techniques de
multiplication "in vitro™ ou "micropropagation” a bouleversé complétement la reproduction
végetale. En effet, partant d'un fragment de plante placé en conditions plus ou moins
aseptiques, la plante-mére peut étre multipliée en un an en plusieurs millions

d'exemplaires, et cela a I'infini.

1.6. Exigences pédo-climatiques du Pistacia atlantica Desf.

1.6.1. Exigences pédologiques

De point de vue édaphique, Pistacia atlantica Desf. Se trouve planté sur une large
gamme de sols, tels que les sols gypso-calciques, préférant ceux profonds et bien drainés
(Woodroof, 1979). Khalif (1959), a noté que le bétoum préfére cependant des sols
argileux et argilo-limoneux (Daya a Ziziphus lotus), mais aussi les alluvions des plaines
(Seigne, 1985).

1.6.2. Exigences climatiques

Selon Monjauze (1968), le pistachier de I'Atlas ne serait a sa place que dans la
moitié de I'étage aride tempéré et de I'étage semi-aride, se trouvant généralement dans les
dayas. Maggs (1973), a recommandé de retenir 1’isotherme 5° C comme limite pour la
culture du pistachier.

D'apres Evreinoff (1964), l'altitude d'implantation du pistachier de I'Atlas varie de
100 & 1200 m d'altitude. 1l semble que I'altitude comprise entre 600 & 1200 m permet un
meilleur développement de l'espece. Elle se contente d’une faible pluviométrie de 1’ordre

de 150 mm et parfois moins (Benhssaini et Belkhodja, 2004).
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Monjauze (1980), note que le bétoum ne peut se développer que sous une tranche
pluviométrique allant de 250 a 600 mm.

1.7. Intéréts de I'espece

Pistacia atlantica est une essence treés plastique dans le milieu de I’atlas saharien est
révélatrice des potentialités en matiére de phytogénétiques, néanmoins sa présence dans le
sud-ouest joue un réle non négligeable dans les équilibres des écosystémes sahariens d’une
part et dans le traitement de nombreuses maladies d’autre part. Elle a donc un double
aspect : écologique (lutte contre la désertification et 1’érosion des sols etc) et socio-

économique (cuisson, chauffage, intéréts thérapeutiques) (Benaradj et al, 2015).

1.7.1. Intéréts écologiques

Le pistachier de I'Atlas est I'espéce la plus représentée de la steppe pastorale et des
zones arides en raison de sa rusticité et de sa résistance a la sécheresse. Le bétoum occupe
généralement les sols peu profonds grace a son systeme racinaire puissant. Il contribue
favorablement a la lutte contre I'érosion et la désertification qui menace constamment les
régions arides et semi-arides (Aoudjit et Mouissa, 1997). Belhadj (2001), ajoute que
Pistacia atlantica Desf. Est utilisée pour la fixation des dunes et ce comme brise-vents.

Le pistachier de I'Atlas tolére parfaitement les conditions de salinité les plus
extrémes, donc cette espece peut valoriser de larges régions arides et semi-arides ou le

probléme de salinité s'accentue de plus en plus (Whitehouse, 1957).

1.7.2. Intéréts socio-économiques

C'est une espéce utilisée comme porte-greffe de Pistacia vera L., elle est considérée
comme la plus résistante a lI'asphyxie racinaire par rapport aux autres espéeces du genre
Pistacia (Monastra et al, 1997).

Le bétoum peut étre utilisé comme espéce pastorale surtout en période de disette car
ses feuilles constituent un apport en unités fourragéres important dont la valeur nutritive
est estimée a 0.35 UF et 41g de matiere azotée digestible par kg de matiére seche (Aoudjit
et Mouissa, 1997).

Selon Ozenda (1977), le bois du bétoum est largement utilisé comme combustible
seulement sa dureté le met quelque peu a I'abri des coupes.

Les populations locales utilisent les semences du bétoum a des fins culinaires et

médicinales (Belhadj, 2001). Le méme auteur ajoute que le fruit est riche en huile tres
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énergétique, comestible, a un goQt tres proche de celui du beurre. L'écorce produit une

résine mastic qui exsude naturellement de facon abondante par temps chaud. Tres utile

comme antiseptique, antifongique et dans des maladies abdominales (Baba Aissa, 2000).
Belhadj (2001), trouve que le fruit seché préparé en tisane aurait également une

action contre le diabéte.
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CHAPITRE I
SALINITE ET REPONSE DES PLANTES AU STRESS SALIN

2.1. La salinité des sols

2.1.1. Géneralites sur la salinisation des sols

Les sols salés sont caractérises généralement par des propriétés physiques, chimiques
et biologiques défavorables a la croissance des végétaux. Les sols salés se caractérisent par
des teneurs élevées de sels solubles dans la solution du sol (Charreau et Fauck, 1965).

Selon Calvet (2003), les sols salés et les sols sodiques, possédent en effet une phase
liquide tres riche en sel dissous qui leur confére des propriétés souvent défavorables, en
particulier a I'égard des plantes. Ces sols salés représenteraient sur la planete une superficie
de Dordre de 260 millions a 340 millions d’hectares, en fonction de I’intensité du
phénomeéne pris en compte, tres répartis dans les régions arides a semi-aride.

La salinité est par définition I'accumulation des sels solubles dans le sol ou sur sa
surface (Benchallal et al, 2009). Selon Marlet et Job (2006), la salinisation est un terme
générique caractérisant une augmentation progressive de la concentration des sels dans les
sols sous I’influence d’apport d’eau d’irrigation salée, de D’aridité du climat ou de
conditions hydrologiques particulieres (lessivage insuffisant, proximité de la nappe...).

La salinité varie au cours du temps en fonction des apports d’eau douce et des
conditions hydrodynamiques de transport et mélange. Les apports d’eau douce par les
fleuves ou les précipitations ont tendance a diminuer la salinité, alors qu’a 'inverse,
I’évaporation qui dépend de la vitesse du vent, de I’humidité de ’air (un air sec accroit
I’évaporation), la nature du sol et sa surface aura tendance a 1’augmenter (Paillet et

Lazure, 2011).

2.1.2. Causes de la salinisation des sols
e La salinisation primaire: 80% des terres salinisees ont une origine
naturelle. On parle alors de salinisation “primaire”, due aux sels se formant
lors de I’altération des roches ou a des apports naturels externes (FAO,
2006).
Selon Citeau et al (2008) la salinisation primaire est liée a la proximité de I'océan ou

a l'altération de roches salines.
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e La salinisation secondaire : 20% des terres salinisées, soit prés de 15 M ha
sur le continent africain, ont une origine « anthropique ».On parle alors de
salinisation “secondaire”, induite par 1’activité humaine, liée aux pratiques
agricoles et en particulier a I’irrigation (FAO, 2006). Selon Citeau et al
(2008), la salinisation secondaire d'origine anthropique, liée principalement a

la pratique de l'irrigation avec des eaux légerement salées.

2.1.3. La genese des sols salins

Duchaufour (1983), signale que la formation d’un sol salin résulte généralement de
I’accumulation de sels dans les horizons de surface. Ce processus dépend essentiellement
de deux conditions :

a. Une condition climatique ou la demande évaporative est grande conduisant ainsi a
des concentrations d’ions souvent trés €levées. Ces concentrations interviennent dans la
pédogenese par la formation de minéraux résultant de 1’évaporation et de cristallisation des
sels dissous.

b. Une condition de station : concernant la présence obligatoire d’une source de sel.
Les sels les plus fréquemment présents dans la solution du sol des sols salés correspondent
aux cations : sodium (Na*), potassium (K*), calcium (Ca®*), Magnésium (Mg?"), et aux
anions : carbonates (CO5>), sulfates (SO,*), chlorure (CI7), nitrates (NO3").

Les sels présents dans la solution du sol ont trois origines principales (Calvet, 2003):

a. L’altération des minéraux est la source naturelle dominante.

b. Le transport dans le sol d’eaux chargées en sels minéraux est une source (nappe
salée) ainsi que I’intrusion d’eaux marines dans les zones coticres.

c. Des apports parfois importants sont aussi le résultat de mauvaises pratiques
d’irrigation avec des eaux saumatres et d’épandages de divers déchets liquides d’origine
agro-industrielle.

Selon ’origine de ces sels, on peut distinguer une salinisation naturelle, que 1’on peut
dénommer primaire, et une salinisation anthropique, généralement liée a I’irrigation que

1’on appellera secondaire (Robert, 1996).

2.1.4 Les conséquences de la salinisation des sols

L’excés de sel modifie principalement les propriétés physico-chimiques et
biologiques dans le sol. Les effets chimiques sont liés a la concentration des solutions et &
la valeur du pH.
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Selon Stengel et Gelin (1998), il existe deux cas spectaculaires du changement du
pH du sol qui peuvent survenir au phénomeéne de la salinisation :

a. Le premier est celui de forte augmentation du pH lorsque les sels qui s’accumulent
sont des bicarbonates ou carbonates de sodium (processus d’alcalinisation), dans ce cas la
matiére organique du sol est solubilisée, la fertilité est alors trés réduite car de nombreux
éléments indispensables a la plante sont totalement insolubilisés.

b. Le cas inverse est celui des sols acides ex : sols sulfatés acides, dont le pH peut
descendre de 2 a 4 a cause de I’accumulation des sulfures a faible profondeur.

La dégradation physique des sols peut intervenir pour de tres faibles teneurs en sels
alors que la dégradation chimique et les effets biologiques sont encore quasi nuls (Robert,
1996). Dans le cas des sols riches en sodium, les effets sur les propriétés physiques
deviennent prépondérants et s’expliquent par le role spécifique de cet élément sur les
argiles.

D’aprés Donahue (1958), le sodium présent en solution va s’échanger sur les sites
externes des feuillets, par son effet sur la couche diffuse des argiles ; I’argile aussi bien que
la matiére organique est dispersée, ce qui provoque un tassage serré des particules de sol.
Ce tassage des particules réduit le volume et le nombre des espaces poreux, et de ce fait,
I’eau et 1’air ne peuvent se mouvoir rapidement dans le sol.

Les densités des populations microbiennes dans les sols salés relativement plus
faibles que dans les sols sains (Chaussod et al, 1986). Dommergue (1962); mentionne
que la baisse de la microflore totale ne s’observe qu’a des niveaux de salinité relativement
élevés.

Les minéralisations, primaire et secondaire sont peu actives en sols salés, le primaire
peut étre relativement actif lorsque la matiére organique apportée est facilement
biodégradable. L humification en milieu salé aboutit a des composés peu poly-condenses
hydrosolubles ou pseudo solubles, ce qui défavorise la stabilité structurale et 1’alimentation

des cultures (Mallouhi et Jacquin, 1986).

2.2. Le stress salin

2.2.1. Définition du stress salin
Le stress est fondamentalement un concept de mécanique, défini par les ingénieurs et
les physiciens comme étant une force exercée par unité de surface d’un objet. En réponse

au stress, 1’objet oppose une déformation, ou un changement de dimensions. Il est difficile
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de définir aussi précisément le stress en biologie. la terminologie employée en physique
peut et devrait étre appliquée aux organismes vivants, mais en pratique, le concept de stress
en biologie contient des connotations plus génerales. La définition, peut-étre la plus
pertinente d’un stress biologique, serait «une force ou une influence hostile qui tend a
empécher un systéme normal de fonctionner » (Shakespeare, 2003).

Chez les végeétaux, le stress peut étre représenté comme étant une agression ou
contrainte provoquee sur une plante par des variations des facteurs climatiques ou liés au
sol. On parle par exemple : de stress hydrique (manque d’eau), de stress thermique (chaud
ou froid), de stress lumineux (intensité lumineuse excessive) et de stress salin : brusque

élévation de la teneur en sel dans le milieu racinaire (Mazoyer, 2002).

2.2.2. Effet de stress salin sur les végétaux

La salinité du sol est I'un des principaux facteurs environnementaux qui affectent la
production agricole dans les régions arides et semi-arides (Djekoun, 2010), est un
probleme majeur affectant l'agriculture dans le monde (Carillo, 2011). Processus
d’accumulation de sels a la surface du sol et dans la zone racinaire qui occasionne des
effets nocifs sur les végétaux et le sol ; il s’en suit une diminution des rendements et, a
terme, une stérilisation du sol. Les sels provenant de I’eau d’irrigation s’accumulent dans
le sol en provoquant 1’augmentation de la pression osmotique et peuvent conduire a la
stérilisation du sol. D’une fagon générale, la relation entre le rendement relatif des cultures
et la salinité est a peu prés linéaire sur la base de comparaison entre le rendement de la

méme culture en sols salé et non salé (Masmoudi, 2011).

2.2.3. Effet sur I'absorption

Le stress salin influence la croissance a travers de nombreuses facettes du
métabolisme, tel que I’absorption des éléments nutritifs et leur distribution au sein de la
plante (EI-IKlil et al, 2001), I’altération de la photosynthése et de la respiration, la synthése
des protéines et des acides nucléiques.

En présence de sel, I’absorption des cations Na*, Ca** et Mg?* dépasse souvent celle
des anions CI~, PO, et NOs, ce qui engendre un déficit anionique pour le végeétal. Dans les
feuilles, les chlorures (CI7) sont toujours accumulés proportionnellement a la teneur
globale en sel et en 29 plus grandes quantités que le Na* (Rahmoune et al, 2000).

Le chlore, en entrant en compétition avec le NO3, inhibe dans les plantes sensibles aux

sels I’absorption et le transport a longue distance de cet anion vers les parties aériennes et
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engendre ainsi une carence nutritionnelle qui est estimée par la différence entre la teneur
globale en cations majeurs Ca?*, K*, Mg** et Na* et la teneur en CI- (Slama, 1986).
D'aprés Rasanen (2002), le stress salin réduit dramatiquement la fixation de I’azote

N, et I’activité nitrogénase de nodosités chez les Iégumineuses herbacées.

2.2.4. Effet sur le métabolisme cellulaire

Sous les conditions salines, il y a un changement dans le modele d'expression des
genes et des changements qualitatifs et quantitatifs dans la synthése des protéines
(Reynolds et al, 2001).

Le stress salin induit une perturbation de la composition lipidique et protéique au
niveau de la membrane cellulaire, affectant ainsi sa stabilité (Alem et Amri, 2005). La
présence du sel en forte concentration inhibe principalement le métabolisme cellulaire et la
photosynthése par I’imposition d’un stress osmotique sur la cellule et par la toxicité¢ du

sodium et du chlorure dans le cytoplasme (Baba Sidi-Kaci, 2010).

2.2.5. Effet sur la photosynthése

Le développement des plantes est le résultat de 1’intégration et la régulation des
processus physiologiques dont le plus dominant est la photosynthése. La croissance du
végétal autant que la production de biomasse est une mesure de la photosynthése nette et
comme les stress environnementaux affectent la croissance donc affectent la
photosynthése. Le stress salin cause des effets a long et a court terme sur la photosynthése
(Bouzid, 2010).

La teneur en sel élevée dans les tissus influence directement les enzymes
photosynthétiques et par voie de conséquence les réactions d’échange de lumicre et de gaz
(EI' Hendawy, 2004). Or, la réduction de la photosynthése a long terme entraine
I’inhibition de la formation et de I’expansion de la feuille ainsi que 1’abscission précoce de

cette derniére (Kozlowski et Pallardy, 1997).

2.2.6. Effet sur la respiration
D'aprés Rains (1972), la plante augmente sa respiration en condition de stress salin.
L'accroissement de la respiration résulte de I'énergie nécessaire a l'absorption ionique,

produisant ainsi un effet néfaste sur la balance d'énergie disponible pour la plante.
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2.2.7. Effet sur la croissance et le développement

Dans les zones arides et semi-arides, la salinité des sols et des eaux d’irrigation est
I’un des principaux facteurs abiotiques qui limitent la productivité végétale et le rendement
agricole (Zid et Grignon, 1991).

La réponse immédiate du stress salin est la réduction de la vitesse de I'expansion de
la surface foliaire ce qui conduit a I'arrét de I'expansion si la concentration du sel augmente
(Wang et Nil, 2000). Le stress salin résulte aussi dans la diminution de la biomasse seche
et fraiche des feuilles, tiges et racines (Chartzoulakis et Klapaki, 2000).

La salinité accrue est accompagnée par une réduction significative dans la biomasse
racinaire, la hauteur de la plante, le nombre de feuilles par plante, la longueur des racines
et la surface racinaire chez la tomate (Mohammad, 1998). La salinité est une contrainte
majeure qui affecte la croissance et le développement des plantes (Bouaouina et al, 2000).
La salinité des sols et des eaux demeure, pour les régions arides et semi arides, un obstacle
majeur a la croissance des vegétaux. En effet, les sels accumulés dans le sol peuvent
limiter ou complétement arréter la croissance du végétal suite a une élévation de la
pression osmotique du milieu et/ou a 1’effet toxique spécifique des éléments (Arbaoui et

al, 1999).
Un stress salin extréme conduit au nanisme et a 1’inhibition de la croissance
racinaire. Les feuilles deviennent sclérosées avant méme d’avoir fini leur croissance et

I’organisme tout entier risque de dépérir assez vite (Calu, 2006).

2.2.8. Effets toxiques

Certains sels peuvent étre toxiques pour les plantes et peuvent en affecter la balance
nutritionnelle s’ils sont présents en concentration excessive ou en proportion anormale
(Bouchoukh, 2010). Selon Maillard (2001), des concentrations excessives d’ions
chlorures et sodium dans la solution du sol peuvent causer une toxicité dans la plante. Ces
ions peuvent étre absorbés soit par les racines soit par contact direct avec les feuilles. Si
I’eau d’irrigation a une salinité proche de concentrations critiques, il sera nécessaire d’en
doser précisément les concentrations en ions chlorites et sodium.

Les effets nutritionnels de la salinité incluent les deux actions primaires du sel sur les
plantes : la toxicité directe due a ’accumulation excessive des ions dans les tissus et un
déséquilibre nutritionnel provoqué par 1’excés de certains ions. Des concentrations salines
trop fortes dans le milieu provoquent une altération de la nutrition minérale des plantes

(Levigneron et al, 1995). L’accumulation des ions Na* dans la plante limite 1’absorption
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des cations indispensables tels que K* et Ca®*. Il y aurait une compétition entre Na* et Ca**
pour les mémes sites de fixation apoplasmique (Berthomieu et al, 2003).

2.3. La réponse des plantes au stress salin

La résistance d’une plante a la salinité s’exprime par sa capacité a survivre et a
produire dans des conditions de stress salin. Les plantes développent plusieurs stratégies
pour limiter le stress salin, qui different selon la catégorie de la plante (Berthomieu et al,
2003).

Chez les plantes sensibles au NaCl, le Na* s’accumule dans les racines, puis exclu
des feuilles, ces plantes sont dites « excluder ». A I’inverse, les plantes tolérant le NaCl,
sont dites « includer » car elles ont en général des feuilles plus chargées en Na* que les

racines lorsqu’elles sont cultivées en présence de sel (Haouala et al, 2007).

2.3.1. Les mécanismes morphologiques

La succulence, qui se traduit par une accumulation d'eau dans les cellules
constitutives des tissus des organes aériens, est I'un des caractéres les plus communs aux
halophytes. La succulence des cellules foliaires augmente, se traduisant par une
augmentation de I'épaisseur des feuilles sont I'une des modifications qui apparait de facon
plus importante chez les espéces les plus tolérantes. On note de plus la réduction de la
surface foliaire, (Raache et Karboussa-Haloua, 2004); la présence d'une cuticule épaisse
et I'apparition plus précoce de la lignification de quelques organes chez les plantes de types
includer, les flux de sodium sont essentiellement ascendants (en rose) et le sel est accumulé
dans les parties aériennes. Chez celles de type excluder, la plus grande partie du sodium
véhiculé vers les feuilles est réexporté vers les racines via le phloeme (en bleu).
Les intensités relatives des flux sont symbolisées par la largeur des traits a la fin de leur
cycle de vie (Poljakoff-Mayber, 1975).
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v Excluoder

Figure 2.1 : Schématisation du bilan de la circulation du sodium dans les plantes

includer ou excluder (Levigneron et al, 1995).

Pour s’adapter au stress salin, la plante peut éviter les dommages par la réduction de
la croissance ou encore par la détoxication des espéces oxygénées radicalaires (EOR). La
plante peut ensuite rétablir I’équilibre homéostatique dans le nouvel environnement
stressant ; I'homéostasie se définit comme la capacité d’autorégulation d’un organisme
pour maintenir un état d’équilibre dynamique constant entre les conditions extérieures et

les différentes composantes de son milieu interne (Niu et al, 1995).

2.3.2. Les mécanismes physiologiques
En conditions stressantes, les plantes peuvent réagir en mettant en ceuvre des
mécanismes, entre autres, physiologiques et biochimiques impliquant une activité
enzymatique (Chaffei et al, 2004).
e L'ajustement osmotique :
L'ajustement osmotique est un processus par lequel le potentiel hydrique de la plante
peut étre diminué sans étre accompagné d’une baisse de la turgescence Rasanen (2002).
Rasanen (2002) ; définissent 1’ajustement osmotique comme une accumulation active de
solutés par la plante en réponse au déficit hydrique croissant dans le sol et/ou la plante en
maintenant la turgescence ou en réduisant le taux de perte de celle-ci, comme réponse a la
baisse du potentiel hydrique. L'ajustement osmotique se produit alors a travers une
compartimentation d'ions toxiques loin du cytoplasme dans la vacuole et/ou a travers
I’accumulation de solutés organiques, tel que les solutés compatibles dans le cytosol

(Hasegawa et al, 2000).
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L’un des principaux caractéres physiologiques de tolérance aux contraintes du milieu
est I’ajustement osmotique. Celui-Ci est réalisé grace a une accumulation de composés
osmorégulateurs conduisant a une réduction du potentiel osmotique permettant ainsi le
maintien du potentiel de turgescence (ElI Midaoui et al, 2007)

Selon Hassani et al. (2008), 1’ajustement osmotique apparait aujourd’hui comme un
mécanisme majeur d’adaptation aux stress ionique et osmotique qui s’exprime par la
capacité d’un végétal a accumuler, au niveau symplasmique et de maniére active des ions
tels que les K™, Na* et CI” ou des composés organiques tels les sucres solubles (fructose,
glucose, tréhalose, raffinose), aminoacides (proline, glycine bétaine, R-alaninebétaine,
prolinebétaine). Ce phénoméne permet le maintien de nombreuses fonctions
physiologiques (photosynthése, transpiration, croissance...) et peut intervenir a tous les
stades du développement du végeétal. 1l permet une protection des membranes et des
systemes enzymatiques surtout dans les organes jeunes, la proline semblant jouer un role
dans le maintien des pressions cytosol vacuole et de régulation du pH.

L’ajustement osmotique est I’un des mécanismes adaptatifs principal, qui comporte
I'accumulation des molécules en réponse a un stress hydrique (Zhang et al, 1999) grace a
I’induction des génes impliqués dans la synthése des acides aminés comme la proline, la
glycine bétaine des hormones tels que I’acide abscissique (Belkhodja et Ouis, 2009).

e L'accumulation de proline :

L’accumulation de la proline est une des stratégies adaptatives déclenchées par la
plante face aux contraintes de 1’environnement (Belkhodja et Benkablia, 2000). Chez les
halophytes, la proline est un marqueur intéressant pour évaluer leur résistance au stress
salin (Belkhodja et Bidai, 2007). L'accumulation des solutés compatibles induit une
diminution du potentiel hydrique et permet I'absorption de I'eau de I'environnement.

La proline est désigné généralement sous le nom de soluté compatible chez les
eubactéries, les algues, et les plantes supérieures. Deux voies possibles de la synthése de
proline ont été demontrées chez les plantes.

La premiére utilisant le glutamate et la deuxiéme emploie I'ornithine comme
précurseur. La dégradation de proline chez les plantes a lieu dans des mitochondries et est
catalysée par la proline déshydrogénase (ProDH), également appelée proline oxydase. Il
est démontré que la dégradation de la proline est inhibée sous le stress hydrique et salin.
Une diminution dans le niveau de ProDH ARNm et de l'activit¢ de ProDH a pour

consequence lI'accumulation de la proline (Messedi et al, 2006).
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L’accumulation de la proline, induite par les stress, peut étre le résultat de trois
processus complémentaires : stimulation de sa synthese, inhibition de son oxydation et/ou
altération de la biosynthese des protéines (Tahri et al, 1998). L’accumulation de ces
composés organiques au niveau des organes est un phénomene lié aux régimes salins et a
I’espéce (Hadjadj, 2009).

e L'accumulation de sucre :

Chez diverses especes, plus ou moins résistantes, il a été observé une augmentation
des sucres totaux résultant d’un blocage de la glycolyse ou du saccharose provenant d’une
forte hydrolyse de I’amidon (Asloum, 1990).

Selon Hadjadj (2009), I’accumulation des sucres solubles est importante dans les
feuilles des plantes d’Atriplex halimus L. et d’Atriplex canescens Pursh. Soumises & un

stress salin.
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CHAPITRE I
MATERIELS ET METHODES

3.1. But de ’expérimentation

L’objectifs de notre travail est d’étudier ’effet du stress salin sur le processus de
germination des graines du pistachier d’atlas (Pistacia atlantica Desf.), Ainsi d'étudier les
comportements morphologiques et physiologiques dans des conditions controlées «in
vitro », il s’est réalisé sur une seul espéce avec différentes concentrations de NaCl.

Les différentes doses de NaCl ajoutées au milieu de culture « MS » déterminent le
seuil de tolérances pour cette espéce dans nos conditions expérimentales, et les

modifications morphologiques et physiologiques pour cette espéce.

3.2. Lieu de I'expérimentation

L’expérimentation a été réalisée au sein de laboratoire d’amélioration des plantes du
département des sciences Agronomique de la faculté des Sciences de l'université Mohamed
Boudiaf - M’sila.

3.3. Matériels et produits

3.3.1. Matériel végétal de départ

Le matériel végétal ayant fait l'objet de la présente étude concerne des graines du
pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.) d’un seul écotype ont été récoltées en
Septembre 2016 dans un peuplement naturel de la région MESSAAD, Wilaya de DJELFA
(Figure 3.1).

Figure 3.1 : Les graines du pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf).
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3.3.2. Matériels et produits de travail

3.3.2.1. Matériels

Balance de précision (0, 0001g), pH-metre, 4 agitateurs magnétique, eétuve,
autoclave, hotte, une minuterie, 1 bec Benzéne, 3 pinces stériles, spatule, papiers-filtres
stériles dans une boite de Pétri stérile (en verre), papier d’aluminium, coton, papier

hygiénique, une regle graduée ou papier millimétré.

o Les instruments verreries (en verre) : 400 tubes a essai, 5 béchers stériles pour la
désinfection du matériel végétal, 1 verre stérile pour placer les instruments dans l'alcool, un
bécher stérile (ou récipient servant de poubelle), 1 fiole de 1L, 1 fiole de 2L, pipettes
(10ml, 25ml, 50ml), 4 erlenmeyers de 250ml pour appliquer les différents doses de NaCl,
bécher de 500ml pour préparer solution d’hypochlorite de calcium, entonnoir, 20 boites de
Pétri.

Tous les instruments utilisés (métalliques ou verreries tel que les pinces, les béchers,
les boites de pétri,.....etc.) ont été stérilisés au préalable a I'é¢tuve a 120° C pendant 3 a 4
heures tout en prenant le soin de les envelopper avec du papier aluminium. Les boites de
Pétri dont le fond est recouvert de papiers filtre sont aussi stérilisées a I'étuve apres avoir

enveloppées dans du papier aluminium.

o Appareils pour I’analyse végétale : - Chlorophylle-métre.
- Thermomeétre.
-Spectrophotométrie de flamme en émission

(photometre Jenway).

3.3.2.2. Les produits

- L'eau distillée, chlorures de sodium, hypochlorite de calcium a raison de 6g/100ml
d’eau distill¢e.

- Acide Chlorhydrique diluée ou de la Soude diluée pour ajuster le pH des milieux de
culture.

- Alcool 70 % (l'alcool utilisé dans notre essai est un Ethanol chirurgical a 70°).

- Eau distillée stérile (I'eau distillée a été stéerilisée dans l'autoclave a 120° pendant
20 minutes a une pression d'un bar).

- Acide nitrique 0.5 M.
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3.4. Méthodes d'étude:

3.4.1. Germination des graines

3.4.1.1. Stratification (levée de dormance des graines)
Les graines matures ont subi un traitement au froid a une température de 4 °C durant

40 jours, dans le but de lever la dormance (Rouskas, 1996).

3.4.1.2. Scarification (levée des inhibiteurs tégumentaires)

Apres la stratification, les graines ont été trempées dans de I'eau distillée, changée
régulierement pendant 24 a 48 heures afin de ramollir I'épicarpe. Par un test densimétrique
nous avons éliminé les graines qui flottent car elles sont vides. Le mésocarpe vide a été
éliminé a l'aide d'un coupe-ongle (scarification mécanique), car celui-ci est considéré
comme un inhibiteur de la germination (Aleta et al., 1997). Par la suite les graines ont subi

une désinfection et un semis.

3.4.2. Techniques de culture in vitro

3.4.2.1. Désinfections des graines

La désinfection du matériel végétal se déroule dans des conditions d'asepsie totale
sous une hotte a flux laminaire, juste avant la mise en culture des graines.

Les graines sont désinfectées selon le protocole expérimental décrit par Lallouche
(2003), qui consiste en un trempage des graines dans I’alcool a 70° pendant quelques
secondes puis par trempage dans I’hypochlorite de calcium 6 % pendant 15 minutes (6g
d’hypochlorite de calcium + 100 ml d'eau distillée avec agitation pendant 15 minutes +
filtration) , enfin rincées trois fois a l'eau distillée stérile afin d'éliminer toutes traces

d'’hypochlorite de calcium.

3.4.2.2. Composition du milieu de culture
Pour chaque produit entrant dans la composition du milieu, nous avons utilisé des
solutions concentrées (solutions meres) de ces produits.

Les solutions méres ont été diluées de maniere adéquate (Tableaux 3.1, 3.2 et 3.3).
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3.4.2.2.1. Préparation des solutions meres du milieu de culture
- Une solution mére comprenant : les macro-éléments; concentrée vingt fois (x 20).
- Une solution mere comprenant : les micro-éléments; concentrée cinquante fois (x 50).
- Une solution mere comprenant : les chélates de fer; concentrée cent fois (x 100).

- Une solution mére comprenant toutes les vitamines ; concentrée cent fois (x 100).

a- Préparation de la solution mére de « Macro-éléments »

Les Macro-éléments interviennent en grande quantité, il s'agit de 5 éléments présents a des
concentrations élevées (Tableau 3.1).

Elle consiste a:

- Peser les éléments indiqués (A).

- Poser les 5 éléments un par un dans une fiole de 1l avec l'ajoutation de l'eau
distillée et agiter jusqu’a dissoudre les éléments totalement dans I'eau distillée.

- Compléter le volume jusqu'a 1 litre avec I'eau distillée.

- Prendre le pH et ajuster éventuellement avec de I’HCI dilué¢ ou de NaOH dilué (pH
5.7 a5.8).

- Transférer la solution dans un flacon de 1l et étiqueter (le nom de solution et
volume prélevé par 1 litre du milieu de culture et la date de préparation), puis stocker au

réfrigérateur.

b- Préparation de la solution mere de « Micro-éléments »
Il s'agit de 7 éléments leur réle est essentiel (Tableau 3.1).

Elle consiste a:

- Peser les éléments indiqués (B).

- Poser les 7 éléments un par un dans une fiole de 1l avec l'ajoutation de l'eau
distillée et agiter jusqu’a dissoudre les éléments totalement dans 1'eau distillée.

- Compléter le volume jusqu'a 1 litre avec I'eau distillée.

- Prendre le pH et ajuster éventuellement avec de I’HCI dilué ou de NaOH dilué (pH
5.7 a5.8).

- Transferer la solution dans un flacon de 1l et étiqueter (le nom de solution et
volume prelevé par 1 litre du milieu de culture et la date de préparation), puis stocker au

réfrigérateur.
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c- Préparation de la solution mére de Fe-EDTA

Tableau 3.2). Elle consiste a:

- Peser les deux éléments indiqueés (C).

- Verser 600 ml d'eau distillée dans une fiole de 1l et ajouter quelques gouttes de
NaOH et chauffer jusqu'a ébullition, puis couper la source de chaleur.

- Ajouter le Na,EDTA et agiter jusqu'a dissolution, puis ajouter le FeSo,, 7H20 et
agiter a la couleur jaune transparent.

- Compléter le volume jusqu'a 1 litre avec I'eau distillée.

- Transférer la solution dans un flacon de 1l et étiqueter (le nom de solution et
volume prélevé par 1 litre du milieu de culture et la date de préparation), puis stocker au

réfrigérateur.

d- Préparation de la solution mére des vitamines et acides aminés

(Tableau 3.3). Elle consiste a:

- Peser les eléments indiqués (D).

- Poser ces éléments dans un bécher de 100 ml un par un avec l'ajoutation de I'eau
distillée et agiter jusqu’a dissoudre les éléments totalement dans 1'eau distillée.

- Compléter le volume jusqu'a 100 ml avec I'eau distillée.

- Transférer la solution dans un flacon de 100 ml et étiqueter (le nom de solution et
volume prélevé par 1 litre du milieu de culture et la date de préparation), puis stocker au

réfrigérateur.

3.4.2.2.2. Les sucres
Afin fournir a I'explant une source de Carbone nous avons utilisé le Saccharose
C12H2,04; au milieu de culture a une concentration de 30 g/l pour les étapes de

germination des graines (Tableau 3.4) les éléments indiqués (E).

3.4.2.2.3. Lagelose

Pour la solidification des milieux de culture nous avons utilisé I'Agar-agar a raison
de 8 g/l.

Il s'agit d'un poly galactoside sulfaté présentant la propriété de former avec I'eau un
gel solide a une température inférieure a environ 60°C tout en étant liquéfiable par

ébullition, auquel cas, il reste en surfusion (liquide) jusqu'aux environs de 45°C.
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3.4.2.2.4. Les régulateurs de croissance
Pour favorisé la germination des graines de pistachier de I'Atlas, nous avons ajouté

au milieu de culture I'acide gibbérellique (AG3) a raison de 0.4g/l.

3.4.2.3. Préparation et stérilisation du milieu de culture

A partir de solutions meres préparées, on peut préparer la solution final, L'ajustement
de potentiel hydrique (pH) qui est de 5.7 a 5.8 se fait par l'utilisation de la Soude diluée
(NaOH) ou de I'Acide chlorhydrique diluée (HCL) selon que le milieu serait acide ou
basique.

Les milieux de culture distribués dans des tubes a essai a raison de 25 ml par tube, ils

sont stérilisés a l'autoclave pendant 20 minutes a 120° C, et sous une pression de un bar.

3.4.2.4. Mise en culture

La mise en culture se déroule dans des conditions d'asepsie totale sous une hotte a
flux laminaire.

Les graines sont mises a germer a raison d'une graine par tube a essai, contenant

environ 25 ml de milieu de culture (Figure 3.2).

-

Figure 3.2 : Mise en culture d'une graine du pistachier de I'Atlas.
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La germination a été effectuée sous différentes concentrations de chlorures de
sodium (NaCl), elles sont réparties suivant les traitements : T,, T4, T, et T3, chaque
traitement est répété 90 fois.

Des observations journalieres ont été effectuées afin de suivre la germination ainsi

que I'élimination des tubes contamines.

3.4.2.5. Les conditions de culture

Les graines placées dans des tubes a essai sont entreposés dans la chambre de culture
(Figure 3.3) ou la température et la photopériode sont maintenues au seuil optimum de
croissance selon les phases.

- La température réglée dans la chambre de culture est de 25 + 1° C.

Comme le prouvent de nombreux travaux, la lumiere est indispensable pour réguler
certains processus morphogénétiques, I'éclairement est assuré par une série de néons d'une
intensité lumineuse de I'ordre de 2000 a 3000 lux environ.

- La photopériode est réglée par une 16 heures de lumiere et de 8 heures d'obscurité.

— ;l‘ M‘
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Figure 3.3 : Les tubes placés dans une chambre de culture.

3.4.2.6. Prélevement de matériel végétal

La plante entiere est soigneusement prélevée. La partie aérienne est séparée de la
partie souterraine. La partie aérienne a été séparée en tiges et feuilles. Ces organes sont
séparées ont €té rapidement rincées avec 1’eau distille puis séchées a 1’aide du papier
hygiénique.

Le poids frais des tiges et des feuilles a été déterminé avec une balance de précision.

Chague échantillon pesé est enveloppé dans du papier aluminium.
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Tableau 3.1 : Composition du milieu de culture de MURASHIGE et SKOOG (1962).

Solutions \ MS g/l | concentration | Prélévement | Solution mére
Macro-éléments
NH,NO; 1650 = 33
KNO; 1900 = 38 g/l
CaCl,, 2H20 | 440 =8.8 g/l 20 fois 50 mi A
KH,PO, 170 =3.4 g/l
MgSo,, 7TH20 | 370 =7.4 g/l
Micro-éléments g/l
MnSo,, H20 | 22.30=1.115
H3;Bo3 6.20 =0.31
ZnSo,, 7TH20 | 8.60=0.43
Kl 0.83 =0.0415 50 fois 20 mi B
Na,Mo,, H20 | 0.25=0.0125
CuSo,, 5H20 | 0.025 =0.00125
CoCl,, 6H20 | 0.025 =0.00125
Tableau 3.2 : Solution Fe-EDTA.
Fe-EDTA (mg/l)
Na,EDTA 37.25 mg/l =3.73 g/l 100 10ml C
FeSo,, 7TH20 | 27.85mg/l =2.785 g/l | fois
Tableau 3.3 : Solution vitaminique de MOREL (1952).
. SMen . SMen 1 .
Ingrédients mg/100m Concentration g/100ml Prélevement | Solution
Vitamines et Acides Aminés
Glycme (acide 0.2 0.02
aming)
Acide nicotini
R I
—— 100 fois 10 ml D
Pyridoxine HCI 05 0.05
(vitamine B6) ' '
Thiamine HCI
(vitamine B1) 0.1 0.01
Tableau 3.4 : Les sucres.
Saccharose 30000 mg 30g E
Myo-inositol 100 mg 0.1g
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3.4.2.7. Séchage et le broyage

Les échantillons ont été mis dans une étuve réglée a 80 °C durant 48 heures (ou a 70
°C durant 72h). Apres sechage les échantillons sont repesés et ensuite broyés avec un
mortie ; la poudre obtenue est déposé dans un flacon hermétique pour la conserver

jusqu’au moment des analyses (Figure 3.4).

Figure 3.4 : Matiere seche broyé avec un mortie.

3.5. Les paramétres a étudier

3.5.1. Les paramétres de germination

3.5.1.1. Temps de latence (jours) : Qui représente le moment ou la premiére graine
germe, Il est exprime par jours.

3.5.1.2. Taux de germination (%) : Ce paramétre constitue le meilleur moyen
d’identification de la concentration saline qui présente la limite physiologique de
germination des graines. Il est exprimé par le rapport nombre de graines germées sur
nombre total de graines (Come, 1970).

3.5.2. Les paramétres morphologiques

3.5.2.1. Nombre de feuilles : On comptera seulement le nombre de vraies feuilles.
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3.5.2.2. Longueur de racine et hauteur de tige (Cm) : Elle s'effectue avec une regle
graduée (Figure 3.5).

Figure 3.5 : Mesure la longueur de racine et de tige.
3.5.2.3. Poids frais partie aérienne et racinaire : apres la mesure de la longueur de
chaque partie avec une régle graduée, on sépare la partie aérienne de la partie racinaire, et

on pese les deux parties séparément avec une balance de précision.

3.5.2.4. Poids séche racinaire et aérienne : On fait sécher les deux parties dans une étuve

a 80°C pendant 24h, puis on les pése avec une balance de précision (Bouzid, 2010).

3.5.3. Les paramétres physiologiques

3.5.3.1. Teneurs en chlorophylle totale : La teneur en chlorophylle, mesurée a l'aide d'un
chlorophylle-métre (figure 3.6).

Figure 3.6 : Dosage de chlorophylle (chlorophylle-métre).

3.5.3.2. Teneurs relative en eau TRE (%) : La teneur relative en eau est déterminée par
le pourcentage d’eau présenté dans les feuilles excisées avec la mesure de leur poids avant

(poids frais) et apres trempage dans 1’eau distillée pendant 24 heures a I’obscurité (poids de
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turgescence) (Figure 3.7), de méme elles seront pesees apres les avoir mises dans une étuve
(80°C) pendant une durée de 24 heur (poids sec). La TRE est ainsi calculée par la formule
suivante :

TRE% = (PF — PS) / (PT- PS)*100

TRE% : Teneur relative en eau.

PF : poids frais, PS : poids sec, PT : poids de turgescence.

Figure 3.7 : Feuilles trempées dans 1’eau distillée pendant 24 heures.

3.5.3.3. Dosage des ions minéraux

La composition chimique de la matiére végétale est déterminée a I'arrét de la culture
soit aprés 30 jours de traitement salin. Les plantes sont séparés en parties aérienne et
racinaire et leur organes sont préalablement séchés pendant 72 heures a 70°C et mise dans
des tubes a essai contenant l'acide nitrique 0.5 % (10g de matiere séche pour 25 ml d'acide
nitrique 0.5%). Mettre les extraits (tubes avec de la MS et de I'acide nitrique 0.5%) dans
I'étuve a 80°C pendant 1 heure. Les différents dosages se font sur le filtrat de I'extraction
acide a froid.

Les cations Na*, K, Ca™ sont dosés par spectrophotométrie & flamme en émission
(photomeétre Jenway) par comparaison a une solution étalon traitée dans les mémes
conditions (Figure 3.8). Le calcule se fait a partir de I'équation déduite de la gamme
d'étalonnage.
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Figure 3.8 : (A) : Tubes avec les extraits de la MS et de I'acide nitrique 0.5% ; (B) :

spectrophotométrie a flamme (Photometre Jenway).

3.6. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental adopté au cours de notre expérimentation est une
randomisation totale sans controle d’hétérogénéité a un facteur étudié qui est facteur dose
de NaCl avec quatre niveaux répartir aléatoirement (0, 2.92g/l, 5.85g/I et 8.78g/l). Chaque
traitement a été réalisé avec trois répétitions et chaque répétition comprend 30 graines.

3.7. Analyse statistique

Le logiciel utilisé pour I'analyse statistique est le StatBox 6.4, avec le programme de
Microsoft Office Excel 2007.

Une analyse de la variance au seuil 5 % a été utilisée pour le traitement des résultats
et qui consiste a rechercher si l'effet traitement est significatif avec certains risques
derreurs. La signification des résultats est exprimee en fonction de la probabilité pour une
erreur réellement commise.

Dans notre cas, nous avons utilisé la probabilité d'erreur de 5 %. Les comparaisons
multiples de moyennes (CMM) constituent un moyen, permettant de dégager des
différences entre les moyennes. La méthode de NEWMAN et KEULS dite aussi de la plus
petite amplitude significative (PPAS), permet de comparer les amplitudes observées de
deux ou plusieurs moyennes avec une amplitude maximale attendue a un niveau de

signification donné (Dagneli, 1975).
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CHAPITRE IV
RESULTATS ET DISCUSSIONS

4.1. Résultats

4.1.1. Taux de germination

La germination des graines stressées et non stressees commence des le deuxieme

jour de culture. 1l y' a appariation des radicelles et ce quel que soit la concentration testée
(figure 4.1).

Figure 4.1 : Germination des graines de Pistacia atlantica Desf.

Les résultats obtenus montrent que les taux de germination des graines diminuent
au fur et a mesure que la dose de NaCl augmente (Figure 4.2).

Les résultats de cette expérimentation ont montré 1’existence d’une différence tres
hautement significative du taux de germination entre le milieu témoin et le milieu salin
(Tableau 1, annexe 1). En effet ; le taux de germination varie entre 63.89% pour le témoin
et 17.64 % pour le traitement T3 (150mM). Le pourcentage de germination diminue
significativement a partir de la dose 50mM NaCl par rapport au témoin.

Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe le facteur traitement salin en trois groupes
homogenes (Tableau 4.1).
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Tableau 4.1 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de

taux de germination de Pistacia atlantica stressées pendant 30 jours aux différents niveaux
de NaCl.

Moyenne técart type
TO NaCl T1 NaCl T2 NaCl T3 NaCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
63,89+4.815A | 31,65+2.688B | 30,567+2.522B | 17,643+0.202C 0 *Ak

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

Fi
60
S0

a0

Taiik de germination (%)

O rm 50 MM 100 Mm 150 Mm
MNaCl

Figure 4.2 : Effet de NaCl sur le taux de germination

4.1.2. Effet de stress salin sur le nombre de feuilles
Les résultats de I'analyse de la variance (Tableau 2. Annexe 1) obtenu révelent que
le nombre de feuilles par vitro plants est non significatif. L’effet de stress n’a pas d’effet

dépressif sur ce parameétre (tableau 4.2).

Tableau 4.2 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% du
nombre des feuilles de Pistacia atlantica stressées pendant 30 jours aux différents niveaux
de NaCl.

Moyenne técart type
TO NaCl T1 NacCl T2 NaCl T3 NaCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
3.333+1.155 | 2.667+1.155 210 1.333+0.577 0.09715 ns

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 treés hautement significatif (***).
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4.1.3. Effet de stress salin sur la longueur des racines

Tableau 4.3 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de la
longueur de racine de Pistacia atlantica stressées pendant 30 jours aux différents niveaux
de NaCl.

Moyenne técart type
TO NaCl T1 NaCl T2 NaCl T3 NaCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
2.4+0.52A | 0.933+0.306B | 0.7+0B | 0.567+0.058B 0.00036 ook

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

L’effet de la salinité sur la croissance de la racine est trés remarquable (Figures 4.3

et 4.4).

Figure 4.3 : La longueur de la racine des vitro-plantes sous différentes

concentrations de NaCl.

En effet, 1’étude statistique montre une différence trés hautement significative pour
les différentes concentrations (p=0.00036) (tableau 3, annexe 1). La croissance racinaire
diminue sous l'action du chlorure de sodium : quand la concentration du sel augmente, la
longueur de la racine diminue. Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe le facteur

traitement salin en deux groupes homogénes (Tableau 4.3).
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Figure 4.4 : Effet de NaCl sur la longueur de racine

4.1.4. Effet de stress salin sur la hauteur de tige

Tableau 4.4 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de la

longueur de tige de Pistacia atlantica stressées pendant 30 jours aux différents niveaux de

NacCl.
Moyenne técart type
TO NaCl T1 NaCl T2 NaCl T3 NaCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
0.433+0.115B | 1.167+0.907B | 2.467+0.058A | 0.333+0.058B | 0.00183 ok

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

Les résultats obtenus montrent que les différentes concentrations de NaCl testées

ont un effet sur la croissance en longueur des tiges chez le Pistacia atlantica Desf. (Figure

4.5 et 4.6).

Figure 4.5 : La hauteur de la tige des vitro-plantes sous différentes concentrations
de NaCl.
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Ces résultats sont confirmés par l'analyse de la variance a un seul critére de
classification qui montre une différence hautement significative entre les moyennes de la
longueur des tiges pour les différents traitements :(p < 0,001) (tableau 4, annexe 1). Les
concentrations de 50 mM et 100 mM NaCl a induit un effet positif, en accélérant
significativement la croissance des plantules. La concentration de 150 mM NacCl ralentit ce
phénomeéne (Figure 4.6). Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe le facteur

traitement salin en deux groupes homogeénes (Tableau 4.4).

2.5

L3

Longueur de tige (cm)

0.5

0 50 100 mM 150
Madl

Figure 4.6 : Effet de NaCl sur la hauteur de tige
4.1.5. Effet de stress salin sur le poids frais de la partie racinaire
Tableau 4.5 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de

Poids frais partie racinaire (g) de Pistacia atlantica stressées pendant 30 jours aux

différents niveaux de NacCl.

Moyenne técart type
TO NaCl T1 NaCl T2 NaCl T3 NaCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
0.004+0.001B | 0.007+0.001A | 0.002+0C | 0.001z0C 0.00003 ok

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

La figure (4.7) montre que chez les plantules de Pistacia atlantica Desf., plus la
contrainte saline devient sévere, plus le poids frais des racines diminué. Par ailleurs, la
valeur maximale est observée chez les plantules arrosées avec une concentration de 50 mM

de NaCl ou nous notons un poids e 0.007 (g).
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Chez les plantules traitées a 100 mM le poids frais de la partie racinaire diminue
progressivement pour atteindre 0.002 g. Ces valeurs continuent a chuter ou nous
enregistrons 0.001g pour le traitement T3 (150 mM NacCl). Ces resultats sont confirmes par
I'analyse de la variance au seuil de 5%, qui montre qu'il y'a une différence tres hautement
significative entre les moyennes de ce parametre (p=0,000) (tableau 5, annexe 1). Le test
NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe le facteur traitement salin en trois groupes

homogenes (Tableau 4.5).
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Figure 4.7 : Effet de NaCl sur le poids frais de la partie racinaire

4.1.6. Effet de stress salin sur le poids frais de la partie aérienne

Tableau 4.6 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de
Poids frais partie aérienne (g) de Pistacia atlantica stressées pendant 30 jours aux

différents niveaux de NaCl.

Moyenne técart type

TO NacCl T1 NacCl T2 NacCl T3 NacCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
0.005%0.003 | 0.019+0.027 | 0.002+0.001 | 0.001+0.001 | 0.42643 Ns

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

Les résultats de I'analyse de la variance (Tableau 6. Annexe 1) obtenu révelent que
le poids frais de la partie aérienne est non significatif. L’effet de stress n’a pas d’effet

dépressif sur ce paramétre (tableau 4.6).
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4.1.7. Effet de stress salin sur le poids sec de la partie racinaire

Tableau 4.7 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de
poids sec de la partie racinaire (g) de Pistacia atlantica stressées pendant 30 jours aux

différents niveaux de NaCl.

Moyenne técart type
TO NaCl T1 NaCl T2 NacCl T3 NaCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
0.001+0B | 0.007+0.001A 0+0C 0+0C 0 ook

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

Les vitro plants cultivée sur un milieu de culture contenant 50 mM NaCl présentent
un poids moyen le plus élevée avec une valeur de 0.007 (g) suivi par les plants témoin qui

enregistrent une valeur estimé a 0.001 (g).

L'analyse de la variance & un critere de classification confirme ces résultats. Des
différences tres hautement significative entre les moyennes de la production de la matiére
séche racinaire sont enregistrées chez le Pistacia atlantica Desf. (p < 0,055) (Tableau 7,
annexe 1). Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe le facteur traitement salin en
trois groupes homogénes (Tableau 4.7).

0.008
n.noy

0006

inaire (g))

] 0.005

rii

5 0.004
E=
5 0.003
ar

§ 0002

F 0.001
-5

/] S0 mk 100 mikd 150mM
Macl

Figure 4.8 : Effet de NaCl sur le poids sec de la partie racinaire
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4.1.8. Effet de stress salin sur le poids sec de la partie aérienne

Tableau 4.8 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de
poids sec de la partie aérienne (g) de Pistacia atlantica stressées pendant 30 jours aux

différents niveaux de NaCl.

Moyenne técart type
TO NaCl T1 NaCl T2 NaCl T3 NacCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
0.001+0.001B | 0.003+0.001A | 0.001+0BC 0+0C 0.00014 ook

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

Les résultats obtenus montrent que le stress salin induit par les différents
traitements de NaCl influe aussi bien sur la production de la matiere séche aérienne que la
partie souterraine (Figure 4.9, tableau 8, annexe 1). L'analyse de la variance a un critére de
classification confirme ces résultats. Des différences trés hautement significative entre les
moyennes de la production de la matiere seche aérienne et racinaire sont enregistrées chez
le Pistacia atlantica Desf. (P< 0,055) (Tableau 8, annexe 1). Le test NEWMAN-KEULS

au seuil 5% classe le facteur traitement salin en trois groupes homogénes (Tableau 4.8).
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Figure 4.9 : Effet de NaCl sur le poids frais de la partie aérienne
Le poids le plus élevé est enregistré au niveau de traitement a 50 mM NaCl (T1)

(Figure 4.9). Au-dela de ce traitement nous observons une diminution progressive de la

production des matiéres seche aérienne et racinaire des plantules stressées.
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4.1.9. Effet de stress salin sur la teneur en chlorophylle totale

Tableau 4.9 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de la
Teneur en chlorophylle totale (CCI) de Pistacia atlantica stressées pendant 30 jours aux
différents niveaux de NaCl.

Moyenne técart type
TO NacCl T1 NacCl T2 NacCl T3 NacCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
2+0.1A | 1.533+0.231B | 1.367+0.115B | 0.967+0.058C | 0.00022 ook

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

La présence de sel dans le milieu de culture engendre des baisses significatives
des teneurs en chlorophylle totale (tableau 4.9, figure 4.10). En effet a la présence de 50
mM, 100 mM et 150 mM, les vitro plants de Pistacia atlantica Desf. Affichent
respectivement des réductions de 23.5%, 32%, 52% par rapport au témoin. Le test
NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe le facteur traitement salin en trois groupes
homogenes (Tableau 4.9).
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Figure 4.10 : Effet de NaCl sur la teneur en chlorophylle totale

L’analyse de la variance sur ces données montre des effets tres hautement

significatifs de la teneur en chlorophylle totale (tableau 9, annexe 1).
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4.1.10. Effet de stress salin sur la teneur relative en eau

Tableau 4.10 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de

la teneur relative en eau ; TRE % de Pistacia atlantica stressées pendant 30 jours aux

différents niveaux de NaCl.

Moyenne técart type
TO NaCl T1 NacCl T2 NacCl T3 NacCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
70.781£1A | 63.64+0.24B | 62.67+1B 50+0.2C 0 ok

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

La figure 4.11 montre que la teneur relative en eau subi une chute sous 1’effet de 50

mM NaCl, cette réduction s’accentue davantage sous le traitement a 100 mM et 150 mM

ou la TRE affiche respectivement 63.64 %, 62.67et 50%.

Teneur relative en eau (%)
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Figure 4.11 : Effet de NaCl sur la teneur relative en eau

L'analyse de la variance a un seul critére de classification montre une différence

trés hautement significative entre les moyennes de la teneur relative en eau des feuilles
pour les différents traitements (p=0,000) (tableau 10, annexe 1). Le test NEWMAN-
KEULS au seuil 5% classe le facteur traitement salin en trois groupes homogenes (Tableau

4.10).
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4.1.11. Effet de stress salin sur la teneur en sodium dans les racines

Tableau 4.11 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de
la teneur en Na* (g/100 mg de matiére séche) dans les racines de Pistacia atlantica

stressées pendant 30 jours aux différents niveaux de NaCl.

Moyenne técart type
TO NaCl T1 NaCl T2 NacCl T3 NaCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
6.451+0.574C | 5.788+0.994C | 7.777+0B | 9.4351£0.574A 0.0007 ok

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

Le stress salin a provoqué une augmentation significative de la teneur en Na* chez
les racines des vitro plants de Pistacia atlantica Desf. Cette augmentation est
proportionnelle & la concentration en sel. La valeur la plus faible a été enregistrée chez le
témoin (figure 4.12, tableau 4.11).
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Figue 4.12 : Effet de NaCl sur la teneur en sodium (Na*) dans les racines

L'analyse de la variance a un seul critére de classification montre une différence
trés hautement significative entre les moyennes de la teneur en sodium au niveau des
racines des vitro plants de Pistacia atlantica Desf pour les différents traitements (p=0,000)
(tableau 11, annexe 1). Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe le facteur traitement

salin en trois groupes homogénes (Tableau 4.11).
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4.1.12. Effet de stress salin sur la teneur en potassium dans les racines

Tableau 4.12 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de

la teneur en K* (g/100 mg de matiére séche) dans les racines de Pistacia atlantica stressées

pendant 30 jours aux différents niveaux de NacCl.

Moyenne técart type

TO NaCl T1 NaCl T2 NacCl T3 Nacl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
4.498+0.281A | 2.629+0.244C | 3.279+0.141B | 3.116+0.244B | 0.00011 xRk

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 tres hautement significatif (***).

L’examen de la figure 4.13 montre que, chez les racines de Pistacia atlantica Defs.,
c’est le témoin qui autorise les teneurs en K* les plus élevées suivi par la concentration de
100 mM NaCl et. Le sel réduit nettement les teneurs dans les racines lorsque sa
concentration est de 50 mM NacCl.

Teneur en K+ dans les racines (g/100
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Figure 4.13 : Effet de NaCl sur la teneur en potassium (K") dans les racines

L'analyse de la variance a un seul critére de classification montre une différence
trés hautement significative entre les moyennes de la teneur en potassium dans les racines
des vitro plants de Pistacia atlantica Desf. Pour les différents traitements (p=0,000)
(tableau 12, annexe 1). Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe le facteur traitement

salin en trois groupes homogénes (Tableau 4.12).
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4.1.13. Effet de stress salin sur la teneur en calcium dans les racines

Tableau 4.13 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de
la teneur en Ca** (g/100 mg de matiére séche) dans les racines de Pistacia atlantica

stressées pendant 30 jours aux différents niveaux de NaCl.

Moyenne técart type
TO NaCl T1 NacCl T2 NacCl T3 NaCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
0.096+0.284B | 0.068+0B | 0.068t0B | 0.0424+0A 0.00897 ok

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

A travers les résultats illustrés dans la figure 4.14 et tableau 4.13, I’augmentation de
la concentration saline dans le milieu est accompagnée d’une diminution hautement
significative en Ca?* dans la partie racinaire (Tableau 13, annexe 1). Le test NEWMAN-
KEULS au seuil 5% classe le facteur traitement salin en deux groupes homogeénes
(Tableau 4.13).

Tenedr @n Ca-- dans les racines (g/100
mg de MS)
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Figure 4.14 : Effet de NaCl sur la teneur en calcium (Ca®") dans les racines
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4.1.14. Effet de stress salin sur la teneur en sodium dans la partie aérienne (tige+

feuilles)

Tableau 4.14 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de
la teneur en Na* (g/100 mg de matiére séche) dans la partie aérienne de Pistacia atlantica

stressées pendant 30 jours aux différents niveaux de NaCl.

Moyenne técart type
TO NaCl T1 NacCl T2 NacCl T3 NaCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
5.788+2.631D | 10.407£0.574B | 14.098+0.574C | 17.722+0.994A | 0.00009 ok

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

Le stress salin a provoqué une augmentation significative de la teneur en Na* chez
les tiges et les feuilles des vitro plants de Pistacia atlantica Desf. Cette augmentation est
proportionnelle & la concentration en sel. La valeur la plus faible a été enregistrée chez le
témoin (figure 4.15, tableau 4.14).

L'analyse de la variance a un seul critére de classification montre une différence
tres hautement significative entre les moyennes de la teneur en sodium au niveau des
feuilles et tiges des vitro plants de Pistacia atlantica Desf. Pour les différents traitements
(p=0,000) (tableau 14, annexe 1). Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe le facteur

traitement salin en quatre groupes homogeénes (Tableau 4.14).
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Figure 4.15 : Effet de NaCl sur la teneur en sodium (Na*) dans la partie aérienne

56




4.1.15. Effet de stress salin sur la teneur en potassium dans la partie aérienne (tige +
feuilles)

Tableau 4.15 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de
la teneur en K* (g/100 mg de matiére séche) dans la partie aérienne de Pistacia atlantica
stressées pendant 30 jours aux différents niveaux de NaCl.

Moyenne técart type
TO NaCl T1 NaCl T2 NaCl T3 Nacl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
6.28610.24A | 4.3310B | 6.286+0.24A | 7.261+0.8A 0.00056 ok ok

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

A travers les résultats illustrés dans la figure 4.16 et le tableau 4.15, la présence de
sel (50 mM NaCl) dans le milieu de culture entraine une diminution trés hautement
significative en K* (Tableau 15, annexe 1) dans la partie aérienne des vitro-plants de
Pistacia atlantica Desf. Et en paralléle nous avons enregistrée une augmentation tres

hautment significative a la concentration de 150 mM NaCl dans le milieu de culture.

Le test NEWMAN-KEULS au seuil 5% classe le facteur traitement salin en deux

groupes homogenes (Tableau 4.15).
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Figure 4.16 : Effet de NaCl sur la teneur en potassium (K*) dans la partie aérienne
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4.1.16. Effet de stress salin sur la teneur en calcium dans la partie aérienne (tige +
feuilles)

Tableau 4.16 : Test statistique de signification de NEWMAN-KEULS - SEUIL = 5% de
la teneur en Ca®* (g/100 mg de matiére séche) dans la partie aérienne de Pistacia atlantica
stressées pendant 30 jours aux différents niveaux de NaCl.

Moyenne técart type
TO NaCl T1 NacCl T2 NaCl T3 NaCl P S
0 50 mM 100 mM 150mM
0.424+0A 0.068+0B | 0.068+0B | 0.096+0.284B | 0.00897 ok

P>0.05 non significatifs (ns); P< 0.05 significatif (*); P<0.01 hautement significatif (**); P<0.001 trés hautement significatif (***).

A travers les résultats illustrés dans la figure 4.17 et le tableau 4.16, 1’augmentation
de la concentration saline dans le milieu est accompagnée d’une diminution trés hautement
significative en Ca®* (Tableau 16, annexe 1) dans la partie aérienne. Le test NEWMAN-
KEULS au seuil 5% classe le facteur traitement salin en deux groupes homogénes
(Tableau 4.16).

La teneur en Ca*" aérienne diminue plus rapidement avec I’augmentation de la

concentration de NaCl que la partie racinaire (Tableau 4.16).
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Figure 4.17 : Effet de NaCl sur la teneur en calcium (Ca?*) dans la partie aérienne (tige +

feuilles)
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4.2. DISCUSSION

Taux de germination : La salinité agit sur la germination des graines en
ralentissant sa vitesse, ce qui expose les semences aux risques de NaCl, en diminuant plus

au moins fortement son taux, ainsi il réduit 1’utilisation des réserves nutritives des graines

(Ahmad et Bano, 1992).

Selon Yapsanis et al. (1994) ; la salinité intervient sur la germination des graines

par deux effets :

a- L’effet osmotique se traduit par la difficulté que trouve I’embryon a absorber une

quantité d’eau suffisante pour déclencher les processus métaboliques de la germination.
b- L effet toxique résulte de I’envahissement de I’embryon par Na* et CI™.

La salinité affecte a germination par une faible hydratation des réserves nutritives
(Mondal, 1988) et une diminution de I’activité des enzymes impliqués dans la germination

des graines (Dubey et Rani, 1995).

La diminution de I’indice de germination correspond soit a une augmentation de la
pression osmotique externe, ce qui affecte 1’absorption de 1’eau par les graines et/ou bien a
une accumulation des ions Na+ et Cl- dans I’embryon. Cet effet toxique peut conduire a
I’altération des processus métaboliques de la germination et dans le cas extréme a la mort

de ’embryon par excés d’ions (Bliss et al, 1986).

Partie aérienne et racinaire : Pour 1’émergence de ’appareil végétatif des vitro-
plants, la présence de 50 mM ou 100 mM de NaCl dans le milieu de culture parait parfois
bénéfique sinon sans effet sur les paramétres mesurés, ce qui pourrait refléter I’expression
du caractére halophile de I’espéce déja signalé par d’autres auteurs (Oukara et al. (2014a)
; et al. (2014b). Cette stimulation de la croissance pourrait s’expliquer par une pénétration
plus aisée dans la plante des ions Na+ et Cl- qui abaissent le potentiel osmotique interne et
favorisent ainsi une entrée plus rapide de I’eau. Ce bon comportement des Vvitro-plants
agées d’un mois face au stress salin témoigne de leur bonne tolérance au sel a ce stade de
développement, meilleure que durant la germination. Des changements du niveau de
résistance a la salinité en cours de développement sont signalés chez plusieurs espéces
(Uchiyama, 1987 ; Ungar, 1996). Bourgeais-Chaillou et al. (1992), parlent d’une
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évolution adaptative du degré de tolérance au sel pour des espéces qui, entre autres
beaucoup d’espéces d’halophytes, germent sous des doses de sel maximales inférieures a
celles supportées par les plantes adultes et d’une évolution non adaptative pour des plantes
comme le tourne sol, le tréfle ou le mais qui apparaissent plus tolérantes au sel pendant la
phase de germination.

Cependant, a une forte dose de sel (150 mM NaCl) une forte réduction de la
longueur de racine, de la hauteur de tige, du poids frais et sec des racines des vitro-plants
se produit. En revanche, le poids frais de la partie aérienne (tige + feuilles) reste insensible
a I’effet de ’augmentation du sel dans le milieu de culture, ce qui corrobore les resultats
trouvés par Kaddour (2008).

Teneur en chlorophylle : La teneur en chlorophylle est significativement réduite
par la salinité surtout pour le traitement sévére T3 (150 mM NaCl). Ces résultats
corroborent avec les observations de Cengiz et al (2009) sur le piment. Selon Feigin et al.
(1991) ; Grattan et Grieve, (1994), NaCl a un effet antagoniste sur I'absorption de 1’azote
(N) qui est une composante essentielle de la structure de la molécule de chlorophylle.
Levit (1980) note que ces réductions sont dues a I’instabilité du complexe protéique, du
fait que la salinité affecte les forces de liaisons des complexes protéines pigments. Par
ailleurs, Jaleel et al. (2007) ont rapporté que les réductions sont dues a I’interférence des
ions salins avec la synthese de nouvelles protéines, composantes principales des pigments,

plutot qu’a la dégradation des chlorophylles.

Teneur relative en eau : La turgescence varie inversement avec le taux de salinité,
lorsque la salinité du milieu augmente, la teneur relative en eau diminue. La teneur relative
en eau dans les feuilles est un bon indicateur de 1’état hydrique, elle diminue 1égérement
chez les plantes stressées a la salinité. Cela se remarque particulierement lorsque le végétal
est soumis au stress salin severe (150 mM NaCl) avec un taux de réduction de 29.35%. Ce
qui semble étre un comportement de résistance au stress salin. En effet, les teneurs
relatives en eau obtenues sont de 70.78%, 63.64%, 62.67% et 50%, représentant
respectivement le témoin, 50 mM NaCl, 100 mM NaCl et 150 mM NaCl. L’absorption
d’eau est maintenue a un niveau suffisant pour éviter la déshydratation des tissus de la
plante et pouvoir ainsi diluer les sels introduits dans les cellules. Ces constatations sont en
accord avec plusieurs travaux antérieurs. En effet, le stress salin, induit des changements

au niveau du statut hydrique de la plante (Hasegawa et al, 2000), réduit le contenu relatif
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en eau des feuilles (Kaddour, 2008), diminue 1’absorption hydrique par les racines
(Snoussi et al, 2004). Ce fait a été établi chez des plantes de résistance différentes comme
Atriplex verrucifera et Pistacia atlantica Desf.

Nos résultats peuvent aussi s’expliquer par le phénoméne d’ajustement osmotique,
caractérisé par la diminution du potentiel hydrique, permettant ainsi de maintenir les
mouvements d’eau vers les feuilles et par conséquent leur turgescence (Monneveux,
1989). En effet, lors d’un stress salin, il y’a accumulation au niveau cellulaire
d’osmoprotecteurs qui sont des composés fortement solubles, neutres, incluant des
métabolites secondaires tels que la glycine bétaine, des polyols tels que le mannitol ou
autres composés tels que les sucres (Levitt, 1980 ; Chen et Murata, 2002). L’analyse de
la teneur relative en eau, permet de décrire d’une maniere globale le statut hydrique de la
plante et d’évaluer I’aptitude a réaliser une bonne osmorégulation et de maintenir une
turgescence cellulaire (EI Djaafari, 2000). Une augmentation brutale de la salinité du sol
se traduit par une réduction immédiate de la croissance foliaire. Celle-ci est associée a une
baisse de la turgescence, elle-méme liée a la diminution du gradient du potentiel hydrique

entre les tissus de la plante et le milieu.

La teneur en sodium (Na') en potassium (K*) et en calcium (Ca™): La
tolérance au sel chez les plantes supérieures dépend de la fagon dont les plantes contrélent
le transport du sel a travers les organes (Niu et al, 2010). En effet, les mécanismes de
tolérance au sel sont de trois types distincts chez les plantes : celles qui tolérent le stress
osmotique, celles qui excluent le Na* et le CI" de leurs tissus et celles qui tolére
I’accumulation de Na* et CI” dans leurs tissus (Munns et tester, 2008). Cette sensibilité ou
cette tolérance a la salinité varie selon les especes et les variétés. Les résultats obtenus a
travers de cette étude montrent que le Na* migre remarquablement vers le systéme aérien
sous la contrainte salin. Ce qui laisse indiquer que 1’espece étudier est de type includer. En
effet chez les plante includer les flux de sodium sont essentiellement ascendants, et le sel
est accumulée dans la partie aérienne au niveau des vacuoles (Levigneron et al ; 1995 ;
Borsani et al ; 2003).

La Salinité peut affecter I'absorption de Ca’* et K*, en fonction du niveau de
salinité (Grattan et Grieve, 1999). Dans cette étude, les concentrations de Ca®" et de K*
dans les deux parties (aériennes et racinaires) varient selon les concentrations de NaCl dans

le milieu de culture.
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Ces résultats sont en accord avec Murillo- Amador et al ; (2006) chez Vigna
unguiculata qui ont noté une forte baisse des teneurs en K* en présence de sel. Cette
diminution pourrait étre expliquée par la compétition le Na* et le K* par les mémes sites de
fixation apoplasmique (Haouala et al ; 2007).

La teneur en Ca™" racinaire diminue plus rapidement avec I'augmentation de la
concentration en NaCl du milieu. Ceci suggére que le niveau de tolérance d'une espece

pourrait étre également lié & sa teneur racinaire en Ca™ (Pourrat et Dutuit, 1994).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVE

La germination des graines est un ensemble de processus métaboliques aboutissent
a I’émergence de la radicule. Ce stade de développement est considéré comme une étape
critique dans I'établissement des semis et ainsi la détermination d’une production agricole
réussie. Nos resultats montrent que la salinite affecte les paramétres de germination
examinés. En tenant compte de 1’ensemble des paramétres de germination étudiés, le
pistachier de ’atlas « Pistacia atlantica Desf. » est montrées plus tolérantes a la salinité.
L’effet du NaCl peut étre toxique et/ou osmotique. En effet, le pistachier de [’atlas
« Pistacia atlantica Desf. » testées est affectées par une dépression osmotique. D’autre
part, les concentrations élevées de salinité agissent négativement sur la croissance en
longueur des racines des vitro-plants. La salinité modifie le poids frais et sec des deux
partis (aériens et racinaires) et conduit a une diminution de la teneur en chlorophylle totale,
la teneur relative en eau et la teneur en Ca™" dans les deux parties.

Et en paralléle nous avons enregistrée une augmentation sur la longueur des tiges
pour les concentrations de 50mM NaCl et 100 mM NaCl, de la teneur en Na* dans les deux
parties aériennes et racinaires et la teneur en K" au niveau de la partie aériennes pour les
deux concentrations (100 mMNacCl et 150 mM NaCl).

Bien que ce travail ait tenté de caractériser la réaction des vitro-plant du pistachier
de I’atlas « Pistacia atlantica Desf. » vis-a-vis du stress salin, en se basant sur des critéres
morphologiques et physiologiques au stade de la germination et au stade de la croissance,
rendant compte de I’aptitude de I’espéce étudiée a supporter le sel et sur la base de
quelques criteres physiologiques dans des conditions contrdlees, plusieurs autres questions
restent encore posées et nécessitent d’étre approfondies a savoir:

- I’étude de ces parameétres en fonction des stades de développement afin de
déterminer le stade le plus sensible et celui a partir duquel le sel n’a plus d’effet.

- L’identification des osmoticums comme la proline et les sucres solubles, car il est
connu que, I’ajustement osmotique est I’un des plus efficaces mécanismes utilisés par les
plantes, en conditions de stress salin.

- Ainsi qu’une étude génétique pour identifier les génes responsables de la tolérance

a la salinité.
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