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Résumé

En vue de développer de nouvelles variétés fouresggppartenant au gerirgfolium
etLotus a partir d'écotypes marocains adaptés aux conditocales, I'évaluation du matériel
végétal issu d’'une collecte réalisée par I'INRA glaifférentes régions du Maroc, a été
entreprise. Les données climatiques et édaphigeessites de collecte, ont servi de base a
'étude de la distribution des plantes, ainsi qglefllence de la provenance sur leurs
caractéristiques morphologiques et agronomiques lposélection de différents écotypes. En
premiére partie les résultats ont montré la prédamtie deT. isthmocarpumet L.
ornithopodioides vu leur large spectre d’adaptation. De méme, ild montré des
performances agronomiques similaires a la variéténserciale Paradana.

En deuxiéme partie, des écotypes ont été prés@ieés sur la base de leur valeur
agronomique pour une évaluation plus approfondiacemant des criteres de qualité
fourragére et de tolérance aux stress salin. L&url la germination sous stress salin a été
utilisée comme test préliminaire de la toléranda salinité. Elle s’est avérée confirmée aux
stades ultérieurs a I'exception @iecherleri. Cette espéce a manifesté des taux de germination
élevés sur 137 mM (NacCl) avec une faible réductiengermination (<50%) sur 220 mM,
tandis qu’elle n'a pas maintenu cette tolérancestade végétatif. D’'un point de vue
physiologique, on a pu mettre en évidence le méoamide tolérance adopté pour chaque
espece. Les especEsisthmocarpunet T. scabrumont développé un systéme d’exclusion de
ClI' comme mécanisme de tolérance au sel a c6té dameelsélectivité du potassium vu leur
rapport K/ Na' élevé et voisin de 1 sur 220 mM. Toutefdisisthmocarpuna montré une
tolérance supérieure a la variété commerciale Raead

L'interaction écotype-milieu a montré une corr@atipositive entre les résultats
obtenus sous serre et ceux en plein champ, pagtiealent chez des écotypes de
isthmocarpumgui ont montré tout au long de I'étude une perfamoe vis-a-vis de tous les
parametres testes, d’ou l'intérét potentiel degdlexer comme nouvelle espece fourragere.
Toutefois, elle a montré des teneurs élevées emrf@des lorsqu’elle est cultivée sous
irrigation saline. Un screening sur la base de tamioes anti-nutritionnelles est donc

nécessaire pour aboutir a une véritable variétéweniale.

Mots clefs : Sélection, écotypes locatixifolium spp,Lotusspp, salinité, phytoestrogenes



Summary

The evaluation of plant material derived from dexiion made by INRA in different
regions of Morocco was made, using Moroccan ecatyaapted to local conditions, in order
to develop new forage varieties of the genus TitfolandLotus The climate and soil data
collection sites were used as a basis for the stfdihe distribution of plants, and the
influence of the origin of morphological and agromo traits for selection of different
ecotypes. As shown in the first part of the theSisisthmocarpunmandL. ornithopodioides
were two prevalent species, given their wide ranfeadaptation. Both species showed

agronomic performance similar to commercial var{@gradana).

In the second part of this work, the ecotypes wsmeeened on the basis of their
agronomic value as an evaluation criterion for gerguality and tolerance to salt stress. Seed
germination under salt stress was used as a caiarditmeasure of tolerance to salinity. It
proved confirmed at later stages, with the exceptibT. cherleri This species showed high
germination rate at 137 mM (NacCl) with a small retton in germination (<50%) at 220 mM.
While, it did not maintain this tolerance at theyetative stage. From a physiological point of
view, the tolerance mechanism adopted for eachepa@s defined as following. Species
isthmocarpumand T. scabrumwere efficient in CI exclusion, as well as had a good
selectivity for potassium, with observed/Ka’ ratio close to 1 when exposed to 220 mM
NaCl. HoweverT. isthmocarpumhad much higher tolerance compared with commercial
variety (Paradana).

The ecotype-environment interaction showed a p@sdorrelation between the results
obtained under greenhouse and those in the fielddotypes off . isthmocarpumit could be
used as a new forage species. However, it showgld Ibvels of flavonoids when grown
under saline irrigation. A screening on the badiami-nutritional substances is needed to

achieve a genuine commercial variety.

Keywords: Selection, local ecotypdsjfolium spp,Lotusspp, salinity, phytoestrogens
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Introduction générale

Les parcours, les jachéres, les foréts et lesmmakiits de la céréaliculture constituent
les principales ressources fourragéres au Marae cutures fourragéres n'occupent que 6%
de la SAU totale. En irrigué elles comprennent envid6% de la superficie totale emblavée
(Srairi et al, 2001). Le domaine fourrager marocain souffrelaleareté des ressources
fourrageres, saisonnalité de l'offre en fourragessi que faiblesse de l'encadrement des
éleveurs.

La valeur agronomique et économique des légumiseimsarageres au Maroc a été
soulignée par plusieurs auteurs. Elles améliorentfertilité et la structure du sol, et
engendrent une bonne production animale riche etéipes en augmentant le rendement des
cultures suivantes dans les systémes de rotatmrtefois, la gamme des especes cultivées au
Maroc reste limitée essentiellement a la luzemedicago sativg au bersim Trifolium
alexandrinumL.) et, a tres petite échelle a la ves¢eia spp), au pois Pisum arvenseet au
lupin (Lupinus albuset Lupinus luteus Cependant dans quelques régions, la culturede |
luzerne est limitée par I'hydromorphie du sol (Ghatoukkos), dans d’autres, celle du
bersim par la salinité (Souss-massa) (Ben Khatedl, 2003). La recherche de nouvelles
especes fourragéres, a travers la collecte, I'étialn et la domestication des ressources
génetiques locales s'imposent donc comme un phéakab développement de nouvelles
cultures fourragéres. Parmi ces dernieres on estEfumineuses annuelles. Leur capacité de
se ressemer naturellement d’'une année a l'autreygbade préserver un stock de semences
dans le sol, grace a un taux important de grainessd Cette qualité permet d’obtenir une
installation pérenne, spécialement adaptée aus alématiques des zones méditerranéennes.
D’autre part, lintérét des légumineuses annuekewers les pérennes est d’éviter la
compétition avec les autres cultures en raisorederhaturité précoce et de la disparition des
organes vegeétatifs en été. Les contraintes quinpésa la production fourragere sont
nombreuses a savoir : I'irrégularité de la dispitdbdes semences de qualité, leur prix élevé,
et le manque de matériel végétal adapté a desanutes spécifiques telle que la salinité.
Cette derniere constitue un facteur qui limite tladoction des Iégumineuses fourrageres en
particulier dans les zones arides et semi-aridassdlinisation enregistrée dans ces zones
résulte de la forte évaporation d’eau a partir du et d’'une pluviométrie irréguliére et
insuffisante. Cette salinisation provient aussil'degation le plus souvent mal contrélée
(Cherkaouiet al, 2007).

Ainsi, la présente étude —subdivisée en quatre ithap vise a sélectionner les
cultivars tolérants et productifs de certaines rémeuses fourrageres annuelles locales sous

conditions salines.
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Le premier chapitre propose une synthese biblidggae sur I'état des connaissances
des légumineuses fourragéres annuelles et lesigalas espéces cultivées vis-a-vis de la
salinité et les systémes de tolérance développéspelantes.

Le deuxieme chapitre a pour objectifs la quantificade la diversité au sein d’'une
collection marocaine d’écotypes de diverses orgyo@ographiques, appartenant a 11 especes
de tréfle Trifolium spp.) et de lotier Liotus spp.) annuelles, leur évaluation agro-
morphologique et l'identification des meilleurs 8gmes en se basant particulierement sur leur
productivité et précocite.

Le troisieme chapitre est consacré a la caraat@is sous serre de l'effet du stress
salin sur les potentialités germinatives d’écotypessélectionnés (Chapitre 2), ainsi que la
recherche d’éventuelles corrélations pouvant kecémportement au stade germination a
celui de stades ultérieurs, et qui pourraient dtuest un test rapide a cet égard. Ensuite
proposer un modele de la germination des léegum@seasnuelles pastorales a graines dures
dans des environnements salins. Comme il viseileé sous serre d’écotypes présélectionnés
sur la base de leur germination et l'identificatamleur réponses morpho-physiologiques a la
salinité.

Le quatrieme chapitre a pour objectif d'une padppréciation de Iinteraction
écotype-milieu afin de sélectionner les écotypesvpnt s’accommoder le mieux des eaux
saumatres et qui pourraient constituer un mateégétal alternatif pour les zones marginales
ou dégradées. Et d’autre part I'étude de leur caitipo chimique en phytoestrogenes

notamment les coumestanes et les polyphénols.
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l. Les Iégumineuses fourrageres annuelles
1. Importance des légumineuses fourragéres annuedle

Les particularités qui conféerent aux Iégumineusesualles une importance du point de
vue agricole et écologique sont leur persistanckewat productivité. Leur aptitude a fixer
I'azote leur permet d’exprimer leur potentiel deissance, méme dans les sols pauvres en cet
elément. L'intérét des Iégumineuses annuelles snesrpérennes est d’éviter la compétition
avec les autres cultures en raison de leur matprééoce et de la disparition des organes
végétatifs en été, ce qui est important en miliéditerranéen.

1.1 Réle des Iégumineuses fourragéres dans les eypsts intégrés culture / paturage

Le réle des légumineuses annuelles dans les syst@mégrés de rotation a été largement
passé en revue en ce qui concerne les zones & dhétiterranéen d’Afrique du Nord, du
Proche-Orient (Gaddes &it, 2000) et d’Australie occidentale (Del Pozakt 2000). Dans le
contexte actuel, il est important de noter quedle $ystemes intégrés sont applicables aux
zones recevant plus de 250-300 mm de pluie. Dasscarditions, les légumineuses sont
utilisées en vue d’améliorer la productivité lales systemes naturels ont été détruits par des
facons culturales répétées (monoculture). Utiliséesrotation ou en association dans les
systemes de culture, les Iégumineuses apportentanteine contribution en azote, en fixant
et en intégrant une partie de l'azote atmosphérigjae résidus des légumineuses sont plus
riches en azote et contribuent a enrichir le socenélément. Les cultures succédant aux
légumineuses peuvent aussi bénéficier indirectendent’azote fixé par I'entremise des

résidus laissés par la légumineuse.
1.2 Procédure de réhabilitation impliquant les Iégmineuses annuelles

Les légumineuses annuelles présentent des castiqiées qui permettraient leur
utilisation dans les programmes de restauratiate @ehabilitation des écosystéemes dégradés.
Dans la plupart des cas, la présence de légumis@nsrielles complétera la performance des
plantes associées, en constituant une source desse ou d’'azote, a une période différente
de l'année. D’autre part, elles se caractérisentlguar persistance a long terme dans les
ecosystemes meéditerranéens a faible pluviométreb@@ti et al, 2007). Les Iégumineuses
fourragéres sont une source importante de prot@oas l'alimentation des animaux, soit

sous forme de foin ou bien consommeées dans lesgsraiu les parcours. Elles sont a la base
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de la production de lait et de viande. Elles fossant au cheptel une part importante de
protéines nécessaires a leur croissance, de ladétane et des fibres indispensables a la

digestion chez le ruminant.

2. Situation des légumineuses fourragéeres au MardElistorique)

Les travaux de recherche sur les legumineusesaigemes annuelles au Maroc sont tres
anciens. Plus particulierement ceux réalisés &titut National de Recherche Agronomique
(INRA). Mais c’est surtout au début des annéesa86¢ I'opération du ley-farming et I'appui
de Coopération Technique Allemande (GTZ) que plusieauteurs ont travaillé sur les
légumineuses annuelles auto-régénératriddsdicagospp. annuels et le trefle sous terrain
(Jaritz, 1990 ; Matthaus, 1990 ; Cremer-Bach, 19B@unejmate, 1995 ; Sadikt al, 2005).
Ces travaux ont concerné plusieurs aspects dochdix d’'espéces et de variétés adaptées
introduites d’Australie et la sélection d’écotypesaux de certaines légumineuses annuelles
selon les besoins (type du sol, systéme de rotliefarming...etc.).

La flore marocaine est extrémement riche en digersgpeces spontanées souvent
consommeées par les animaux, mais dont la valeurdigére est encore mal connue (Birouk et
Rejdali, 2002). La grande variation des conditidnsmilieu fait que pour chaque espéce, il
existe un grand nombre d’écotypes dont la varigbgénétique constitue un matériel de choix
pour la sélection et la création de variétés adspsrix conditions diverses. Bien que les
légumineuses annuelles croissent sous une grandgsité de conditions climatiques,
I'attention se porte a présent sur I'appréciatierielrs performances et de leurs potentialités
dans les écosystemes méditerranéens sous faildempitations, c’'est a dire les régions
recevant en moyenne moins de 400 mm de pluie pddata découle I'intérét de tirer profit
de I'expérience acquise dans d’autres regions raatliméditerranéen, particulierement en
Australie en matiére de légumineuses annuelles.

3. Situation des légumineuses fourrageres en Austi@ (Historique)

L’Australie est considérée comme le pays a climétiterranéen qui a le plus développé
les légumineuses fourragérasnuelles depuis les années 1930 (Beegeaal, 2002). Ce qui
fait de lui un bon exemple a étudier. En combimaiawec |'utilisation de superphosphate, ce
type de légumineuses ont conduit a la fertilité sigls du Sud et Ouest de ce pays, avec une
plus grande production animale, une augmentatisireledements agricoles et la capacité de
briser les cycles de vie des ravageurs lorsqu'stes cultivées dans un systeme de rotation

(Lloyd et al, 1991). Le systeme ley-farming qui consiste aeseone légumineuse auto-
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régénératrice la premiére année et continuer @lbéer tous les deux ans en alternance avec
une céréale, a été le systeme de rotation adopéT(@resa, 2012). Ainsi, la phase de
paturage est tributaire de l'auto-régénérationlégsmineuses annuelles a partir de graines
dures qui restent en dormance pendant une péndtlgate d’un ou deux ans.

Les especes qui ont été développées sont le sedierrain Trifolium subterraneunt..)
et des médics annuellesédicagospp.). Parmi d’'autres espéces commerciales avardti
enregistrés on noteQrnithopus compressus, Trifolium michelianumT. resupinatuni., T.
hirtum. et T. cherleriL. Des études sur le comportementTaigolium michelianunvis-a-vis
de la salinité et 'engorgement du sol ont finit fgacréation de la variété Paradana (Craig et
Beale, 1995). Par ailleurs, des travaux récens®seconcentrés sur la sélection des variétés a
cycle veégétatif court. De ce fait le Maroc fait fiardes pays ciblés par I'Australie pour la
collecte et la sélection des variétés qui réponderds caractéristiques, car il est connu par sa
diversité spécifique vu la présence de zones aesaison et a basse altitude avec de faibles

précipitations annuelles (Pengediyal, 2006).
4. Légumineuses fourrageres : le trefle et le lotie

Les Iégumineuses fourrageres annuelles dont sisgérla présente étude appartiennent
au regne des trefles et des lotiers. Ce choix asé tsur plusieurs raisons telles qu’en
Méditerranée]e tréfle (Trifolium) fait parti du fourrage le plus important. Au meiane
douzaine d'espéces appartenant a ce genre soséadilcomme fourrage (Malaviy al.,
2008). La qualité des trefles est généralementreypé a celle des graminées fourrageéeres. lls
sont digérés plus rapidement que les graminéesnmes pour leur haute teneur en protéines
nutritives et de nombreux minéraux et de vitamiresy résistance au piétinement des
animaux comme ils peuvent également fixer 'azdtane facon importante. Leur présence
dans un paturage améliore I'appétence du fourcggqui augmentera la qualité du fourrage
de l'animal qui les consomme ainsi que la produockaitiere (Arambarri, 2000). Les trefles
sont connus par leur adaptation aux difféerentssygee sol. Plusieurs especes de trefles sont
reconnues comme amelioratrices de la fertilité ducemme le tréfle de Persé&rifolium
resupinatun Il est utilisé en rotation et aussi en situatmn l'irrigation pérenne n'est pas
disponible pour la luzerne tant qu’il est récoltiedps pour semer les cultures d'été (Uranbey
et al, 2005). Les trefles assurent 'augmentation dudeenent. Des recherches ont montré
gue la féetuque élevée cultivé avec le trefle blarauisent plus de fourrage que les paturages

de fétuque élevée fertilisé avec de l'azote (Sn#004). Les tréfles sont communément
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plantés avec le dactyle, ray-grass, ou fétugueéélat la majorité des especes tolérent le

paturage intensif.

A leur tour les lotiersl{otug ont une trés bonne croissance et sont reconmuase
amélioratrices de la fertilité du sol. lls possédame trés grande souplesse d'adaptation aux
stress biotiques et abiotiques et aux conditiongédain ou du climat) les plus diverses et les
plus dures : acidité, terres superficielles, s@#ants, sols salins, mauvaise fertilisation et
sécheresse (Teakét al, 2006). Le lotier possede en outre une trés bauadité avec un
fourrage relativement facile a faner, et il estiassant pour l'implantation de certaines
prairies temporaires en association avec le daotyla fétuque élevée. Le lotier associé a ces
mémes graminées devient précieux pour l'amélioratie trées nombreux parcours en
paturages de longue durée. Le lotier est une lageuse qui persiste bien sur les sols mal

drainés et au pH plus bas ou la luzerne n'estgmsee a titre d’exemple.

5. Botanique et biologie

5.1 Taxonomie et aire géographique

Les trefles et les lotiers appartiennent a la flerdiesFabaceaeet la sous famille des
Faboideae. Trifoliunfait partie de la tribu degrifolieaeet Lotusa celle ded.oteae.

Le genreTrifolium est assez vaste, contenant quelques 237 espemss,1t0 ont
leur centre de diversité dans le Bassin Méditegangllisonet al, 2006). Au Maroc on
trouve 53 espéeces dont quatre endémiques (Ferataale 2007). Le genrdrifolium a une
large répartition. Il s'étend dans les régions négs et subtropicales (Bulinska-
Radomska, 2000), avec la plus grande diversitépéles dans les régions géographiques
suivantes : 'Amérique du Nord occidentale et l'iffre du Nord. Les especes de trefle se
produisent sur un large éventail d’habitats : peajrforéts, zones semi arides et montagnes.
Différents botanistes ont mené un certain nombrexpBditions de collecte en Europe
orientale et dans les régions méditerranéennedqiTaly Smith, 1990 ; Jurgeet al, 2010).
Toutefois la collection de matériel génétique s’esncentrée sur 10 a 20 especes a
importance agronomique, avec peu d'effort & présdavvaste gamme d'especes appartenant
a ce genre (Malaviyet al., 2008).

Le genreLotus comprend environ 100 espéces annuelles et vivagesogt largement
distribuées (Arambarri, 2000). Le centre princigalspéciation est la région méditerranéenne
et s'étendant jusqu'a I'Afrique orientale et I'Awe du Sud, I'Asie et 'Australie. Les especes

appartenant au genrkotus sont adaptées a un large éventail d'habitats.s Edlent
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généralement adaptées aux sols peu fertiles ddairess [otustenuis; Lotuscreticus Lotus
glaber) peuvent se développer dans des conditions sirtessdels que des sols salins, acides
ou engorgés d'eau (Teakdt al, 2006 ; Sannazzaret al, 2006 ; Valienteet al, 2007).
Difféerentes espéces deotus sont actuellement utilisées pour améliorer lesina@es et la
qgualité¢ du foin ou d'autres especes légumineusesraigeres ne sont pas adaptées
(Papadopulous et Kelman, 1999otus corniculatusest sans doute l'espéce considérée
comme ayant la plus grande importance agricola elidtribution la plus large (Dist al,
2005a). On a montré que les populations autochtdessspéces sont caractérisées par une
variabilité morphologique élevée en raison de lacd®n naturelle du site d’habitat (Steiner
et Garcia De Los Santos, 2001). Au Maroc 27 espeoesté citées dont 9 endémiques
(Fennaneet al, 2007). Les espéeces rencontrées dans une cadiifettuée par I'INRA et qui
seront traitées dans cette étude sdmifolium arvense.., Trifolium bocconeBavi, Trifolium
campestreschreb, Trifolium cherleriL., Trifolium glomeratumL., Trifolium isthmocarpum
Brot., Trifolium lappaceuni., Trifolium resupinatumL., Trifolium scabrumL., Trifolium
stellatunL., Trifolium tomentosurh. etLotus ornithopodioidels. (Figure 1).

5.2 Morphologie

Les especes citées se distinguent par leur tailk que d’autres caractéristiques liées au
port, tiges, feuilles, inflorescences et grainess Iprincipales caractéristiques sont réunies

dans le tableau 1.
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Tableau 1. Comparaison des principales caracturesi morphologigues des espéces étudiées (Helehaty, 1984)

Tiges Hauteur Feuilles Folioles Inflorescence Graines

Minces, dressées et rameuses 5-30 cm  AlternesypEsieures sont sessiles Linéaires, oblonguefRa@ceéme capituliforme Une graine par gousse, 0,8
B peine dentées au oblongue-cylindrique  mm
§ sommet plus ou moins
E longuement pédonculée

Pubescentes, dressées ou 10-25 Les supérieures sont a long pétiole, sessiles  denl cm, 4-9 mm de diamétre Petite ovoide, 0,8 mm

ascendantes cm oblongues en coin,

denticulées au
'g sommet, & nervures
§ latérales non arquées
ﬁ en dehors
« Erigées, dressées, prostrés et 10-30 Peu nombreuses et alternes, pétiolées, av€ivales a base rétrécie. Globuleuse, 0,8-1,4 cm Une seule graine par
@ ramifiées cm des stipules ovales, [égérement renflées, a&inement dentées, 0,8-de diameétre gousse,

= % extrémité pointue 1,6 x0,4-0,8 cm ovoide, lenticulaire, 1 mm
5 Sillonnées, ascendantes ou 5-25cm  Pétiole long, sauf les feuilles Ovales, 0,8-1,2 cm de diamétre 2 mm
E) couchées supérieures qui sont souvent subsessiles, cunéiformes 0,6 -1,2
s ovales - oblongues x 0,4-0,8 cm

Couchées ou ascendantes 10-30 Alternes, pétiolées, sauf les supérieures qubovales en coin, Racéme capituliforme Réniforme, tuberculée,
g cm sont opposées et subsessiles, nervures  fortement nervées, sessile, subsphérique, environ 1 mm,
g longitudinales denticulées jusque présde 8 a 12 mm de
E de la base diamétre
S 0,6-1,5x0,4-1 cm
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T.isthmocarpum

T. scabrum

michdlianum  lanbaceu

resuninatum

Nombreuses, dressées ou 30-80 Longs pétioles, celles supérieures sont

ascendantes rarement couchéem

subsessiles

Couchées, dressées, gréles, 10-40 Les inférieures alternes, pétiolées, les

ramifiées cm supérieures opposées, subsessiles
Prostrées, dressées ou 30-60 Long pétiole sauf pour les
ascendantes cm

Largement elliptiques Assez longuement Petite irrégulierement
a obovales, arrondies pédonculée et les globuleuse, anviron
a l'apex, denticulées, pédoncules plus longs 1,2 mm

souvent pourvues que les feuilles 1,5-

d’'une tache plus claire 2,5 cm de diametre

en forme de « v » 1-

3,5x0,5-2cm

Obovales, denticulées Globuleuse, dense 0,8- Globuleuse, une graine par

au sommet 0,5-1,5 x 1,5 cm de diametre gousse 2 mm,
0,3-0,8 cm
Obovales Globuleuse, 1-2 cm Ovoide, 2 mm

feuilles supérieures; lancéolées triangulairéslosangiques ou

Ascendantes, cylindriques 40-60 Glabres, longuement pétiolées,

assez grosses (diamétre 6-8 c¢cm

mm), glabres

Etalées a dressées, flexueuses

8-30 cm  Alterngslées

triangulaires 0,5-4 x
0,3-1,5cm,
Presque sessiles, Assez longuement Ovoide, environ 1,2 mm
ovales, denticulées,  pédonculée, globuleuse,
glabres; 1-2,5cmde 0,7-1 cm de diamétre
long
Peu épaisses, ovales, Raceme capituliforme Une seule graine par gousse
denticulées, a nervuresglobuleuse, sessile, de $,9-1,2 mm
secondaires saillantes, a 12 mm de diamétre
arquées et épaissies a

leur extrémité
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T. stellatum

tomentosum

ornithopodi

Ascendantes ou érigées

Glabres, couchées, étalées

Ramifiées, pubescentes,

dressées ou ascendantes

5 a 25 Alternes, longuement pétiolées, a grandesLes trois petites Globuleuse, sphérique 0,8 mm
cm stipules folioles sont en forme
de cceur inverseé, a
extrémité l[égerement

dentée, a nervures

nettes
10-20 Ovales finement nervées, denticulées Obtriangulaire- Sessile, 6-8 mm de Elliptique, paroi lisse
cm glabres ou Iégérement values en dessous cunéiforme 0,4 - diameétre brillante 0,8-1,1 mm,
1,5cm
0,4-1,5cm
15-40 Obovales ou losangiques Larges, rhomboidale®mbelle simple, 10-50 2-3 mm
cm en coin 8-25 x 5-15 mm de diametre
mm,
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a: Plante en plein floraisonky : calice ;c:
aile; d: inflorescence ;e: fleur durant
I'anthése ;f :les étamines g: gynécée h:
bractée j : fruit

Figure 1. Caractéristiques des feuille, fleur attfde Trifolium isthmocarpunBrot (Heller et Zohary,
1984) (photo prise de I'essai dans la station dielGIINRA de Rabat)
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a: Plante en plein floraisorb;:
fleur durant 'anthéseg : aile ;
d : calice ;

e bractée f : fruit

UMY/

\‘Wl/ 4

Figure 1 (suite). Caractéristiques des feuilleyrflet fruit deTrifolium michelianumSavi (Heller et
Zohary, 1984) (photo prise de I'essai dans lamtadie Guich INRA de Rabat)
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a: Plante en plein floraisorb;:
feuille ; c: fleur durant I'anthése ;
d : calice et bractées;: ailes

f : étamines g: gynécée h : partie
supérieure du style ; fruit

Figure 1 (suite). Caractéristiques des feuilleyrflet fruit deLotus ornithopodioidesL. (Heller et
Zohary, 1984) (photo prise de I'essai dans latadie Guich INRA de Rabat)
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6. Exigences édapho-climatiques et données écoplyagiques

Dans leur étude de la diversité des populationslégsmineuses annuelles en relation
avec les précipitations, Kennethal, (2001) ont observé que le nombre d’especes ayig v
de 19 a 25 par site de collecte dans des régi@mmsdirosées, descend a 7 et méme a 0, aux
endroits moins arrosés. La température a son tofluei sur la répartition de ces
légumineuses. Il a été démontré que les bassestatapes hivernales qui caractérisent les
sites en altitude constituent les contraintes &pbB@sion deT. cherleri en zone
méditerranéenne (Ewing, 1999). Kalberdral (2006) travaillant suff. campestreet T.
scabrum ont réussi a démonter qu'il existe une relatiosifive entre leur capacité de survie
a la gelée et le niveau d’exposition aux bassepéeamtures hivernales du site ou elles ont été

collectées.

Quant aux facteurs édaphiques, il est a savoir lgustress du sol peut agir soit
directement sur une légumineuse, en influencantdistibution, soit indirectement en
influencant la distribution de sd®hizobiumsymbiotes. Parmi ces facteurs édaphiques, on
trouve le pH, le CaC@et la texture du sol (proportions de sable, argildimon), le statut
nutritionnel du sol (particulierement la teneurggrosphore et en potassium) et la salinité. La
salinité est un stress que les Iégumineuses aesu&h général, tolerent peu. Toutefois, il
existe des especes du geNtelilotus spp.,Lotus spp., Trifolium spp. etMedicagoospp. qui
ont été signalées comme ayant une tolérance dimdté&sgMaranion, 1998, Yaet al, 2000 ;
Masterset al, 2007). On note certaines études qui ont mis \@degce la capacité de
Mélilotus indicus comme espéce alternative. Sa capacité de geronnest reduite de 30 %
seulement sur 300 mM NaCl (Rogassal, 2008 ; Al Sherif, 2009 ; Rogeet al, 2011).
Cependant son appétibilité est moins importantsorugolt amer justifié par la présence de
la coumarine (Asrest al, 2005). Cette derniére a été mentionnée pariggrdaiteurs comme
toxique a cause des hémorragies internes qu’eleogue au cheptel (Sutti2000). Sa faible
teneur en protéines digestibles ainsi que le téenédle graines dures ont été signalés (Julier
et Huyghe, 2010). On déduit alors que plus la commaton saline du milieu augmente plus la
qualité de la plante diminue.

D’autre part et étant donné qu’elle apparait gdagrent dans les parties basses du profil,
la salinisation est souvent associée aux zonesom@in@ment inondées. Dans ce contexte,

guelques légumineuses combinent une tolérance &almité avec une tolérance a
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I'engorgement, telle qué&rifolium michelaniumet Trifolium resupinatum(Rogers et Noble,
1991).

7. Techniques de production
Les techniques culturales de ces légumineuses Bemaent sensiblement identiques.
7.1 Place dans I'assolement et I'occupation du sol

Les espéces de la présente étude sont essentialgrastorales, destinées pour des
prairies permanentes et des parcours sur sitesimaaxgou inaptes aux grandes cultures.
Exceptionnellement, sur des sites relativement brables, elles peuvent étre introduites en
assolement, avec une rotation de trois a cing ensrairie, suivies de cultures pendant un a
deux ans, tel que le cas spécial de ley farmingni@e elles fournissent moins de coupes et
fleurissent tres tot au printemps, elles peuverd étltivées comme cultures dérobées dans

toutes les régions a bersim (Gharb, Haouz...) (Bonatj, 1997a).
7.2 Installation

Le début de la période de semis est limité paridaathibilité en eau et la fin par des
températures trop basses. Les semis effectuésa@rai/ou en sol sec risquent d’échouer par
déficit hydrique. Les semis trop tardifs comportientisque d’une levée médiocre a cause du
ralentissement de la germination, et davantag¢adjaes de maladies cryptogamiques qui y
sont associées. La période de semis « normalesituge entre la fin d’octobre et la fin de
novembre. Les semis de décembre réussissent raredass les régions a hiver tempéré
encore moins que dans les régions a hiver douxréfondeur de semis varie normalement
de 0,5 a 2,5 cm en fonction de la texture du saflitefpoids de graines. En raison de la
petitesse des graines de ces espéces, les dogasrandées par hectare sont faibles, variant
de 15 a 25 kg/ha. Dans les prairies permanentezoees bien arrosées, les mélanges de
variétés peuvent inclure des graminées vivaces ptabiliser la composition botanique
(Bounejmate, 1997b ; Gallardo-Carrera, 2006).

7.3 Fertilisation
Selon la disponibilité de phosphore, la fertilieatide fond sera de 35 a 70 kgdDP/ha et

sur des sols déficients en potasse de 40 Ko/ka. Si le plH.o est inférieur a 5,5; un
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chaulage d’au moins 500 kg Cagliaa est indiqué pour augmenter la disponibilitéd/ibeet P

et pour éviter des effets toxiques d’Al. La fesdtion d’entretien sera relativement réduite
compte tenu des faibles exportations par paturageinu, soit 25 a 35 kg.BPs /ha. Les
prairies a base des légumineuses annuelles citéggyant pas de fertilisation azotée.
Néanmoins un apport d'azote a faible dose jusqQ'&@/ha peut étre justifié dans I'année
d’installation (Jaritz, 1992).

7.4 Exploitation et entretien

Les Iégumineuses annuelles de la présente étudernedire utilisées comme fourrage a
faucher au fur et a mesure des besoins. En ples, gtuvent étre semeées pour la création de
prairies temporaires ou permanentes paturées (EW819). Un paturage précoce permet un
rendement supérieur en graines et donc une meillgersistance, un meilleur contréle des
mauvaises herbes et une production printaniereeél@n matiére seche. L'objectif de la
gestion des prairies a trefle en année d’instaltagst d’avoir un peuplement qui produit
suffisamment de semences pour permettre une b@mmération en®?® année et non de
produire et d’exploiter le maximum de matiére ségobssible. Le paturage doit étre réduit ou
arrété pendant la floraison (Jaritz, 1997). Le g@&je estival est moins critique que chez
d’autres Iégumineuses annuelles plus dominant®gaaac telles que les prairiesMedicago
spp. en raison de la protection des gousses pauiseément dans le sol, qui varie toutefois
selon la variété (Rochoet al, 2004). Néanmoins, la capacité d’enfouissemestcdpitules
des variétés précoces est supérieure a celle detégatardives. L’herbe seche doit étre
largement consommée en été pour faciliter la geatiwin apres les premieres pluies

d’automne.

7.5 Maladies et parasites

On connait trés peu I'nmportance des maladies stpdeasites du trefle au Maroc. Des
maladies racinairesF(sarium spp., Phythium spp.) souvent répandues dans des régions
pluvieuses, ont été observées sur certaines z@nkardche odrifolium subterraneuna été
cultivé (Jaritz, 1997). Parmi les maladies impaegandentifiées sufrifolium alexandrium
on cite I'Anthracnose du TréfleKébatiella caulivord. Cependant,T. resupinatumse
distingue par sa résistance a ses attaques. Arskrsgue Trifolium alexandriumest
fortement attaqué par cette maladie cryptogami@ueesupinatunm’est ordinairement pas
touché (Baylis®t al, 2001). Autre exemple a citer est Red leaf, unsvqui affectdrifolium
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subterraneumret Trifolium alexandrium Ce virus est répandu le long du littoral avec une
intensité d’attaque trés variable d’'une annéeuwtréa(Jaritz, 1997).

7.6 Symbiose

Dans le cas de la symbioBhizobiurAdégumineuse, la fixation de I'azote atmosphérique
se réalise dans les nodosités, en conditions d@nia¢et en présence de leg-hemoglobine qui
permet un faible apport de dioxygéne. Les bactatiegenreRhizobiumsont des bactéries
Gram, qui peuvent se déplacer, et infecter les racoess légumineuses en entrainant la
formation de nodules dans lesquels elles trouvemhigro habitat tres favorable (Arcondeguy
et al, 1997; Giraud, 2007).

La capacité de fixation d’azote de |légumineusesielies en symbiose avec les bactéries
nodulantes des racines est essentielle pour fagéesi un élément productif. 1l est bien
évident qu’en fixant I'azote pour subvenir a leugsbins propres, les légumineuses en
procurent également aux plantes qui leurs sontca&ss dans les écosystemes (Greenland,
1991).

L’'une des caractéristiques majeures des assocaRtnizobiurdégumineuse est leur
spécificité d’hbte. En effet, une espece Rizobiumdonnée n’est capable, en général,
d’établir une relation symbiotique efficace qu’awetnombre limité de partenaires végétaux.
De méme une espece de légumineuse ne peut étréé@ogue par un certain nombre
d’especes dérhizobium(Tilak et al, 2005). L’espéceRhizobium leguminosarum biovar
trifolii est 'une des especes les plus exploitées comeobérieanodulante des trefles cultivées.
Cependant, il est rare qu'une seule soucheRdeleguminosarum bv. trifoliipuisse
effectivement fixer l'azote a travers une grandeeité de tréfles, en particulier ceux de
différents horizons géographiques et phénologigRegveet al, 2010). Plusieurs études ont
rapporté I'importante incompatibilité souche-hotgre le microsymbiont&. leguminosarum
bv. trifolii et Trifolium spp (Yatet al, 2008 ; Janczaredt al, 2010).

Quant au genrkeotus il est nodulé paRhizobium lotiet Bradyrhizobiunmsp (Barrientogt
al., 2002) ainsi que certaines especesMisorhizobium(Estrellaet al, 2009). A titre
d’exempleLotus japonicugjui forme des nodules fonctionnels avec la sourimeobiumsp.
NGR234 eR. etli(Schumpp, 2009).

7.7 Composition chimique, valeur alimentaire et prductivité

Les especes de la présente étude produisent pomrajarité un fourrage riche en
protéines, pauvres en cellulose brute, avec demurslénergétiques et azotées élevées, de

'ordre de 0,84 UF/kg MS cheZ. resupinatunpar exemple (Tableau 2). Elles différent
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notamment par leur teneur en glucides qui varié del6% (Owenst al., 2000 ; McAllister,
2005).

Tableau 2. Valeur énergétique (UF/kg MS) et Contjmsichimique selon les saisons (en % M.S.)
chez quelques légumineuses annuelles (d’aprés GE380 ; Emile et Traineau, 1991 ; Jaritz, 1997).
MAD : matiéres azotées digestibles ; MAT: maticeestées totales, NDF : constituants pariétaux,
ADF : lignocellulose, et MM : matiéres minérales.

MAD MAT NDF ADF MM UF/kgMS
Trifolium resupinatuni_. 1* cycle 176 13,4 357 29,7 8 0,84
2*Mcycle 135 8,5 355 33,7 8 0,77
Sémecycle 146 54 49,6 41 8,2 0,76

Trifolium subterraneunt. 1*" cycle 81 149 357 286 94 1,05
Zémecycle 70 12,7 355 337 9 1,01
3FMecycle 79 6,3 496 42 88 1

Trifolium alexandrinund_. 1* cycle 146 20 469 21,4 11,7 0,83

2*Mcycle 235 20,9 551 254 142 0,86
3FMecycle 129 184 55,7 288 11,3 0,73
Lotus scopariug. 1*" cycle 182 15 43,7 329 48 0,87
2*™cycle 197 11 446 346 42 0,89
3Mcycle 189 6,8 57,3 448 28 0,86

La discussion sur la variabilité de la productiatd étroitement reliée a la productivité de
I'écosystéme duquel reléve la légumineuse annuBlteeffet, les légumineuses annuelles
croissent rarement en peuplement monospécifiques msint plus communément
accompagnes, dans les paturages, par des grareinggses herbacées (Watetsal, 2001).
Sous des conditions optimales, en zones méditeanmes, les paturages dominés par des
légumineuses annuelles sont capables d’accumulerrdatiere séche a des taux supérieurs a
150 kg / ha /jour (Normaet al, 2005).

7.8 Pouvoir de résilience des Iégumineuses annuslle

Le succes des Iégumineuses annuelles dépend depliude a produire des graines et a
les amener jusqu’'a la production effective de pafohs végétales durant les saisons
suivantes de croissance. Le stock de semencesédasiiheuses annuelles suit un cycle
annuel. Ce stock atteint son niveau le plus balsiver suite a la germination. De nouvelles
graines s’ajoutent au stock chaque printemps, salacant laquelle le pic annuel est atteint. Il
s’ensuit une diminution qui résulte de la consonimmaties graines par les animaux, puis de
la germination d’'une proportion du reste des gsi@ependant, il est important de noter que
certaines graines subsistent dans le sol durate taypériode de croissance hivernale, sans

germer (Van Asschet al, 2003). La production grainiere est égalememrtieipour assurer la
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pérennité de l'espece. Le potentiel de productioaingere de certaines légumineuses
annuelles T. resupinatumdans les patures ou elles dominent, est généeateestimé de 1 a

2 kg de graines/mm de pluie (Bounejmate, 1997a% jlantes qui sacrifient une haute
productivité printaniere de biomasse verte pourrc@dtre la production grainiere et par
conséquent leur persistance, sont probablementtan&es dans un €écosystéeme sous
pluviométrie faible. Le développement d'un tégumanperméable (graines dures) est le
dispositif par lequel le stock de graines est hatliement préservé pour de longues périodes
(souvent au-dela de cing ans) (Benvemitial, 2005 ; Cristaud@t al 2010). Malgré des
variations considérables, les études montrent duez ade nombreuses |égumineuses,
particulierement celles des régions sous faibleipinétrie, moins de 20% de la production
grainiére d’'une année germent au cours de la saisovégétation qui suit (Zatout, 1995 ;
Brown et al, 2006). Des études, a long terme, sur le ranseliieent des graines sont rares.

Il. Les légumineuses fourragéres annuelles et lalg#té

Plusieurs contraintes environnementales sont lités& pour la croissance et le
développement des légumineuses fourrageres. Laitéadist considérée comme un facteur
majeur influant I'agriculture dans les zones aridesemi arides. Approximativement 40 %
des surfaces sur terre sont caractérisés par senmé d’'un probleme potentiel de salinité
(Hassanket al, 2008).

1. Notion de la salinité

Le sel dans le langage courant, est le chlorureodaum alors que dans la chimie un sel
est le produit de la neutralisation d’'un acide pae base (ou salification). De point de vue
agronomique, la « salinité » d’un milieu corresp@dne surcharge en sels minéraux de la
solution du sol ou la solution nutritive (FloweB04). La salinisation est le processus par
lequel les sels s’accumulent dans le sol. Cesszmis représentés en grande partie par des
cations (N4 C&*, Mg** et K') et des anions (CISQ?, HCOy, COs* et NOY).

1.1 Salinisation du sol

Par définition, un sol salin est un sol qui contides concentrations suffisamment élevées
de sel hydrosolubles, notamment le sulfate de sodN&SQy), le calcium, le magnésium et
le chlore sous forme ionique : €aMg®'et CI. Par le processus naturel de salinisation
(processus par lequel les sels s’accumulent dassl)eces sels peuvent se concentrer a la

surface du sol et y causer un état appelé satinitol (Antipolis, 2003). Une valeur élevée de
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la salinité signifie une grande quantité d’ions swolution, ce qui rend plus difficile
I'absorption de I'eau et des éléments minérauxlpgrlante. Une salinité trop élevée peut

causer des brQlures racinaires.

1.2 Salinisation des eaux d’irrigation

La qualité d’eau d’irrigation est un facteur im@ot & prendre en considération dans
I'agriculture en irrigué car elle constitue la piens source de sels solubles. La salinité peut
se mesurer de deux fagons, soit par les matiesssutes totales (MDT) exprimé en mg/l ou,
plus couramment, par la conductivité électrique.tte€Cederniere est exprimée en

millisiemens/centimétre (mS/cm) (Couture, 2004).
2. Situation au Maroc

Le Maroc n’échappe pas a la salinisation des soldes eaux d’irrigation a cause du
climat aride qui régit dans la majeure partie duttere, la longueur des zones cétieres et la
faible profondeur des nappes phréatiques. Cesatemalimentées par des chateaux d’eau ou
existent d'importantes masses rocheuses saléesypseuses, notamment au Rif et dans
I'Atlas (Hsissou, 2002). Par conséquent, ce probleommence a prendre de 'ampleur dans
la majorité des périmetres irrigués dans les régiandes et pré-sahariennes (Debbarh et
Badraoui, 2002), sans négliger les régions litewdtle Safi a Tanger) avec I'avancée du front
marin et le surpompage. A savoir que plus de 38%abls dans les principaux périmétres
irrigués sont affectés par la salinité (Ait Hadadwal, 2004). En effet, l'irrigation a constitué
une voie privilégiée du développement agricole béréficié d’une attention particuliére des
pouvoirs publics (Tableau 3). Toutefois, la misevateur intensive sous irrigation dans les
zones arides et semi-arides conduit le plus souasetd dégradation de la qualité des
ressources en sol et en eau. L'ampleur de la dagoadest fortement liée a la qualité de I'eau
d’irrigation, a la non maitrise de la trilogie riffation-Salinité-Drainage et aux pratiques de
mise en valeur agricole non rationnelles. On naaleiment la salinisation des eaux au
contact de formations saliferes et 'usage des ealées de nappe pour l'irrigation. Cette
salinisation affecte les écoulements de surfackestnappes et consécutivement les sols
irrigués, particuliéerement, en cas de sécheressst (@ cas de quelques oueds (Oum er Rbia
dans le Tadla, EI Malh a Ouarzazate,...etc.) et surtte nombreuses nappes : Haouz,

Moulouya, Ouarzazate, Souss Massa, Tadla.
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Tableau 3. Superficies (en ha) de certains péraaétrigués du Maroc (Debbarh et Badraoui, 2002)

Périmetres Superficie (ha)
Grande Hydraulique 671 700
Moulouya 77 280
Gharb 106 350
Doukkala 104 600
Haouz 142 620
Tadla 109 000
Tafilalet 27 950
Quarzazate 37 600
Sous-Massa 39900
Loukkos 26 400
Petit et Moyenne Hydraulique 332 300

En général le phénomene continue a s'aggraveroheeatration en sels augmente et les
zones atteintes s'étendent au point ou les neufdgraérimétres irrigués du Maroc sont
touchés, a savoir les périmétres de Doukkala, Ghéthouz, Loukkos, Moulouya,
Ouarzazate, Souss Massa, Tadla et Tafilalet. Damseprs régions, les concentrations
salines ont atteint des valeurs qui les rendentappnopriées a l'irrigation (Tableau 4).

Peu de plantes fourragéres sont tolérantes a cwtitions, surtout pendant la période
seche et chaude de lI'année ou I'ETP est élevéguceaugmente la concentration de la
solution du sol et par conséquent les forces osumesi externes entrainant la mortalité des
cultures (Benyahiaet al, 2004). Dans ces conditions deux démarches semérglement
envisagées pour améliorer les productions :

a. Le dessalement des eaux ou l'accroissement duvdgssides sols par drainage

(opérations tres colteuses, nécessitant des issestents importants).

b. L’exploitation de la physiologie des plantes etlder génétique de tolérance a la

salinité, pour réaliser des programmes de sélediespéces et de variétés tolérantes

au stress salin.

Tableau 4. Importance de la salinité d’eau d’itiiga dans certains périmetres irrigués du Maroc
selon différentes études (Achhetbal., 2001 ; Hsissoet al, 2001; Lahlowet al, 2002 ; Bannarét al,
2008 ; Dakalet al, 2013, Zouhret al, 2013)

Périmetre Conductivité électrique (CE)
Bassin du Gharb (la zone cotiére) 1500 dS/m

La Mamora 1,56 dS/m

Sud-ouest de la région de Souk EI Arba 0,99 dS/m

Bassin du Sahel-Doukkala entre 0,4 et 10 dS/m
Plaine de la Chaouia cotiere 15,62 dS/m

Bassin du Souss-Massa 625 et 6027 puS/cm
Plaine semi-aride du Tadla 0,35 et 23 dS/m
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3. Parametres affectés par la salinité

La salinité affecte presque tous les mécanismesiggiques et biochimiques des
plantes. De fortes concentrations de sel exogeffestent la germination des graines,
provoguent un déficit physiologique en eau et usedéilibre ionique des cellules ainsi qu’un
stress osmotique (Munns 2002 ; Hajlaetal, 2007). Toutefois, la croissance des plantes est
réduite par le stress salin selon le degré deaotér a la salinité des especes (Muenal,
1995).

3.1 Effet de la salinité sur la germination

Le chlorure de sodium présent dans le sol ou daas H’irrigation affecte la germination
de deux manieres, il diminue la vitesse de gernanagt réduit le pouvoir germinatif. Cet
effet dépend de la nature de I'espéce et de I'sitému stress salin (Ben Nacedral, 2001 ;
Tobeet al, 2001). La réduction du pouvoir germinatif esé @ul'augmentation de la pression
osmotique de la solution du sol, qui ralentit litniion et limite I'absorption de I'eau
nécessaire au déclenchement des processus métasoilmpliqués dans la germination. La
salinité perturbe également les systémes enzyneatigmpliqués dans les différentes
fonctions physiologiques de la graine en germimattels que la diminution de I'activité de
polyphénol oxydase et amylase (Kheneirial., 2004 ; Levenet al, 2008) et des peroxydases
(Amayaet al, 1999). Pour les sols salins, les légumineusasdgeres annuelles recherchées
sont celles a grande capacité de germination estdilation des semis, du fait que ces
processus doivent se refaire chagque année. A chijoetion de graines, il y a une
proportion a forte dureté de tégument (imperméahiliCertaines de ces graines dures vont
s’adoucir (devenir perméables) sur la période étérane et seront disponibles pour rétablir
de nouvelles plantes, tandis que les graines dastantes, forment une banque de semences

qui vont s’adoucir plus ultérieurement.

3.2 Effet de la salinité sur le stade vegétatif

La présence de sel dans les milieux de culturecexaivers effets sur la croissance des
plantes et sur la qualité de la production. AinBese peuvent manifester des formes
adaptatives telles que le faible allongement degarm@s et de leurs ramifications, le
raccourcissement des entre-nceuds et des tiges éimiaution de la surface foliaire.
Cependant, certaines plantes a enracinement prpiuneent tolérer la salinité par I'extension
de leurs racines vers les horizons les moins sléssols (Hajlaouet al, 2007). Cet effet

dépressif dépend de 'agressivité du stress, seedlinpplication et de I'age des plantes. Mer
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et al, (2000) ont constaté suite a leur étude de lteafte salinité sur la légumineusicer
arietinum L. (pois chiche) que la réduction de croissandenégligeable pendant les six
premiers jours et qu’elle devient importante aipau 14™jour.

3.3 Effet sur la nodulation

Le stress salin réduit la nodulation des légumiaesusn inhibant les événements
symbiotiques. Les niveaux de salinité qui inhiblensymbiose entre les Iégumineuses et les
Rhizobiumsont différents de ceux qui inhibent la croissades symbiotes individuels, ces
derniers sont généralement plus tolérants a laisal(Aydi et al, 2004). En effet, la
mauvaise performance symbiotigue de certaines lgguses dans des conditions salines
n'est pas due a des limitations de sel sur lasanie deRhizobiumsEtant donné que réussir
une symbioseRhizobiurlégumineuse dans des environnements salins codhpréa
colonisation et l'invasion deRhizobiumsde la rhizosphére, et la formation de nodules
efficients tolérants au sel (Zahran, 2000). La ganta tolérance deéRhizobiumsau sel est
variable selon la souche et le type de sel. Carsamont inhibées par une concentration de 100
mM de NaCl, alors que les plus tolérantes peuventige a des concentrations -de cet
élément- beaucoup plus élevées. Par exemple aestaouches de la bacté8aorhizobium
meliloti sont tolérantes entre 300 et 700 mM NacCl (Badiilal, 2006), alors que d’autres de
Rhizobium leguminosarutolérent des variations entre 150 mM NaCl (Unnikab, 2001) et
350 mM NaCl (Predeepa et Ravindran, 2010). Plusisouches ont été crées a partir de
Rhizobium leguminosarufwv. trifolii. On cite ANU843 qui nodule particuliément I'espece
vivaceT. repengRobledoet al, 2008), la souche WSM2304 sur des tréfles ann(@@smea
et al, 2011). Toutefois la souche WSM1325 est la solah@us commercialisée et connue
comme inoculant pour un large éventail de tréflesuals d'origine méditerranéenne en raison
de ses attributs de tolérance a la salinité (Reead, 2010). Certaines études ont rapporté sa
toléerance en symbiose a des concentrations de 85anig2 mM NaCl (Janczaredt al,
2010). Pourtant et comme a été mentionné précédemihest rare qu'une seule souche
puisse fixer l'azote a travers une grande divedstéréfles vu les barrieres géographiques et
phénologiques. La symbiosRhizobiumlégumineuse dans les écosystémes arides est
importante. D’ailleurs, les légumineuses, qui say@néralement présentes dans les
écosystemes arides, peuvent étre adaptées poumpfixede N dans des conditions salines
que celles cultivées dans d'autres habitats (Kataal, 2005).

Il est & signaler que le stress salin peut modlesynthése de certaines composantes
cellulaires (protéines et lipopolysaccharides) BbagzobiumgMartir et al., 2007) ce qui peut

se répercuter sur la production de la plante hibdeneéme. On peut citer le Tréhalose, un
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disaccharide accumulé par de nombreux micro-orgaess et qui agit comme un protecteur
pendant les périodes de stress physiologique, kzligalinité. Des études antérieures ont
indiqué que les genes de biosynthése de Tréhalot®A, ( Tre.s, et Tre.y) dans
Bradyrhizobium japonicuninodule les racines de sdiycine maxL.) ont été induits par la
salinité. Selon la méme étude l'analyse des mutstifonctionnelles indique que la
perturbation d’otsA diminue l'accumulation de tiélsa dans les cellules. Ainsi, les souches
mutantes dépourvus du gene otsA fonctionnel n‘astrpussi a se développer sur un milieu
contenant 60 mM de NaCl. En conséquence, les glatgesoja inoculées avec des souches
mutantes produisent moins de nodules matures stddunodules immatures par rapport a
celles produites par la souche de type sauvage.

4. Résistance et survie a la salinité chez les légneuses fourragéres annuelles

La résistance a la salinité des plantes fourragaresielles se définit comme étant
I'aptitude & maintenir une croissance et un nivéaygroduction relativement élevé a la fin de
leur cycle végétatif. En effet, les effets de leng sur les végétaux peuvent étre de nature :

o Osmotique : réduction de I'absorption d’eau paplinte suite a une pression
osmotique élevée ;

o Toxigue : transport et accumulation de quantitésessives de certains ions,
notamment Nadans les parties aériennes ;

o Nutritionnelle : déficience dans I'absorption detams ions essentiels et plus
particulierement les ionsket C4.

Ainsi, les plantes définies comme étant plus ounsigiésistantes a la salinité, ont
développé différents mécanismes pour leur survieuetmaintien sous des conditions salines.
Leur capacité de s'acclimater au stress salin sieep par des modifications des

caractéristiques morphologiques, physiologiqudsagthimiques (Ben Khaleet al, 2003).

5. Stratégies d’adaptations et mécanismes morpholiogies de survie a la salinité

5.1 Réduction de la surface foliaire

Un stress salin sévére peut aboutir a un défidiriye. La réduction de la croissance
foliaire, quand le stress salin est trés importaat,un mécanisme majeur de réductions des
besoins en eau (Riccardit al, 2004). Ainsi, ce déficit hydrique se traduit pdes
changements progressifs dans la structure de taeplqui visent a réduire sa surface foliaire.
Durant la seconde partie du cycle végétatif, cfest une sénescence accélérée des feuilles
que la réduction de la taille s’opére. Par consggjum passe de la réduction de I'expansion
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cellulaire, la réduction de la division cellulairégnroulement des feuilles a la mort des
feuilles (Gage, 2004). Zgallat al. (2007) ont montré que I'enroulement des feudleraine
une diminution de 40 a 60 % de la transpiration.p@énomeéne intervient a des potentiels
hydriques de -0,8 a -1,0 MPa.

En revanche, la régulation stomatique (fermetusestiemates) est liée a la diminution de
la surface foliaire du fait que l'assimilation darlbone photosynthétique est sévérement
réduite. En effet, les composantes stomatiqueselux cycles du GBont affectés par les
sels. Le contréle des stomates a été attribuéguatone phytohormone, I'acide abscissique
(ABA), synthétisée par les racines soumises asstee véhiculée jusqu’aux feuilles par la
séve brute (Siboleet al, 2003). Le r6le de la régulation stomatique aurgodu stress
hydrique suite a un stress salin est primordialr&@son de son influence directe sur la
photosynthese, la transpiration et les pertes daaniveau des feuilles (Loss et Siddique,
1994). Ainsi, cette grandeur (la régulation stoma#) pourrait donc apparaitre comme un

indicateur de stress salin si sa mesure était.aisée

5.2 Conductance stomatique

La conductance stomatique est I'inverse de latedsie stomatique et mesure le niveau de
la transpiration de la feuille qui dépend du dedjguverture des stomates et du méme jouer
le réle d'un indicateur au stress salin. Une baidsela conductance stomatique est un
indicateur précoce d’un stress subi par la plaBteeftet al, 2000). La fermeture stomatique
est généralement déclenchée suite a une forte doygetentiel de turgescence des cellules de
garde par rapport a celui des cellules subsidgilameset al, 2002). La conductance
stomatique varie en fonction des stades de dévetoppt de la plante. Elle diminue au fur et
a mesure qu’on tend vers la fin du cycle. L'absalecpossibilité de fermer les stomates dans
des conditions salines a été proposée comme wsanramportante de la sensibilité aux sols
salins pour certaines plantes. Par exemptger tripoliumarrive & se développer dans des
conditions salines, ce qui est attribué a sa ctpdei fermer les stomates en présence de Na
dans les I'apoplasme des feuilles. Alors que Iaibdité d’Aster amellusau sel a été attribuée

a l'inhibition de la fermeture des stomates pal (@ster et Davenport, 2003).

5.3 Succulence

La succulence est liee a la capacité de la plamtstatker de I'eau dans les feuilles, les
tiges ou les racines. Les plantes tolérantes orgldgpé des moyens qui empéchent la perte
d'eau, telles que la réduction de la surface, poesee poils...etc. Elle est souvent liée au
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mécanisme de la dilution. Dans ce cas les fewsligsaississent par 'augmentation de la taille
des cellules épidermiques et parenchymateusedest mlocédent a la dilution des ions a

I'intérieur des cellules afin d’éviter les concextibns nocives des sels (Lazrek, 2008).
6. Stratégies d’adaptations et mécanismes physiolgges de survie a la salinité

6.1 Homéostasie cellulaire

L’homéostasie (capacité que peut avoir la plantecafiserver son équilibre de
fonctionnement en dépit des contraintes qui luit sextérieures) ioniqgue au niveau des
cellules est atteinte sous stress salin par latégies suivantes :

a) Exclusion des ions Nales cellules par les canaux ioniques : anti-port/Ha
(généralement au niveau de l'assise extérieurgat@ses) ou bien par la limitation d’entrée
des ions N& D’aprés Ozlem (2011) I'adaptation de certaingsétés deTrifolium pratensex
la salinité est frequemment associée a I'exclusierf’ion chlorure. Tandis que Flowers et
Hajibagheri (2001) lient cette adaptation a I'esthin des deux ions sodium et chlorure.

b) Compartimentation de Nalans des vacuoles intracellulaires pour un ajustém
osmotique (Zhu, 2002). La compartimentation dé dns des vacuoles est une stratégie trés
importante chez les plantes permettant de maintesiions a une faible concentration dans le
cytoplasme et conserver un faible potentiel osnuetigellulaire. Certaines plantes ont
développé ce mécanisme vu que I'exclusion de I'exi@Na du cytoplasme est un processus
colteux en énergie pour la plante. Teaklal. (2010) ont identifié dans leur étude ldetus
tenuis I'existence d'un géne L(NHX1) codant pour anti-port N&*, permettant
I'accumulation de Nadans ses feuilles mais pas dans les graines. @tesg'est montrée
ainsi tolérante au stress salin en conservant desmsonditions de bonnes qualités de graines

pour sa régénération.

6.2 Sélectivité des ions

La sélectivité est évoquée lorsque dans le mémeunile contenu minéral dans les
plantes varie d’'une espece a l'autre (laical, 2005). De Boer et Volkov (2003) ont révélé
que la sélectivité chekrifolium repend.. s’exerce principalement a I'entrée des ions dans
racine, c'est-a-dire au niveau du symplasme (dédgrcontinuum intracellulaire formé par
les cellules végétales) des cellules corticales. Naylenbroeclet al. (1999) ont par exemple
remarqué que les légumineuses accumulent moing deaié plus de G4 que les graminées.
Tandis que Teaklet al. (2006) ont établi une différence notable de $i&glié€ sous les mémes

conditions salines entre les deux légumineusatsis tenuiset Lotus corniculatus Lotus
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tenuismaintient une sélectivité de'kenvers Naapres 4 semaines d'exposition au 200 mM de
NaCl ; notamment les ratios dé/Kla” chez les plantes de tenuisont été le double de ceux
calculés chet. corniculatus Généralement, le stress salin entraine la dinoinue ce ratio,

du fait que les ions Naentrent en concurrence avec les iofisd¢€ qui est défavorable pour
les processus biochimiques cellulaires. Dans cs, sete forte concentration dé€ Eugmente

le potentiel osmotique qui entraine une entréew&aartir du milieu extérieur (Verslues

al., 2006). En effet, Le maintien dans le cytoplagihee bonne concentration en’,Kest
'une des composantes nécessaires a la toléranceelade maintien de la turgescence
cellulaire et le déroulement des processus biochies (Maathuis et Amtmann, 1999). Le
niveau de transcription des génes codant pourd@sporteurs de Kreflete probablement
une différence de capacité de la plante a prélev&d” sous stress salin. Par exemple chez
Arabidopsis le stress salin augmente le niveau de transonigtu généAtKC1 correspondant

a un transporteur de'KPilot et al. 2003).

6.3 Synthese d’antioxydants (exemple : les phytoestienes)

Les plantes produisent des especes d’oxygeéne ramtifimé ROS (a citer les radicaux
superoxide Q, la peroxyde d’hydrogéne,B, et les radicaux hydroxyl OH) en réponse a un
stress salin (Gardest al, 2003). Les ROS causent d’'importants dommages ligides
membranaires, protéines et acides nucléiques. taxidation des ROS constitue un élément
clé de déefense des plantes contre les stress questidont le stress salin. Les enzymes
responsables de cette détoxication (antioxydantdliént la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase, et des enzymes du cycle ascorbate-gartattes polyphénols sont notamment des
antioxydants les plus nombreux assurant la prateates constituants cellulaires des lésions
oxydatives. Chez les plantes, la synthése et agtation des polyphénols est généralement
stimulée en réponse aux stress biotiques et/otigiés (Naczk et Shahidi, 2004) telle que la
salinité (Navarreet al, 2006). En effet, les composés polyphénoliquesagzent a la défense
contre les espéeces réactives de lI'oxygene (RO83oqtiinévitablement produites lorsque le
métabolisme aérobie ou photosynthétique est enpravéles contraintes environnementales
telle que la salinité (Sreenivasidual, 2000). Autrement dit, le stress induit la chdietaux
d’assimilation du C@ dans les feuilles (Hajlaouet al, 2006). Cette limitation de la
photosynthese provoque une réduction de la cha®&lecttons photosynthétiques, ce qui
favorise la production des dérivés réactifs deyby@ne nuisibles a la croissance des plantes
(Stepien et Johnson, 2003). Afin de réduire les ages de cette oxydation résultante du
stress salin, les plantes ont différents mécanisdiadaptation a travers une cascade
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d'antioxydants. Dans ce cas, des composés polyjipée® jouent un rble important en
piégeant les radicaux libres (Ksowet al, 2007). Parmi ces composés polyphénoliques
figurent les phytoestrogenes, qui sont notammemthgyisés par les légumineuses, jouant un
réle important dans I'adsorption et la neutralaties radicaux libres. Ainsi, on peut émettre
I'nypothese que le rendement optimal en polyphésenait obtenu dans les especes tolérantes
au stress. Les phytoestrogenes sont un grouperdpos@s non stéroidaux, produits par les
plantes, qui du fait de la similarité de leur staue moléculaire avec I'estradiol, sont capables
de se fixer sur les récepteurs des cestrogenes.chmposés oestrogéniques les plus
importants sont les isoflavones, les flavonoidekgtcoumestanes (Brandi al, 2010). A
titre d’exemple, le trefle souterraifirffolium subterraneumpeut contenir jusqu'a 5% de sa
matiere seche d'isoflavones oestrogéniques, cormpiréa génistéine, la formononétine et la
biochanine A (Vetter, 2004). Néanmoins, a des d@degees, les phytoestrogénes ont été
associés a l'infertilité chez les animaux (Shaaedil, 1993). En outre, le fourrage contenant
des cestrogenes a des niveaux élevés peut enttharles ruminants (les bovins et les ovins)
I'hyperoestrogénie, avec la nymphomanie, des kystasiens, et le gonflement des organes
génitaux (Wanget al, 2002). Cependant, dans les expériences examiaadponse a la
salinité des plantes de tomates avec différentsaniv d'expression de polyphénols Oxydases
(PPO), Thipyaponget al (2004) ont rapporté une diminution de photo-iittoh dans les
plantes transgéniques a suppression du PPO parrtapx plantes témoins a expression de
PPO. En outre, la teneur en chlorophylle a été plesée dans les plantes stressées par
rapport aux non stressées indiquant le faible stpb®to-oxydant dans les plantes stressées.
Ces résultats suggerent que les PPO peuvent avodiel pour éviter le stress de la plante et
le développement du potentiel de photo-inhibitiansia que les dommages de photo-
oxydation (Strizh, 2008). Thipyaporg al. (2004) ont également montré I'existence de genes
PPO B et D dont la transcription est régulée par zienes d'abscission des pétioles des
feuilles. Toutefois, le mécanisme physiologiquetivéié de la PPO causé par la salinité reste
a déterminer.

6.4 Synthese de protéines induites par le sel

Chez les plantes supérieures, le stress osmotmlet idifférentes protéines dans les
tissus végétatifs. Ces protéines sont nommeées LHEse:embryogenesis-abundant. On a
méme identifié des protéines spécifiques synthetisiirant la germination suite a un stress
salin. A titre d’exemple la réponse des grainesaaGlycine maxL.) au stress salin lors de
la germination est accompagnée de la synthese dgsér@ldéhyde 3-phosphate

déshydrogénase, glutathionne S-transférase (GSTHEIT 10, et PM36 (protéine de
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maturation des graines) a des niveaux différents @rotéines pourraient avoir un role
important dans les mécanismes de défense congiteeles salin pendant la germination des
graines de soja. Autre exemple a citer -cette doburant la croissance- Medicago sativa
Chez qui le géndlfinl code pour une famille de facteurs de transcripéibleur expression
est corrélée avec la tolérance au sel. In Wifom1lselie au promoteur du gendsPRP2 qui
code pour une protéine racinaire du cytosquelattaiie par le sel. Ce géne peut étre ainsi un
outil efficace de la tolérance des racines au sEqo’ils sont les premiers a étre en contact
avec la salinité (Winicoet al, 2004).

6.5 Accumulation d’osmoprotectants

L’accumulation des composés organiques (sucresblsslubétaine, proline et acides
organiques) a lieu essentiellement dans le cytoast permet un ajustement des pressions
osmotiques cytoplasme-vacuole (Foolad et AshrafQ720Ills peuvent ainsi étre des
marqueurs intéressants pour évaluer la résistamtaemante au stress salin.

a) Accumulation de la proline

La salinité augmente la protéolyse, cette pertioshanduit une accumulation d’amino-
acide, en particulier la proline, chez les halopeytomme chez les glycophytes cultivées en
présence de sel (Foolad et Ashraf, 2007). L'accatiurl de la proline n'est pas une
conséguence de stress mais plutot elle est mé&abatomme facteur de tolérance. Orteiga
al. (2008) ont constaté dans leur étudepmlintia streptacanthaoumise au 150 mM de NaCl
durant 20 jours, que le stress entraine la synttied@&BA. D’apres la méme étude, cet acide
induit une augmentation de I'expression du gés@sS responsable de la synthése de delta 1-
pyrroline-5-carboxylate synthétase, une enzymelaédge clé impliquée dans la biosynthése
de la proline. Tokihikeet al. (1999) ont signalé qu’un apport de proline exogamgmente la
toléerance chezArabidopsis thaliana(L.), plante considérée comme sensible. Cependant,
certaines études ont montré que I'accumulationpdgtemique de la proline en conditions de
stress salin semble jouer un rdle osmorégulateuréajustant les pressions osmotiques
cytoplasme-vacuole (ajustement osmotique intrae@lf) (Lutts, 1999). Comme elle peut
jouer un réle essentiel dans la protection deiViaétphotosynthétique des plantes sous stress

salin (Szabados et Savoure, 2010).

b) Accumulation des sucres solubles
En conditions normales les glucides sont utilisgsrpa croissance, le transport et le
stockage. Alors que sous des conditions de stiass laccumulation est privilégiée pour

contribuer a I'ajustement osmotique et au maintierla turgescence (Haris et Ashraf, 2004).
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Les sucres solubles peuvent aussi étre impliqués tha protection et/ou l'adaptation de
certaines espéces aux stress abiotiques vis-aevisnteraction plantdRhizobium Lopezet

al., 2008 dans leurs travaux comparatifs entre lesx dégumineused.otus japonicus et
Medicago truncatulaont établi une certaine tolérance Ildetus japonicusa la salinité par
rapport aMedicago truncatulasuccessivement sous les concentrations 25 etvbderNacCl.
Une tolérance qui a été corrélée positivement d@deneur deLotus japonicusen sucres
solubles. lls ont également constaté que les &&divenzymatiques responsables de la
fourniture du carbone aux bacteroideRhigzobium pour alimenter la fixation d'azote
(particulierement la sucrose synthase) ont été snminchées par le sel chieatusjaponicus
comparé Medicagotruncatula

6.6 Régulation de croissance

Maintenir une croissance racinaire, constitue urraatare adaptatif dans un
environnement de faible disponibilité en eau ted tpimilieu salin. L’allongement racinaire
peut étre di & une augmentation d’activité desrapsyimpliquées dans la construction du
cytosquelette (ensemble organisé des polymeéresdiiples de protéines qui lui conferent
I'essentiel de ses propriétés mécaniques). Ceittngmeut étre régulée par 'ABA. En effet,
Abogadallah(2010) a mis en évidence ch&#olium alexandriumque les régulations de la
division et de I'élongation cellulaire sous straesdin sont effectuées par l'intermédiaire de
I’ABA. Spollen et al. (2000) ont déterminé que chez le mais, I'élogatacinaire est inhibée

par la présence d’un inhibiteur de biosynthese &#AB

6.7 Ajustement osmotique

L'ajustement osmotique est défini comme une augatientnette de la concentration des
solutés dans les tissus en réponse aux stressghgdou salin. Plusieurs solutés sont
accumulés dans les cellules des différents orgdeda plante. lls sont appelés osmoticums
tels que les acides aminés, les acides organitpgesyns et les sucres solubles. Ces solutés
sont divers et leur contribution est variable (Baai et Das, 2005). L’ajustement osmotique
permet une protection des membranes et des systnmmgsiatiques en particulier au niveau
des organes jeunes (Harris et Ashraf, 2004). Dangaks du stress salin, I'ajustement
osmotique peut étre bénéfique a la plante. Misfaveivedi (2004) ont constaté chéntus
creticusque I'ajustement osmotique pourrait étre un caracbénéfique lorsque les plantes

sont traitées avec des niveaux modérés de latéafifd mM de NacCl). A plus forte salinité
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(NaCl 137 mM), la forte absorption et accumulatidions causent d'importants effets
toxiques et induisent une déshydratation des tifsiagres.

Certains processus tels que l'expansion cellulsar® dépendants de l'afflux de l'eau
entrainé par le maintien de faible potentiel osquaifoliaire via une augmentation nette des
solutés dans les cellules (Girma et Krieg, 19928s Bstimations valables de l'ajustement
osmotique peuvent étre faites par la mesure dunpetedsmotique des feuilles corrigées a
I'nydratation compléte pour supprimer l'effet dedigshydratation (Sinchez-Blan@ al,
1998).

6.8 La floraison

Les études physiologiques et génétiques des plantaesis en évidence que la tolérance
aux différents types de stress est souvent assadedloraison (Turner, 2000 ; Timothet
al., 2006). Kobayashet al (2005) rapportent, dans leurs travaux de tol@ahcblé au sel,
gu’un lien est établi entre le temps de floraisble @egré de salinité appliquée. lls ont montré
I'existence des allele¥rn (exigence de vernalisation) Bpd (exigence de photoperiodisme)
et lorsque l'allele dominant est présent la plaateumule moins de sodium. Ces alléles
dominants conférent également une floraison prédaes avantages de la précocité sont
reliés a la présence de bonnes conditions de depehoent de la plante au début de son cycle
et de ses composantes de rendement qui s’élaldwearit ces moments. Toutefois, d’autres
études ont montré que I'exposition au stress satarde la floraison. Van Zandt al (2002)
ont notamment montré chdrs hexagona qu’une exposition au NaCl (4g/l) retarde la
floraison par rapport aux témoins allant de 5 gol@s. Dadkhah (2010) a également constaté
chezMatricaria chamomillaL. que la floraison des plantes non stressées (OdaeMlaCl) a
commence 50 jours aprés la germination, alors gsi@lantes traitées par 250 mM ont fleurit

64 jours aprés la germination.

Le stress salin est souvent associé a un stresghgddont souffre la plante. Karrou
(1998) rapporte que la recherche d’'une meilleuéeqité est le moyen le plus utilisé pour
éviter les effets du déficit hydrique sur le poildsla graine. Généralement quand la plante est
stresseée, elle met tout en ceuvre pour hater sadtor et produire les graines. C’est I'un des

mécanismes de survie des especes végétales obkervplusieurs taxa.
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7. Conclusion de la synthése bibliographique et pséntation des grands axes de la these

Les Iégumineuses fourragéres annuelles du génfelium et Lotus ont été largement
étudiées a I'échelle internationale. A I'échellgio@ale, elles présentent une biodiversité et
une richesse importante d'ou l'intérét de leur exion, sélection et conservation, tout en
mettant des procédures de réhabilitation convepalidbes peuvent jouer un réle dans les
systemes intégrés culture / paturage. Leurs teabkriqulturales sont sensiblement identiques
et leur installation dépend de leurs exigences lamlapmatiques et de données
écophysiologiques. Toutefois, quand leur instaltagst bien réussie elles assurent une bonne
productivité avec une composition chimique intéaes$s et une valeur alimentaire variante
entre 0,64 et 0,84 UF/kg MS. Un certain nombre mpBess appartenant a ces deux genres a
été signalé comme tolérant a la salinité dans deoneux travaux. Le Maroc n’échappe pas a
son tour au probléme de la salinité, il serait dom€ressant de pouvoir jumeler des variétés a
cycle court et bon rendement avec une bonne talérana salinité. Cette derniere, et de point
de vue agronomique, correspond a une surchargel@mmeéraux de la solution du sol ou de
la solution nutritive. La tolérance a la salinitt @n phénomene complexe qui fait intervenir
des métabolismes fortement régulés (photosyntieseéostasie cellulaire, accumulation des
COmMpOoSEs organiques...etc.). Les mécanismes daartoau sel chez les plantes peuvent étre
groupés en i) une homéostasie cellulaire regroupamiéostasie ionique et ajustement
osmotique, ii) un contrble et une réparation desnmages causés par le stress ou
détoxication, iii) une régulation de la croissanta. définition d’'un écotype sensible ou
tolérant ne peut donc étre basée uniquement spalesnetres morphologiques (par exemple
I'accumulation de biomasse au moment de stresakiAen raison des régulations complexes
et de leurs conséquences potentielles a I'échelleydle de la plante, nous avons choisi de
nous intéresser a plusieurs niveaux d’organisatiamt de la germination a la floraison et de
la plante entiére aux métabolismes. Ce travail plmitnettre d’identifier les caractéeres les plus
pertinents pour I'étude de la tolérance au stredis ®insi que d’identifier les liens qui
existent entre les différents niveaux d’organisatibeux approches complémentaires ont été
employées lors de cette étude afin de couvrir lgimam des mécanismes potentiellement
impliqués dans la tolérance au stress salin. Lenigre doit permettre de proposer un modéle
de la germination (dans des environnements saties) écotypes sélectionnés sous des
conditions contrdlées en se basant sur des medeseteneurs ioniques et de la réversibilité
de la germination sous des irrigations salinestéfois ceci demande un suivi a long terme

pour pourvoir le prouver. La deuxieme se base s&grrdesures réalisées a la fois sur les
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paramétres de croissance, de développement, decfiééet des variables physiologiques et
chimiques (tel que les phyto-estrogenes dont lgnthgese est susceptible d’étre stimulée en
réponse aux stress biotiques et/ou abiotiquegjtedda salinité) en lien avec les résultats de
germination. Enfin, I'appréciation de l'interactia@totype-milieu sur une zone marocaine

saline bien définie.
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Evaluation d"une collection
marocaine de legumineuses

annuelles de tréfle et lotier
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1. Introduction

Au Maroc, la constitution d'un germoplasme fourmagedébuté depuis longtemps. Les
collectes ont été souvent conduites par les iniglits nationales en collaboration avec les
centres et instituts internationaux comme I'ICARDBans ce sens, les légumineuses
fourrageres (famille des fabacées) sont une ressoessentielle pour I'amélioration des
paturages et des parcours au Maroc. Les eéetudesmontré une part importante de
'endémisme au sein de cette famille (Fennanereflitou, 1998). Malgré la diversité de ces
ressources phytogénétiques signalée par plusietesra (Cremer-Bach, 1992 ; Bounejmate,
1995), ce patrimoine ne semble pas assez bienis@ldans notre pays. Particulierement, les
genresTrifolium et Lotus —sujets de la présente étude— qui n'ont pas &ésna leur juste
valeur. Par contre les ressources phytogénétigessl@umineuses fourragéres ont éte
intelligemment valorisées au niveau internationairé permis le développement de cultivars
d’intérét fourrager et/ou pastoral. Divers caraztede ces ressources, comme le haut
rendement et la résistance aux stress abiotiqueisl,(Eécheresse, salinité ...) et biotiques
(maladies, insectes...), ont servi de base dansrogggmmes d’amélioration. On peut citer
certains exemples d'écotypes fourragers du Bassiditetranéen utilisés au niveau
international : Demnat (Maroc) et Gabes (Tunisie)MEdicago sativaRivoli (Maroc) de
Medicago tornata El Golea (Algérie) dOrnithophus compressust Jebala (Maroc) @.
prinnatus(FAO, 1996 ; Tazi, 1999). Ce sont les chercheusdraliens, grace a l'efficacité de
leur systéme de production de semences, qui ontl@wplus— valoriser le germoplasme
d’'origine méditerranéenne a travers la créationiétale. Cette efficacité a permis a
I'Australie d’exporter des quantités de semencgmsomantes vers différents pays (Normetn
al., 2000). Le Maroc est ainsi invité a bénéficie-rhéme de ses propres ressources
phytogénétiques soit a I'échelle nationale ou md@&onale. En revanche, un certain effort a
été développé par notre pays pour la collecte etrdation de cultivars répondant aux
préoccupations des agriculteurs. On note depui$ J98qu’'a 2001 le nombre d’écotypes
selon les especes les plus collectées au sein dre h#&olium; T. cherleri: 56 ; T.
subterraneum 465 ;T. resupinatum 52 ; T. repens 62 (Hamiltonet al, 2001). Le genre
Lotus —a son tour— a bénéficié de I'attention des ctdles. L'espéce la plus collectée au
Maroc estLotus ornithopodioidesavec 15 écotypes collectés (Snowball et GajdabR00
Cependant, les travaux de collecte, d’évaluatiodeetecherche menés ont eu des impacts
souvent limités au niveau du développement desiresltfourrageres et de I'amélioration des
terres de parcours (M’Hirit et Maghnouj, 1999). Cpeut étre di en autre a I'absence de
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stratégie claire en matiére de production de seesefaurrageres et pastorales. En effet, la
connaissance de la variabilité génétique localecds deux genres peut fournir une
information importante sur la fagcon dont les popates se comportent, en plus d'orienter
toute future collection. Cette variation peut étiee base de plusieurs programmes
d'amélioration génétique orientés vers la concapdie variétés tolérantes a des limitations
spécifiques telle que la salinité. D’autre partgda@actérisation d'une collection de populations
consiste a enregistrer les caractéristiques moogigpies et agronomiques héritées, qui
peuvent étre facilement observées, et qui s'expitirag fonction de leurs environnements
d’origine d’ou I'intérét de ce chapitre, dont ldgjectifs sont :

= [’évaluation agro-morphologique d’'une collectionnmzaine de trefles et lotiers.

» La caractérisation de cette collection marocaib@de de I'analyse multivariée.

» La quantification de la diversité disponible aunsdes populations marocaines de
Trifolium sp. etLotus sp. de diverses origines géographiques en ufilisarcertain
nombre de caractéristiques morphologiques et agnanees.

» La sélection de meilleurs écotypes pour leur dulgeycle végétatif, rendement en

biomasse, en graines...
2. Matériels et méthodes

2.1 Présentation du matériel génétique

L'étude a été réalisée sur 100 écotypes apparténahtespéces annuelles du trefle et du
lotier collectées par des chercheurs de I'l.N.RéArdbat et conservées dans la banque de
genes. Le tableau 5 présente les especes étuldigesombre d’écotypes et leurs origines.
Les caractéristiques de chaque site de collectedssinillées dans le tableau 6. Une variété
australienne Paradana de I'espéce annilieleichelianunma été utilisée comme témoin. Cette
variété a été utilisée tout au long de la préséntde vu son bon rendement en biomasse et sa

tolérance a la salinité (Ballaad al,, 2002).
2.2 Site et dispositif expérimentaux

L’étude a été effectuée de novembre 2007 a mai 2008 la station expérimentale de
Guich a 'INRA de Rabat (34°03’ N, 06°46’ O). Lel &3t sablonneux, de pH 7,3, pauvre en
matiere organique (1,5%), avec des teneurs modéréphosphore (65 ppm) et en potassium

(159 ppm). Cette station appartient au domainelimatique subhumide avec des variations
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bY

semi-arides. Soumise a une double influence camtihe et océanique, la pluviométrie
moyenne varie entre 400 et 500 mm/an.

Les graines de chaque écotype et de la variétéd&@amaont été scarifiées et mises a
germer dans des boites de Petri fenbvembre 2007 sur du papier filtre imbibé d’eauisp
repiqués dans des plaques alvéolées remplies deettau5 novembre 2007.

Les plantules ont été transplantées au champ f@2@mbre 2007 au stade de 3-4 feuilles.
Le dispositif expérimental a été constitué de nparcelles composées de deux lignes
jumelées espacées de 20 cm (4 plantes/ligne). adespntre les plantes a été de 25 cm et
I'espace entre les écotypes a été de 1 m. Un endediond FOs a été appliqué a raison de 45

kg /ha. Le systéme d’arrosage a été la goutte @iegyftigure 2).
2.3 Mesures effectuées

Les variables mesurées ont été évaluées sur ladmsselescripteurs de Iégumineuses
fourrageres (Andersen et Ellis Davies, 1984), eHleat décrites dans le tableau 7. Les
notations concernant le développement végétatiftéua de la plante, taille des feuilles) ont
été prises périodiquement une fois sur une quiezdm jours. Les notations concernant la
floraison, le nombre et la production de graineséié effectuées régulierement dés le début
de floraison (tous les 2-3 jours). La mesure dprtaluction de matiére séche a été réalisée
pour chaque espéce au stade floraison. La résistancmaladies a particulierement concerné
les attaques de la rouille et de I'oidium. Les sotisuelles des symptdmes sont données sur
une échelle de 0 a 9.

%
=
'--,..‘ 5 L

- I‘I‘ "l',“l'l |I|l"'

Figure 2. Evaluation au champ (station de Guichjdmllection de tréfles et de lotiers
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2.4 Analyses statistiques

Les données obtenues ont été soumises a une artdtisdque descriptive au niveau de
'espece et de I'écotype. Les moyennes (comparéedeptest LSD) et les coefficients de
variation ont servi a caractériser la tendancerabntet la dispersion de chacun des traits
mesurés. La variation intra et interspécifigue @ éxaminée par l'analyse du degré
d'association entre les différentes caractérisiqueorphologiques, phénologiques et
agronomiques a travers le calcul des coefficieetgatrélation suivie de : i) une analyse de
variance hiérarchique (Anova) séparant la variasiiservée en trois niveaux : entre especes,
entre écotypes au sein de la méme espece et égitns de collecte, ii) une analyse en
composantes principales (ACP) et iii)) une clasaifan hiérarchique (dendrogramme)
permettant de révéler les similitudes entre lespmtements des espéces. Ces classifications
ont eu pour objectif de reconnaitre si les écotypesdifférenciaient dans des groupes
homogéenes en accord avec leur origine. L'ensembleed analyses a été réalisé au moyen
des programmes SAS System (version 8) et GenstaerSion 4.1). Les tests de variance
n'ont été appliqués que sur les espéces ayant mbneod écotypes > 3I( scabrumest exclu

vu le faible nombre d’écotypes préleves).

Tableau 5. Liste des écotypesTifolium etLotus leur nombre et leurs sites d’origine

. Abréviation Nombre .
Espece s "z Sites de collecte
de I'espéce d’écotypes

Trifolium arvense.. a 9  S4, 57, S11, S12. S15, S16, S17, S18, S109,
Trifolium bocconeBavi b 7 S4, S5, S6, S7, S12, S13, S14

;2‘;32%”’ campestre c 9  S1,S2, S3,54,S12, S11, S13, S15, S17,
Trifolium cherleriL. ch 8  S4,S5,S8, S11, S10, S12, S19, S20

Trifolium glomeratum S1, S2, S3, S4, S7, S11, S12, S13, S14, S15, S16,
L. 9 12 517

Trifolium isthmocarpum i 19 S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8, S10, S11, S12,
Brot. S13, S14, S15, S16, S17, S18, S19, S20
I”fo"“m resupinatum r 8  S4, S5, S6, S7, S8, S10, S12, S13

Trifolium scabrumi. sC 3 S1, S2, S3

Trifolium stellatum_. st 6  S7,S8,510, S11, S12, S16

I”fo"“m tomentosum t 8  S1, S2 S3, 5S4 S8 S10, S11, S12

Lotus ornithopodioides S8, S9, S10, S12, S13, S14, S15, S16, S17, S18,
L. 0 11 300
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Tableau 6. Caractéristiques des sites de colleste@dotypes durifolium etLotus

. . Alt m M pHdu P . Intensité du o
Site Région (m) Lat Log () (C) sol (mm) Topographie Type du sol paturage Etage bioclimatique
S1 Sidi Hajjaj 628 32,92 7,29 6,3 39,8 8,8 242 rdai Limon sablonneux Importante Semi-aride a hitaud
S2  Sebt-des-Brikyine 447 32,29 8,05 4,3 40,4 7,9 0 20Plaine Sablonneux Nulle Aride a hiver chaud
s3 PadrBIAAVErs 108 3248 911 79 392 83 204  Plaine cotitre  cBmlux Modérée  Semi-aride
S4  Sidi-Allal Bahraoui 146 34,04 6,69 4,8 299 6 939 Plaine cotiere  Trés sablonneux Importantetse?n”s:rlgde & hiver
S5 Dar-Bel-Amri 36 34,21 6,49 48 31,6 6,1 399 MMai Sablonneux Importante tSe?nn:)lé?gde a hiver
S6  Sidi-Slimane 50 34,26 587 43 325 7,2 320 nelaiondableLimon argileux Nulle f’e?n”r‘)'::gde & hiver
S7 Moulay-Bousselham 30 34,88 6,23 6 32 6,5 552 _Plame cotiere Limon sablonneux Importante Seml-,arllde a hiver
inondable tempéré
S8 Asilah 10 3563 597 7,8 278 7,8 614  Cote Liruayileux Faible Humide a hiver frais
S9 Marina a Smir 0 35,75 534 9.1 27,7 9 650 Dunier Sablonneux calcaire Nulle S#:J&umlde a hiver
S10 Chefchaouen 440 35,39 538 7,1 26,8 8 725 neolli Limon Modérée Sub-humide a hiver frais
S11 Rommani 160 33,72 6,72 5,3 35 7,3 480Affleurement Limon sablonneux Modérée Seml-,arllde a hiver
rocheux tempéré
S12 Khemisset 430 33,77 6,16 53 34 7 400  Colline imob sablonneux ~ Importante fe?n”r‘)'::gde a hiver
S13 Khemisset 350 33,68 6,23 5,3 34 7,5 400 Colline Limon argileux Modérée Semi-aride
S14 Khemisset 370 33,68 6,16 5,3 34 6,8 400 moatagn  Limon sablonneux Modérée Semi-aride
s15 Entre Tiflet et 420 3373 609 53 34 67  apo Mffleurement .. sablonneux  Importante  Semi-aride
Maaziz rocheux
S16 Tiflet 860 33,63 597 5,3 34 6,9 400 Plaine dnrsablonneux Importante Semi-aride
S17 Tiflet 432 33,70 6,22 5,3 34 6,4 400 Colline Limon argileux Modérée Semi-aride
S18 Maaziz 486 33,68 6,13 5,3 34 6,3 400Colline Limon argileux Modérée Semi-aride
S19 Maaziz 510 33,78 6,27 5,3 34 7,5 400Colline Limon argileux Importante Semi-aride
S20 Maaziz 430 33,09 6,11 5,3 34 8 400Colline Limon sablonneux Modérée Semi-aride

"m et M : températures minimales et maximales mogenn
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Tableau 7. Description des variables morpho-phéigles et reproductives mesurées

Variable Unité  Code Description
Hauteur de Moyenne de la hauteur des plantes, mesurée deséadsala tige a
cm HP , ., - :

plante I'extrémité de l'inflorescence, le jour de la réeol
]:I:S::Ieede cm TF Largeur de la feuille, prise sur une feuillenceud de 1a°F fleur

: , Nombre de jours depuis la germination jusqu’au est&D% de
La floraison  jour F "

fleurs ouvertes

Inflorescence nombre  |P Poids total de graines par plante divisé par lelpaonoyen de
par plante graines par inflorescence
Graines par Nombre moyen de graines par inflorescence (évalue 19
: nombre Gl . g
inflorescence inflorescences choisies au hasard par plante)
PO'.dS de 1000m PMG Poids de 1 000 graines
graines
Production de
graines par g PG Poids total de toutes les graines par plante
plante

Ramification nombre NR  Nombre de ramifications @iras par plante
La note O est attribuée a une plante indemne deptéynes ; 1 a 3
Résistance De 0 a de légéres symptdmes plantes peu sensibles, 4ea Sydptdomes
aux maladies 9 modérés, plantes moyennement sensibles et 7 a Sydeddémes
séveéres, plantes hautement sensibles

Mesurée au stade de floraison. Les plantes couptgsesées
fraiches, puis 500 g de matiere verte de chaqueeparest
prélevée et séchée a I'étuve pendant 72h a 70°Cdaéderminer le
poids sec.

Matiére sécheg/m?  MS

3. Résultats
3.1 Description des traits morpho-phénologigues etgronomiques
3.1.1 Variation interspécifique

Des différences statistiques significatives (p<@)aint existé entre les différentes especes
pour la majorité des traits étudiés (Tableau 8)dbdant la variabilité étudiée dans cette
partie doit étre prise avec précaution vu le nonfhilele des écotypes échantillonnés pour

chaque espece.

a) Traits morphologiques

Les variables morphologiques ont révélé une sup&rideT. isthmocarpunpar rapport
aux autres especes.

La hauteur de la plante (HP)a différencié quatre groupes. Le premier est fopaueT.
isthmocarpum la variété Paradana dE€. michelianumet L. ornithopodioidesqui ont
enregistré les tailles les plus élevées (77 cm eyenme). Suivi par le groupe formé par les
especed. glomeratunet T. resupinatunf60 cm en moyenne) et les espetearvenseet T.
stellatumavec des valeurs intermédiaires. Ensuite les esgeccampestreT. cherleri T.
scabrumet T. tomentosuront des tailles nettement plus faibles par rapgoxt autres. Enfin
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en dernier lieu I'espéck. bocconeforme a elle seule un groupe et représente |& tailplus
petite par rapport a toutes les especes étudiées.

La taille des feuilles (TF) a différencié ces mémes groupes. On trouve tosjeur
premier lieu I'especd. isthmocarpunavec des feuilles les plus grandes. Suivis descesp
T. resupinatum T. glomeratum T. michelianumet L. ornithopodioides Tandis que les
especed. arvenseet T. bocconeont présenté les feuilles les plus petites.

b) Traits phénologiques

La floraison (F) montre que les especds arvenseet T. bocconeiont été les plus
précoces, tandis qud. cherleri T. stellatum T. campestre T. glomeratumet L.
ornithopodioidesont été les plus tardives, I'écart maximal enteedeux groupes a atteint 29
jours. Les autres especes ont eu des durées deioigmeédiaires. On signale qu’on a admis
la classification suivante : espece trés précocgaui@ ; précoce entre 70 et 90 ; semi précoce
entre 90 et 100 ; tardive >100 et trés tardive 6.12

c) Traits agronomiques

Le nombre d’inflorescences (IP)par plante révele la supériorité des espdcemvense
et T. isthmocarpunavec en moyenne 200 inflorescences par plante.

Le nombre de graines par inflorescenc€Gl) ne montre pas une grande différence entre
les espéces testées, puisque ce parameéetre a dudtégroupes d’espéces. arvensea
affiché la valeur la plus élevée, suivie par lagakes espéces.

Le Poids de 1000 graines (PMG) et la production de grges (PG) indiquent la
performance dd. isthmocarpumlLe test LSD révéle quatre groupes. Le premieuggo
contient I'espécd . isthmocarpunseule, qui a enregistré le PMG le plus élevé 68 B, et
une production de graines de 'ordre de 29 g pantpl Le deuxiéme groupe est composé de
T. bocconeiT. cherleri T. resupinaturret L. ornithopodioidesavec un PMG de l'ordre de
1,04 g en moyenne. Le troisieme groupe regroupedpéced. campestrel. glomeratunet
T. stellatumet T. michelianumEnfin le groupdl. arvenseT. scabrunmetT. tomentosumavec
les valeurs les plus faibles.

La production de la matiere seche(MS) montre quatre groupes d’espécesl.:
isthmocarpumavec une moyenne de 1 020 §/Ancoté de la variété Paradana. En deuxiéme
lieu, on rencontrel. ornithopodioides Le troisieme groupe inclul. resupinatumet T.
glomeratumavec 534 g/m2. Alors que le quatrieme groupe cengiT. bocconei T.
stellatum T. campestreT. cherleri T. scabrumT. tomentosunet T. arvenseavec les valeurs

les plus basses, entre 320 et 128°g/m
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Tableau 8. Comparaison de moyennes des traits\v@sseour les espéces étudiées de trefle et de
lotier

Espéce (Eﬁ) (Iri) F (ours) IP Gl  PMG(g) PG (9) (é\fiz)

T. arvense 52,20b 0,23c 81b 203a 48a 0,35d 19,78b  128d
T. bocconei 12,00d 0,18c 79b 96¢ 15b  0,95b 8,00c 110d
T. campestre 23,70c  1,08b 107a  117c 20b 0,68c 27,47a 254d
T. cherleri 24,73c 1,12b 103a 89c 17b 1,15b 11,28b  320d
T. glomeratum 60,06b 2,20ab 111a 110c 34ab 0,69c 36,04a 482c
T. isthmocarpum 82,7a 3,69a 99ab 189a 25b 2,05a 29,02a 1020a
T. resupinatum 60,35b 2,80ab 90ab 145b 33ab 1,07b 32,31a 586¢
T. scabrum 23,40c 1,00b 96ab 78c 19b 0,32d 13,43b 184d
T. stellatum 50,18b 0,80b 104a 90c 16b  0,62c 12,44b 122d
T. tomentosum 28,83c 0,92b 96ab 87c 22b  0,32d 17,52b 362d
L. ornithopodioides  75,08a 2,00ab 110a 85c¢c 18b 0,98b 33,76a 800b
Paradana 72,10a 2,00ab 90ab 94c 20b  0,73c 29,00a 1090a

Dans une colonne, les moyennes suivies de la méttne he different pas au seuil de 5% selon le test
LSD

d) Reésistance aux maladies

L’observation des maladies a été faite en conditibinoculation naturelle et non
artificielle. La maladie la plus rencontrée a é&érduille commune des trefles causée par
Uromyces trifoliiaussi bien sur les tiges, les pétioles que ledidsul'incidence des maladies
sur les différentes especes a été différente. Wilecommune a été fréquente sur les especes
T. tomentosunet T. scabrum Les autres espéces ont été légerement ou moyenhem
sensibles a la rouille et & I'oidium, a I'exceptida L. ornithopodioidesqui a montré une
bonne résistance a ces maladies (Annexe 1).

3.1.2 Variation intraspécifique

a) Traits morphologiques et agronomiques

Les valeurs des traits étudiés pour chaque écatymein de chaque espéce sont détaillées
dans 'Annexe 1. L’analyse de 'ANOVA a montré gidbment une variation significative
(P<0,01) entre les écotypes de chaque espece. Dagom générale, les traits liés a la
production de biomasse et au développement phégamgles plantes sont nettement plus
variables que ceux liés au développement morphgliegi Toutefois, la variabilité étudiée
dans cette partie doit étre prise avec réserve\noibre faible des écotypes échantillonnés
pour chague espéce.

T. arvenseet T. cherleri: des différences hautement significatives (P<D)Qht existé

entre les écotypes au sein de chacune de ces sgpeue les traits morphologiques. Les
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écotypes originaires des sites 4, 11 et 12 onteptésdes valeurs élevées concernant ces
parametres.

T. campestre: l'écotype 3 s’est distingué par sa précocité rpdes caracteres
phénologiques et I'écotype du site 17 a été le pdudif. Concernant le développement
végétatif, une meilleure croissance chez I'écolgpesite 4 a été remarquée par rapport aux
autres. Elle a atteint une HP de 36 cm alors guauéres n'ont pas dépassé 25 cm.

T. glomeratumet T. resupinatum: des différences significatives ont existé enae
ecotypes de ces deux especes pour I'ensembleaitssétudiés (P<0,01). Les caractéristiques
morphologiques des plantes ont présenté des niviatennédiaires de variabilité, entre 20%
et 30%. La F a été le seul trait du développemestpliantes avec une importante variabilité
(40% et 48%).

T. isthmocarpum des résultats trés hautement significatifs anactérisé les écotypes de
cette espéce (P<0,001). L'écotype 2 a été plusopeéque les autres, pour les caractéres
phénologiques étudiés. Le Gl a présenté le plusdgefficient de variation entre les
eécotypes (40%). Les variables morphologiques onhtraodes coefficients de variation
intermédiaires, compris entre 10% et 23%.

T. stellatumet T. bocconeiAucune différence significative n'a été enredistau sein des
écotypes de cette espéece pour la majorité des étaitliés.

T. tomentosum I'écotype 12 s’est distingué par sa productitevée en MS par rapport
aux autres écotypes. Quant a la F, les écotypes 1lD ont été les plus tardifs.

L. ornithopodioides la F et la PG ont beaucoup varié entre les @estyCependant, les
coefficients de variation de I'ensemble des traitaphologiques ont été faibles et voisins de
14%.

D’aprés ces résultats et sur la base de I'enseddsdraits observés pour toutes les especes
étudiées,T. campestreet T. stellatumont présenté la variabilité la plus faible, alorge (.
isthmocarpuma eu des coefficients de variation généralemeweésél

b) Groupement des écotypes de différentes especekos leur cycle végétatif

L’analyse de variance a révélé un effet tres haetersignificatif des écotypes pour ce
parameétre (P<0,001). La comparaison des moyennds Eepar le test LSD a révélé trois
groupes selon leur cycle végétatif (Figure 3 eteéxanl):

= Un groupe a cycle court (moins de 70 jours entreelmis et la floraison) représenté

par les espece$. arvensg T. bocconei T. isthmocarpumT. resupinatumet T.

scabrum un écotype pour chacune, sauf pdurarvenseavec quatre écotypes, trois
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écotypes pouf. bocconekt deux pouil. isthmocarpumUn total de 12 écotypes trés
précoces.

= Un groupe a cycle long (plus de 120 jours) reprigspar deux écotypes pour chacune
des espéces suivante3. campestreT. glomeratumet L. ornithopodioides ainsi
gu’un seul écotype podr. stellatum Un total de 7 écotypes trés tardifs.

= Un groupe a cycle moyen (entre 70 et 120 jourg)résenté par I'ensemble des
ecotypes et especes restantes ainsi que la vRagdelana avec 90 jours. Un total de

81 écotypes précoces a semi précoces.
<70 070-80 N80-90 [90-100 E100-110 ®110-120 E>120

Effectif des écotypes
IS TIFIITIIFIITIII

Figure 3. Effectif des écotypes du tréfle et lodarfonction de la floraison exprimée en jours (j)

c) Résistance aux maladies

Des difféerences importantes ont été enregistrédée das écotypes en réponse aux
maladies, toutefois I'observation des maladieséafate en condition d’inoculation naturelle
et non artificielle.

ChezT. isthmocarpuna I'exception des écotypes i6, i10, i12 et i14 spisont avérés tres
sensibles a l'oidium, les autres écotypes ont a@genmement sensibles a la rouille et a

I'oidium.
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La majorité des écotypes de ornithopodioidesnt été résistants a I'oidium. Par ailleurs
la totalité d’écotypes d&. tomentosunet les écotypes sc2 et sc3 Tescabrumont été
hautement sensibles a la rouille. Toutefois, ldsealecotypes d€. campestret T. stellatum
ont été légérement sensibles a l'oidium avec degcas d’attaque difféerents entre les
écotypes.

ChezT. glomeratuml’écotype g4 s’est distingué des autres écotyja@sune excellente
résistance a I'oidium et a la rouille. Les écotygésgll, gl2 et g13 ont été tres sensibles aux
maladies tandis que les autres ont été légererapsifdes.

Néanmoins, les écotypes r4, r7 et r12Tdeesupinatunont été sensibles a I'oidium et la

rouille.
3.2 Analyses de corrélation entre traits morpho-phgologiques et agronomiques

La corrélation a été étudiée car elle permet deueer et de quantifier des liens de
dépendance entre les traits morphologiques, phéigpies et agronomiques. Les coefficients
de corrélation entre les différents traits obses@st présentés dans le tableau 9. Les traits
liés a la vigueur des plantes HP et NR ont eu wreélation positive avec la PG. Les
corrélations positives entre les principaux carastévalués apparaissent comme suit: la
floraison (F) avec le nombre d’inflorescences gdang (IP) (0,981), la production de graines
par plante (PG) (0,965) et la production de la ématiseche (MS) (0,491). Le nombre
d’inflorescences par plante (IP) avec le PMG (0)381a PG (0,757). La corrélation positive
la plus forte pour la PG a été avec le NR et la F.

Tableau 9. Coefficients de corrélation entre tnaitspho-phénologiques et agronomiques

Traits HP TF NR F IP Gl PMG PG MS
HP 1 0,746 0,419 0,443 0,304 0,247 0,436 0,604,824
TF 1 -0,368 0,51 0,013 -0,203 0,7 0,695 0,946
NR 1 0,032 -0,711 0,25 0,22 0,982 0,841

F 1 0,981 -0,794 0,302 0,965 0,491
IP 1 0,821 0,931 0,757 0,017
Gl 1 -0,2 0,269  -0,064
PMG 1 0,253 0,617
PG 1 0,734
MS 1

** - * | es coefficients sont significatifs respeatiment a R0,01 et R 0,05 respectivement

3.3 Influence des facteurs climatiques des sites dellecte
Le tableau 10 résume l'influence des facteurs diopas des lieux de provenance sur les
parameétres agro-morphologiques. L'analyse de atiwél a montré que la pluviométrie
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annuelle moyenne a été le facteur environnemeetalus corrélé (positivement) avec les
caracteres étudiés, principalement avec le débflibdason. En effet des écotypes a floraison

tardive correspondent a des régions plus humides.

Tableau 10. Influence des facteurs climatiquedesucriteres morpho-phénologiques et agronomiques
de différents écotypes

) FacteursAltitude Pluviométrie Longitude Latitude T°min T°max pHdu
Caracteres (m) (mm) (°C) (°C) sol
HP -0,291 0,160 -0,153 0,243 0,114 -0,206 0,04
TF -0,242 0,194 -0,219° 0,267 0,098 -0,166 0,022
NR 0,072 0,092 0,006 0,062 0,039 -0,049 0,044
F 0,046 0,415 0,284 0,270° 0,185 -0,094 0,08
IP 0,457 0,399 0,723 0,544 0,854 0,002 0,267
Gl 0,205 0,355 0,125 0,345 0,042 0,109 0,364
PMG -0,260 0,074 -0,092 0,168 0,029 -0,136  -0,036
PG 0,988 0,163 0,061 0,766 0,235 0,065 0,083
MS -0,09 0,174 -0,286° 0,257 -0,041 0,029 -0,096
Attaque de 0,17 0,085 0,008 0256 0,094 0,129 0,026
maladies

Les coefficients sont significatifs respectivemaritp< 0,05; ** p< 0,01 et *** p< 0,001

3.4 Analyse en composantes principales et classiion hiérarchique

a) Selon les variables morpho-phénologiques et agromiques des écotypes

L’analyse basée sur les moyennes des variablesvélgseau sein de chaque écotype est
présentée dans la figure 4. Les deux premiers dgd@nalyse en composantes principales
(ACP) absorbent 75% de la variance totale. L'avasstlcorrélé positivement a la production
de MS, aux tailles des plantes (HP), de la fe(ill€), au nombre d’inflorescences par plante
(IP) et & la production de graines par plante (R@xe 2 est corrélé positivement au poids de
1 000 graines (PMG), a la floraison (F) et au narde graines par inflorescence (Gl).

Les écotypes d&. isthmocarpunii7, i8, i10, i1l et i12) originaires des sites S8, S10,
Sllet S12 ont formé un groupe qui s’est distinqaréupe précocité importante a la floraison,
une biomasse élevée et une grande hauteur. [Et@ltégérement sensibles aux maladies.

Les cing écotypes ch5, chll, chl2, ch19 et ch20.dtherleriont été tous groupés au
sein du méme groupe caractérisé par une floraisérope. Ils sont originaires des régions
caractérisees toutes par des températures élewdnsid le plus chaud.

Les écotypes scl, sc2, sc3, tl et t2 forment unpgroCe dernier se caractérise par une
faible production en MS et en PG, une faible hauteuplante, une sensibilité aux maladies

légere a moyenne et une précocité a la floraismédievée.

54



Chapitre 2. Evaluation d’une collection marocaine de léqumineuses annuelles de tréfle et lotier

Les écotypes cl1, c12, c13, g16, gl17, st10, st12, &}, t10 et t11, forment un groupe. lls
sont tardifs a tres tardifs et ils ont montré unedpction en MS moyenne a faible. Ce groupe
renferme une large diversité intraspécifique pas autres caracteres éetudiés (hauteur des

plantes, résistance aux maladies).

o
q

Axe 2 (43%)

) =)
q <

P
=)

-10 -05 00 0.5 1.0 15 2.0
Axe 1 (32%)

Figure 4. Dispersion des populations de trefle et de ladi@ns le plan engendré par les deux
premiers axes de 'ACP obtenue a partir des donméegho-phénologiques et agronomiques des
populations gbréviation de I'espéce, mentionnée au TableawiSjesdu numéro du site de collekte

b) Selon la présence des especes en fonction dessie collecte
Le dendrogramme a 88% de similarité basé sur lesnpEres édapho-climatiques de
chaque région (Figure 5) a classé les sites deatelken trois principaux groupes:

Le groupe Arassemble les sites 1, 2 et 3. Seules cing espedesuvent dans ces
sites. Il s’agit deT. campestreT. glomeratumT. isthmocarpumT. scabrunmet T.
tomentosum Ces trois sites sont caractérisés par un pH gleee faibles
précipitations annuelles et de hautes températnesgmales.
Le groupe Bréunit le plus grand nombre de sites, caractépaésin pH acide a
neutre, une pluviométrie annuelle faible & moyesinges températures maximales
moyennes par rapport aux autres sites. Il regrtapejorité des espéces étudiées:
T. arvense T. campestre T. bocconei T. cherlerj T. glomeratum T.
isthmocarpumT. resupinatumT. stellatumT. tomentosuratL. ornithopodioides
Le groupe Cregroupe les sites restants, 8, 9 et 10, en dauscasnsembles : d’'une

part le site 10 associé a la pluviométrie anndelfg@us importante, d’autre part les
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sites 8 et 9 avec des valeurs élevées de pH. hgstatures minimales élevées -
par rapport aux autres sites - sont une autre téaist@que de ce groupe. Les
especes rencontrées sont cherleri T. isthmocarpum T. resupinatum T.

stellatum T. tomentosunet L. ornithopodioidesEn outre, sur le site 9, une seule

espece a été collectée il s’agitldeornithopodioides

S2 A~
S1 +
S3 A
S12 +
S4 4
S5
S7 A
S6
S11 4
S13 +
S14 -+
S15
S18 +
S17 +
S19
S20
S16
S10 4
S8
S9

A

|L|‘L|E|‘L|JL|J_L,|£_'_[;|3‘—ITI

I T I I T
1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5

Figure 5. Dendrogramme sur la base des traits édelphatiques illustrant la similarité des vingt
sites de collecte

c) Selon les parameétres géographiques et climatigeiees sites de collecte
Les trois premiers axes de I'APC expliquent 86,29%a variance quantitative des données
géographiques et climatiques (Figure 6). Les viggabui expliquent cette variation sont:

Pour I'axe PC1 et par ordre dimportance sont l@ude, la pluviométrie annuelle
moyenne, température moyenne maximale de moisitegblaud et I'altitude.

Pour I'axe PC2 il s’agit de la longitude, le pH shi et la température minimale du mois
le plus froid.

Six grands groupes peuvent étre sépares selogulie f6: le groupe A renferme les basses
températures du mois le plus chaud et le pH éleveotl Le groupe B avec des précipitations
annuelles élevées et de faibles longitudes. Lepgrdliavec un pH faible du sol. Le groupe D
renferme les basses températures du mois le pligs fre groupe F avec une longitude élevée

et enfin le groupe E composé de deux sites (5 at&) une faible pluviométrie annuelle.
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Figure 6. Dispersion des sites de collecte damtale engendré par les deux premiers axes de I'ACP
§elon les variables géographiques et climatiqueshdgue site (les sites 1 a 20).
pH: pH du sol
4. Discussion

4.1 Distribution des espéces suivant les paramétrebmatiques et écogéographiques

La plupart des sites visités par les collecteur§INRA ont été situés le long de la cote.
Les données géographiques et climatiques ont eb/s@es par 'ACP, pour évaluer les
différences entre chaque site de collecte. Cetiéys@m a révélé six groupes distincts. Aucune
espece n’'a été limitée a un seul groupe, seulemmaniou deux variables écogéographiques
ont été nécessaires pour relier les sites ou [@ces ont été collectées. En effet, une analyse
discriminante de la survenance Tifolium au Maroc réalisée par Bealeal (1993) a révélé
que les précipitations annuelles et le pH du soleté les facteurs écogéographiques les plus
importants a expliquer la distribution des espedesTrifolium. Ayres et al (2008) ont
indiqué que la distribution du. ornithopodioidesa été tributaire de la pluviométrie élevée.
Le pH du sol a également été jugé étre un factepoitant dans cette étude, comme dans
d'autres études ecogéographiques (Pedeesoal, 1999; Bennett, 2000), ainsi que les
précipitations annuelles révélées étre importadtas I'’ACP. L'importance de la longitude
comme une variable discriminante dans nos analsegéographiques (I'APC) est a noter.
Dailleurs, des corrélations significatives entaeldngitude et la distribution des populations
algériennes dO. tomentosunfissolah et Abdelguerfi, 2000) et les especedifolium au

sud-ouest de la Turquie (Bennett, 2000) ont d&garéeveées. En revanche, les résultats de

cette étude montrent que la distribution des espdekotus et Trifolium au Maroc varie en
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fonction des conditions pédologiques et climatiques variables écogéographiques les plus
importantes dans le regroupement des sites sonmeosuit : la pluviométrie annuelle
moyenne, la longitude et le pH du sol. Entre lezeosspeces étudiées, aucune n'a été trouvée
sur tous les siteq.. isthmocarpumT. glomeratunet L. ornithopodioidesont été les especes
les plus couramment collectées. Un autre constatinguable dans cette collection, est la
présence de. ornithopodioidesur le site 9 ou on note une absence totale destdes autres
especes. L'intensité du paturage pourrait explidisdrsence des autres espéces, mais on
enregistre qu’elle est nulle dans ce site (TabBawinsi, la présence de cette espéce, seule,
dans le site 9 (situé sur une dune cétiere) peatedtpliquée par sa tolérance a la salinité
signalée par certains auteurs (Benmral, 2010 ; Nicholst al, 2010a).

4.2 Structure de la variation intra et interspécifgue

Bien que le nombre d’écotypes au sein de chaguecesgoit restreint, I'étude a mis en
évidence une variabiliténtraspecifique importante pour tous les caracteres étudiés.
Cependant ce nombre restreint reste une limite fgoaonfirmation de ce constat. L'ACP
indique que les traits morpho-phénologiques et ragroques d’écotypes des 11 especes
étudiées les différencient nettement entre ellagpriépondérance de contrastes géographiques
suggere que la différenciation des écotypes refletat tout des différences de pression de
sélection du milieu, plus sévére dans les sites €, 3 du fait de la sécheresse (en moyenne
39°C TM, et 245mm P) intermédiaire dans les site3 &t 10, et plus modérée dans le reste
des sites. Ces gradients écologiques se tradumant’abord sur les traits phénologiques des
écotypes, par des floraisons plus précoces et yi#sscplus courts la ou le climat est plus
rude. On constate ainsi que la précocité a colstine adaptation a la brieveté de la saison
des pluies dans les sites 1, 2 et 3. En effet,amebneuses cultures annuelles, par exemple
Cicer arietinumL. (Varshneyetal., 2009) efTrifolium alexandrinunmi. (Faroogetal., 2009)
présentent ce type d’adaptation par évitement det¢heresse chez leurs variétés occupant
des zones semi-arides. Par contre, selon nosatsids parametres morphologiques (HP et
TF) ont été peu sensibles aux variations enviroremeates.

De point de vuénetrspecifique on note les particularités suivantes :

T. scabrumest une espece de zones arides (Abdelguerfi etdra®999). Elle se trouve
uniquement dans trois sites semi-arides a arides leitver chaud (sites 1, 2 et 3) et de
pluviométrie annuelle inférieure a celle des ausitss. Cette espece, bien que collectée dans
des sites éloignés par la distance, ont en comneupralvenir de milieux écologiquement

difficiles.
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A l'opposé,T. isthmocarpunest I'espéce la plus représentée dans la majegé&égions
de collecte. En effef[. isthmocarpunest connue pour I'importance de son aire de riéjoart
vu sa variabilité génétique. Son niveau de produacgieut étre éleve sur différents types de
sols (de sablonneux a argileux). Par ailleurs, ptiefere les zones humides (Desral.,
2003), ce qui explique le regroupement des popudatioriginaires des aires a importante
pluviométrie sur 'ACP. Les caractéristiques phégaiues des écotypes varient selon leur
région de collecte (Annexe 1). Par exemple, lesypes des sites 1, 2 et 3 ont présenté une
précocité de floraison par rapport aux écotypes algges sites. lls ont été suivis par les
écotypes originaires des sites 7, 8, 10, 11 etudl®pgar ceux provenant des sites 18, 19 et 20,
qui ont été les plus tardifs. Les écotypes précalcesite 2 ont eu une production faible en
MS (en moyenne 630 gfin Toutefois, les écotypes & floraison semi préamcéardive ont
été les plus productives, entre 900 et 1 200°.gBalon la comparaison du comportement des
écotypes de toutes les espéces on note cette ntéabégie suivie pour les écotypes en
provenance du méme site de collecte. Ainsi, lesypes des différentes espéces de trefle aux
stratégies largement semblables forment un growpeobene. Il se peut que les sites de
collecte forment des mosaiques de micro-environn&raifférents, chacun privilégiant une
combinaison différente de caractéristiques depeoduction, combinaison qui permet ainsi le
maintien de la diversité génétique d’'un milieuautre. Cela se manifeste par des différences
dans la durée de déroulement des phases du cydteigue allant de la germination a la
production de graines.

En termes de rendement en MR, isthmocarpumL. ornithopodioideset la variété
Paradana d&. michelianunse sont montrées les plus productives suivie$.desupinatum
et T. glomeratum Tandis que les espece&s arvenseet T. campestrese sont montrées les
moins productives. Le PMG des espéces étudiées agnble d’'une espece a l'autre. Parmi
tous les écotypes, ceux dieisthmocarpunoriginaires de la région de Chefchaouen (site 10)
ont été les plus performants de point de vue PMG1(8par rapport a la moyenne générale
2,05). Cette région est caractérisée par la plugtdm annuelle moyenne la plus élevée
(725mm), il se peut que cette espece préfere gen® bien arrosées ce qui se répercute sur
son rendement en graines.

Pour I'espécd.. ornithopodioidesce sont les écotypes 018 et 020 qui ont montré une
bonne production de graines (PG) avec 41,5 g eremr@y Toutefois le PMG n’a pas dépassé
en moyenne 0,98g. En comparant cette valeur a uees antérieures (Kramina, 1999 ;

Cristaudoet al, 2008) qui ont noté un PMG variant entre 1,2@gton constate qu'on est
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loin de ces valeurs. Il s’avere que le taux éleeédéhiscence signalé chez cette espece
(Garcia de los Santos et Steiner, 2001) expliquésdtat.

La matrice de corrélation a permis de visualissrridations établies entre les caracteres
morpho-agronomiques entre eux ainsi qu'avec letedias écologiques (altitude, latitude,
longitude, pluviométrie, température et pH du sids sites de collecte. La pluviométrie
annuelle moyenne a constitué le facteur qui infruglus sur ces caractéres étudiés. Des
ecotypes a floraison tardive ont correspondu arégisns humides. La PG est aussi corrélée
positivement avec la pluviométrie. Contrairementiree étude antérieure de la variabilité
morphologique des trefles spontanés en Algérieoldbs et Abdelguerfi, 2004) ou la
pluviométrie n’intervient pas. La corrélation positla plus forte pour la PG a été avec le NR
et la F, ce qui souligne le lien entre une matustéive et la capacité prolongée d'émettre des
ramifications.

A la lumiere de ces résultats et en se basantesboh rendement en MS, en PG et la
précocité a la floraison, 40 écotypes des 11 espéne été sélectionnés pour étudier la
résistance aux conditions d’irrigation saline. Efffete sous contrainte saline, un
développement tardif favoriserait I'accumulationods toxiques pouvant entrainer la mort
des plantes avant la fin de leur cycle de dévelogm: (Munns, 2002). Ceci suggére qu'il est
opportun de travailler sur des plantes a cycletcoaison sur laquelle a été basé le choix de

ces 40 écotypes.
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Introduction

Les études ont mis en évidence un nombre de léegusas fourrageres susceptibles de
préserver les sols et offrant la possibilité deonaér les régions marginales affectées par la
salinité. A titre d’exemple la variété Gabés (p@@ndeMedicago sativd.. est réputée pour
sa tolérance a l'eau d'irrigation titrant 4,2 gd sels et sa capacité de germination en
conditions de stress salin allant jusqu'a 9,5M#é27ni et al, 1999). On peut également citer la
vesce cultivée\(icia sativa varieté Commune), la luzerne annuéddledicago truncatuala
(variété Paraggio) (Ben Younes et Gharbi, 1997)Tefolium alexandriumla variété
tunisienne Khadraoui (Lazrek, 2008). Pourtant, &amité de ces études se sont focalisées sur
la réponse de la plante au sel au stade végdiatifevanche, la germination est une phase a
ne pas neégliger pour le choix des Iégumineusesdgares annuelles. Ces dernieres doivent
répéter ce processus chaque année d’ou I'impor@dmda capacité de faire germer et cultiver
des semis sur des terres salines. Les travauxistabt Trifolium ont montré que la
concentration 200 mM de NaCl reste I'écart a paltiquel on note une diminution jusqu’a
une inhibition de la germination (Rumbaugihal, 1993 ; Nicholset al, 2001 ; Kumaet al,
2010). Quant au genteotus on note la performance de I'espécecreticus(Valienteet al,
2007) ou le pourcentage de germination reste irapo(80%) sur 200 mM NaCl. Toutefois, a
300 mM de NaCl la germination a été completemdmbie (Rejiliet al, 2009). Des résultats
préliminaires indiquent une performanceldernithopodioidegespéece de la présente étude)
a la germination sur 220 mM de NaCl par rappo®carpiurus subvillosuk. (Cristaudoet
al., 2010). La tolérance au sel au stade germingt@ut étre similaire ou différente de celle
au stade plante adulte. En effet, 'excés de sat tlasol ou I'eau d’irrigation peut également
affecter le développement de la plante durant Esglvégétative (la croissance des plantules
et leur vigueur), la floraison et la fructificatioA. titre d’exemple, Rogerst al (2009) ont
constaté une réduction de la production de mati&ehe d'une trentaine d'espéces de
Trifolium sous traitement salin 160 mM. Quoiqtie argutum T. diffusumT. michelianunet
T. scabrumont enregistré de bons résultats sous les condigalines avec une réduction de
seulement 20% de la production de matiere secheétigles ont notamment montré que les
tréfles difféerent dans leur capacité a limiter daiption des ions Naet CI, mais
généralement leur teneur augmente dans la plapteles niveaux de salinité (Babagolzadeh,
1998). La salinité entraine également chetus conimembriencigespece annuelle) une
réduction du poids sec total des plantes traitées 440 mM de NacCl, tandis qu'aucun effet

significatif sur la croissance n’a été observé ak@mM de NaCl (Sinchez-Blanco, 1998).
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A partir de toutes ces études citées on consiatérét d’évaluer la tolérance a la salinité

sur I'ensemble du cycle de développement de latglatiou I'intérét du présent travail. Ce

dernier est subdivisé en deux grandes partiespbestifs de la premiere partie sont :

Caractériser l'effet de différentes concentratisatines arrivant a 220 mM sur les
potentialités germinatives de 40 écotypes. Cesiesront été sélectionnés sur la base
de leur rendement en matiere seche et de predzcigéfloraison (Chapitre 2),
Proposer un modele de la germination des légum@seasnuelles testées pouvant

coloniser des environnements pastorales salins.

Tandis que la deuxiéme partie est consacrée aux :

Suivi de la croissance sous sel des écotypes ieflrés sur la base de leur tolérance
dans la phase de germination,

Détermination des mécanismes qui leur permettertbldeer la salinité (ajustement
osmotique, accumulation des ions...etc.),

Identification et sélection d'écotypes a bon rendeimen biomasse et pouvant
s’accommoder le mieux des eaux salines et qui pe¢wanstituer un matériel végétal
alternatif pour les zones marginales salines at ¢elture sur des sols relativement
riches en sels solubles. On s’intéresse parti@ient aux écotypes qui manifestent

des rendements satisfaisants face a des niveassisiélevés.

A. Etude de I'effet de la salinité sur la germinatn des graines

1. Matériels et méthodes

1.1 Matériel végetal

L’étude de I'effet de la salinité sur la germinatia été réalisée sur 40 écotypes de tréfle et

lotier. Le choix de ces écotypes a été fait simalse des résultats obtenus dans la présélection.

lIs ont été choisis a la suite de I'essai prélinmman plein champ conduit durant la saison

2007-2008 (Chapitre 2). Les écotypes testés spnésentés sur le tableau 11 en plus d’'une

variété australienne annueflleifolium michelianunmParadana connue par son bon rendement

en biomasse et sa tolérance a la salinité (Crigale, 1995).
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1.2 Protocole de germination

Vingt graines (nombre adopté aprés un test de getion), de chaque écotype ont été

scarifiées puis désinfectées par trempages sufscdasis les bains suivants :

* Hypochlorite de sodium a 15% pendant 20 minutes
* Rincage abondant a I'eau distillée stérile

* Alcool 90° pendant une minute

Les graines ont été ensuite mises a germer dansoites de pétri sur un milieu gélosé a
1% d’agar. Les concentrations suivantes ont étgtade: 0 mM, 70 mM, 140 mM et 220 mM
de chlorure de sodium (NaCl). Trois répétitions ébét réalisées pour chaque traitement et par
écotype. Les boites ont été mises a I'obscurités dan incubateur réglé a 25°C avec une
humidité variante de 78% a 93%. Les boites de péiriété examinées toutes les 24 heures
pendant 7 jours afin de suivre la germination desngs. La germination a été repérée par
I’émission de la radicule de la graine. L'effet NaCl sur la germination a été estimeé par la

mesure de différents parametres.

1.3 Mesures et observations effectuées

1.3.1 Taux de germination final

Ce parameétre constitue un meilleur moyen d’idesdtfon de la concentration saline qui
présente la limite physiologique de germination desines. Il est exprimé par le rapport
nombre de graines germées sur nombre total deegrain

TG = (n/N) x 100
n : nombre de graines germeées
N : nombre total de graines mises en germination

1.3.2 Cinétique de germination

Elle permet d’appréhender la signification du comgrment germinatif des écotypes
étudiés ainsi que l'ensemble des événements quimemoent par I'étape cruciale
d’absorption de I'eau par la graine et se termingamt|’élongation de I'axe embryonnaire et
I'’émergence de la radicule a travers les structgresentourent I'embryon. Le nombre de

graines germeées a été noté toutes les 24 heurdargenjours.
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Tableau 11. Liste des écotypes étudiés et de legine (les caractéristiques de chaque site sont
illustrées dans le Tableau 6-Chapitre 2 ; les §gastymentionnés portent des chiffres indiquant les
sites)

R : MS F
Espece Ecotype Sites (g/m?) (jours)
T. arvense ar’ S7 132 67
T. bocconei b6 S6 120 69
T. campestre c4 S4 269 99

cl7 S17 235 138
ch5 S5 299 90
T. cherleri ch19 S19 350 97
ch20 S20 406 95
g2 S2 556 100
T. glomeratum g4 S4 318 106
gla S14 500 90
gl5 S15 654 90
i1 S1 780 70
i2 S2 630 68
i3 S3 890 79
i4 S4 1000 90
i6 S6 1060 99
T. isthmocarpum i7 S7 1108 85
i8 S8 1110 88
i10 S10 1120 79
i11 S11 1200 80
i12 S12 1200 80
i19 S19 1225 110
r4 S4 589 71
r5 S5 690 100
T. resupinatum r7 S7 899 87
r8 S8 412 100
ri2 S12 817 125
scl S1 188 90
T. scabrum sc2 S2 179 90
sc3 S3 191 73
T. stellatum st/ S7 89 70
st8 S8 203 101
t3 S3 440 80
T. tomentosum 8 S8 476 88
t10 S10 200 100
t12 S12 480 70
08 S8 856 110
. . 09 S9 904 110
L. ornithopodioides 010 S10 845 110
016 S16 900 79
T. michelianum Paradana (variété témoin)
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1.3.3 Moyenne de germination journaliere

Elle est le rapport entre le pourcentage de geminimdinale et le nombre de jours a la

germination finale désigné par MDG « Mean Daily i@eration » (Osborne et Nercer, 1993).
1.3.4 Réversibilité de I'action du sel

Ce parametre a I'avantage de déterminer l'origiad’effet dépressif du sel s'il est de
nature osmotique et/ou toxique. Ainsi, les 20 graide chaque écotype qui ont été mises a
germer en présence de 140 mM et 220 mM de NaClgpeéntijours ont été utilisées. Parmi
ces graines on a choisit celles non germées. &fieété rincées trois fois pour éliminer le sel
non absorbé puis transférées sur milieu contenaatu | distillée pendant vingt jours
supplémentaires. Le pourcentage de la reprise arimggion a été déterminé par la formule
suivante : RG = [(a-b / (c-b)] x 100 ou a est lenbhoe total des graines germées apres le
transfert sur I'eau distillée, b est le nombre ltoies graines germées sur solution saline et ¢

est le nombre total de graines mises en germination
1.3.5 Toxicité des ions et des effets osmotiques kugermination

Cette expérience vise a prouver si la sensibilitBlaCl & la germination déterminée par la
réversibilité est attribuée a des effets osmotiquea la toxicité des ions. Les traitements ont
consisté a mettre 20 graines de I'écotype de chagpece (ayant montré une faible ou nulle
germination sur milieu trés salin 220 mM), sur uiien additionné a 10 ml de: (a) 0 mM de
NaCl; (b) 220 mM de NaCl et (c) 380 mM de mann{fmbtentiel osmotique similaire a 220
mM de NaCl). Chaque traitement contient aussi e lb mM CaSQ L’incubation a duré

20 jours.
1.3.6 Concentrations de Naet K* dans les graines

Les réponses des graines a des concentrationsams de NaCl vis-a-vis de leurs
teneurs en ions Naet K™ ont été examinées pour des graines dures et e&irbibées de
chaque écotype. Pour cette raison aucun traitepréadable n’a été réalisé sur les graines
utilisées dans cette expérience, notamment la fieedion. L'objectif et d’évaluer le
pourcentage de graines dures et non dures pouueh&mptype, ainsi tester le comportement
de la graine via la pénétration des ions sousetraht salin. En conséquence déterminer

comment le tégument dur protege la graine conttex&ité des ions salins. Vingt graines de
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chaque écotype ont été incubées dans des solatof@snM, 140 mM ou 220 mM de NaCl,
chacune a également contenu une base 5 mM QaSwW@ant 20 jours. Les graines ont été
enlevées de boites de Pétri, lavées 3 fois pen8@nsecondes avec des solutions iso-
osmotiques de mannitol et séchées. Les échantiléctses a I'étuve ont été broyés au mortier.
Ensuite les ions ont été extraits dans 10 ml deMDNO; en agitant pendant 48 h a 20-25
°C. Na et K" ont été déterminées dans des dilutions des exemitgilisant un photométre a
flamme (PFP7, Jenway, Essex) (Boschehal, 2008). Sachant que les graines considérées
dures ont été celles qui ne se sont pas gonflées dmcubation (elles ne se compriment pas
quand on les tapote légérement a l'aide d’une pircmntrairement aux imbibées qui se sont

gonflées aprés la germination dans la solution.

1.3.7 Analyses statistiques
Le programme Systémes d’Analyses Statistiques (8KS, Cary, North Carolina, USA)
a été utilisé pour réaliser les analyses de laamaé et la comparaison des moyennes. La

comparaison des moyennes a été realisée par le Bt au seuil de probabilité 5%.
2. Résultats
2.1 Evolution du taux de germination final en fondbn de la salinité

Le taux de germination a diminué en fonction desceatrations croissantes de NaCl.
L’analyse de la variance a montré un effet trestdraant significatif (P<0,001) de

I'interaction écotype x concentration saline: (Testl 12).

» A la concentration 70 mM de NacCl, la capacité geative pour la plupart des
écotypes n'a pas été affectée et les valeurs atirégs sont statistiqguement
plus ou moins proches des valeurs obtenues chgddetes témoins (0 mM
NaCl). Cependant pour les écotypes c4, gl4, r5r1Z,et st8, le taux de
germination s’est montré affecté par le sel. Onstate que les pourcentages
de germination de ces écotypes ont diminué parorappeurs témoins de plus
de 40% en moyenne.

* A la concentration 140 mM de NacCl, seuls les éaygh5, ch19, ch20, i1, i2
et 09 ont gardé un taux de germination final reéatient élevé qui est en
moyenne de 87%. Pour les autres écotypes, le puageedes graines germées

a baissé au niveau de ce traitement.
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A 220 mM de NaCl, les valeurs des taux de gernmonagbnt plus faibles. Dans
ce traitement I'effet dépressif du NaCl apparaitement, avec un retard et
une diminution tres prononcés de la germinationtalx de germination de la
plupart des écotypes n’'a pas dépassé 25%. Seudsdgges ch5, chl9, ch20,
i2,13, scl, sc3 et 09 ont eu un taux de germindtimale en moyenne de 50%.

En utilisant la comparaison des moyennes des diftér écotypes (Tableau 12), ces
derniers peuvent étre classés en quatre grougexton différente vis-a-vis du NacCl:

* Le premier, renferme les écotypes ch5, ch19, cle2ledpéceT. cherleri qui
a le taux de germination le plus élevé de 85%elinmanifeste qu’une faible
réduction, par rapport aux témoins (0 mM), de 3%rpme concentration de
70 mM, 10% pour une concentration de 140 mM de N&tCl0% pour 220
mM ; c’est un groupe qui peut étre qualifié de tadérant.

* Le deuxiéme groupe est constitué par les écotypeslgi2, i3, i4, il10, scl,
sc3, 09 et 016 représentant des taux de germinasipprochés avec une
moyenne de 73%. Ce groupe est considéré commeantléta variété
Paradana en fait partie.

* Le troisieme groupe représente les écotypes c4,g,7915, i6, i7, i12, i19,
st8, t3, t8, 08 et 010 qui ont une capacité gertiv@anoyenne faible de 60%.
Il s’agit d’'un groupe sensible.

* Le quatrieme groupe est constitué des écotypeb@fl4, i8, ill, r4, r5, r7,
r8, r12, sc2, st7, t10 et t12 avec un taux de getin inférieur a 50% (47%
en moyenne). Il s'agit d’'un groupe tres sensible.

De point de vue interspécifique (Tableau 13), lesuzé especes difféerent
significativement (P <0,001) dans leur germinatiodes concentrations croissantes de NacCl.
T. arvense T. bocconei T. campestreT. glomeratum T. resupinatumT. stellatumet T.
tomentosum ont tous eu des réductions significatives (P 6D)0du pourcentage de
germination des la concentration 70 mM de NaCl.isthmocarpumT. scabrumet L.
ornithopodioides ainsi que la variété témoin Paradana n’ont eu aucdmminution
significative du taux de germination jusqu'a 140 m@&INaCl, mais ont connu une diminution
significative (P <0,001) au dessus de cette conagonn. A 220 mM NaCl leurs taux de
germination ont été de 25% en moyenhecherleriest I'espece la plus tolérante a la salinite,

avec un taux de germination de 89% a 140 mM de Na@tant pas difféerent

68



Chapitre 3. Etude de Ceffet de la salinité sur la germination et [a croissance végétative de différents écotypes de trifle et lotier

significativement de celui observé a 70 mM de Nagll,un taux de germination finale
supérieur a 50% a 220 mM de NacCl.

Tableau 12. Variation de la capacité germinativg d&s écotypes pour les différentes concentrations
de NaCl (mM). Les valeurs d’'une méme ligne suivdesla méme lettre ainsi que la colonne des
moyennes ne différent pas au seuil de 5% selastale L.S.D

NaCl (mM) Moyenne
Espece Ecotype 0 70 140 220
T. arvense ar’ 81,7a 63,3a 31b 19,6c 51c+1,4
T. bocconei b6 90a 77a 29,3b 11c 51c+5,4
T. campestre c4 89a 57b 30c 18d 58c+8,3
cl7 94a 66,7b 55,9¢ 10d 56¢+12,1
. chb5 100a 96,6a 89,7a 57b 86a+19
T. cherleri ch19 100a 97,2a  90,9a  53b 85a+2,1
ch20 100a 96,5a 91,7a 54b 86a+3,2
g2 85a 70,7a 64,3b 23c 60c+9,5
T. glomeratum g4 98,3a 90a 64,3b 16,3c 67c+7,5
gl4 100a 56,7b 38,3c  1,7d 49d+7,1
gl5 80a 71,7a 53,3b  3,3c 52d+10
T. isthmocarpum il 95a 86,7a 84,3a 27b 73b+2,3
i2 95a 87,6a 86,7a 50b 79b+4,2
i3 83,3a 75a 72,6a 41,3b 68b+5,7
i4 100a 90a 33,3b 27c 63c+8,7
i6 100a 91,7a 73,3b 22c 72b+5
i7 100a 97a 50b 18,6c 66¢+6,5
i8 100a 71,7b 13,3c  1,2d 41d+9,4
i10 95a 86,7a 68,3b 37c 72b+10
i11 100a 77b 15¢  3,3d 46d+14,4
i12 100a 100a 36,7b 25,3c 65c+9,7
i19 100a 100a 40b 18,6c 65c+8,6
. r4 86,7a 78,3a 26b 14,6¢ 51c+6,6
T. resupinatum 5 100a  38,6b 25c  18d 450+4,4
r7 100a 41,7b 22,2¢c 12d 47d+10
r8 100a 54,9b 33,3c 20c 52d+10,6
r12 100a 50b 31,7c  3,3d 46d+8,7
T. scabrum scl 100a 91,7a 73,3b 56b 74bt7
sc2 100a 41,7b 23,3c 18d 46d+1,6
sc3 100a 91,7a 73,3b 59,6b 79b+10
T. stellatum st7 70a 67a 25b 6c 42d+19,5
st8 99,4a 38b 25c 13,6d 44c+7,7
t3 90a 81,7a 30,2b 18,6d 55b+13,5
T. tomentosum t8 91,7a 83,3a 69,3b 21c 68b%8,5
t10 78,3a 50,7b 49,3b 11,6c 45d+2,3
t12 76,7a 60,3b 30,6c 20,3d 46d+12
08 100a 77,6b 36,7c 25,3d 60c+6,6
L. ornithopodioides 09 92a 81,7a 8la 48b 75b*4,2
010 100a 92,9a 33,3b 22c 62c+15,7
016 100a 97,7a 73,3b 32c 73b+2,3
T. michelianum Paradana 100a 98a 86a 28,7c 74b+4,4
L.S.D 11,2 7,9 12,4 5,6
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Tableau 13. Variation de la capacité germinative elgpéces pour les différentes concentrations de
NaCl (mM). Les valeurs d'une méme ligne suiviedaleméme lettre ne different pas au seuil de 5%
selon le test de L.S.D

Espéce NaCl (mM)

0 70 140 220
T. arvense 81,7a 63,3b 31c 19,6d
T. bocconei 90a 77b 29,3c 11d
T. campestre 91,5a 61,85b 42,95¢c 14d
T. cherleri 100a 96,8a 90,8a 54,7b
T. glomeratum 90,8a 72,3b 40,1c 11,1d
T. isthmocarpum 100a 87,5a 72,2b 24,7c
T. resupinatum 97,3a 52,7b 27,6¢ 13,6d
T. scabrum 100a 75,0a 56,6b 44,5d
T. stellatum 84,7a 68,0b 45,0c 9,8d
T. tomentosum 84,2a 69,0b 47,4c 17,9d
L. ornithopodioides 98,0a 87,5a 56,1b 31,8c
T. michelianun{Paradana) 100a 98a 76,0b 11,7c
L.S.D 7,5 10,2 6,3 5,68

2.2 Cinétique de germination
La figure 7 montre I'effet des différentes concatitms de NaCl sur I'évolution du taux
de germination des écotypes au cours du temps @pgoess du traitement salin. Les courbes
de germination permettent de distinguer 3 phases:
* une phase de latence, nécessaire a I'apparitiopréesieres germinations, au
cours de laquelle le taux de germination resteldaiba durée de cette phase
est variable selon la concentration de NaCl. Eecaurte, de I'ordre de 24
heures, chez la plupart des plantes témoins edigsrécotypes cultivés a la
concentration 70 mM de NaCl. Mais, elle devientsphu moins longue,
surtout pour les plantes soumises au traitement@®Dde NaCl ou cette
phase peut aller jusqu’a 36 heures;
* une phase sensiblement linéaire, correspondane augmentation rapide du
taux de germination qui évolue proportionnellemamttemps, au moins pour
les plantes témoins et les plantes soumises awcentmtions inférieures a 140
mM;
* une troisieme phase correspondant a un palierseptant le pourcentage final
de germination et traduisant la capacité germieatans les conditions de

I'expérience.
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Figure?. Effets de NaCl (C1 0 mM, C2 70 mM, C3 140 mM, Z20mM) sur la cinétique de
germination des graines de 40 écotypes et de i@t&draradana mises a I'obscurité, a température
constante 26 °C et une humidité relative variaet@8po a 93%¢—C1 —=#—C2 c3 c4
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Figure 7 (suite). Effets de NaCl (C1 0 mM, C2 70 n@®3 140 mM, C4 220mM) sur la cinétique de
germination des graines de 40 écotypes et de i@t&draradana mises a I'obscurité, a température

constante 26 °C et une humidité relative variaet&@po a 93% ¢—Cl1 —=—C2 C3 Ca
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Figure 7 (suite). Effets de NaCl (C1 0 mM, C2 70 n@®3 140 mM, C4 220mM) sur la cinétique de
germination des graines de 40 écotypes et de i@t&draradana mises a I'obscurité, a température
constante 26 °C et une humidité relative variaet@8po a 93%¢—C1 —=#—C2 c3 c4
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Figure 7 (suite). Effets de NaCl (C1 0 mM, C2 70 n®8 140 mM, C4 220mM) sur la cinétique de
germination des graines de 40 écotypes et de lat&dParadana mises a I'obscurité, a température
constante 26 °C et une humidité relative variaet@8po a 93%¢—C1 —=#—C2 c3 c4

Le nombre de graines germées en fonction du teompsidieu témoin (0 mM NacCl) des
écotypes ch20, g4, i2, i4, i6, i10, i19, r4, r72,r&cl, sc3, t3, t8, 08, 016 et la variété Paradana
a été plus important et a évolué plus rapidemeataglui des autres. Cependant, I'évolution
la plus lente du taux de germination a été obserkiée les écotypes b6, c4, gl4, g15, il et i7.
Pour tous les traitements salins, les écotypesta @nétique de germination sont : g4, i10,
119, r4, r7, r12, t3 et t8. Toutefois, Paradana fairtie de ceux ayant une germination lente
sur milieu trés salin (220 mM). Le reste des éoegypnt eu un comportement intermédiaire.
D’autre part, dans le milieu non salin, le tauxggemination atteint son maximum au bout de
1 a 2 jours en moyenne avec des valeurs compnes & et 100%. Dans le milieu 70 mM
de NaCl la majorité des écotypes atteignent un fimak de germination voisin ou similaire a
celui des témoins, sauf que le temps de germinasbmallongé. Tandis que sous stress salin

sévere la durée d’atteindre le taux final de geatiom a été beaucoup plus longue.
2.3 Moyenne de germination journaliere

Les valeurs des moyennes de germination journa{Mi2G) des écotypes étudiés sont

rapportées sur la figure 8. Sur milieu non salinnf®) se manifestent deux groupes
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d’écotypes. Un groupe constitué par les écotydesg@ MDG entre 80 % et 100%. Ce groupe
renferme les écotypes ch20, g4, i4, i6, i10, i19,rt2, scl, t8, t10, 08, 016 et Paradana. Le
deuxieme est formé par des écotypes a MDG moinsriapte. A des concentrations de sel
qui dépasse 70 mM, ce paramétre devient faibleagale en fonction des écotypes. Au
traitement 220 mM, les valeurs les plus élevées gardées par les écotypes de I'espkce
cherleri; suivis par les écotypes de isthmocarpunil, i2 et i3; les écotypes scl et sc3 de
I'especeT. scabrumet enfin I'écotype 09 de. ornithopodioidest elles varient entre 8,3% et
14,75%. Tandis que les MDG les plus faibles sonégistrées chez les écotypes gl4 et g15
de I'especel. glomeratumill, r7 et t12 des espéc€sisthmocarpumT. resupinaturret T.
tomentosungui varient entre 0,27% et 0,8%. La variété Paradaantre une bonne MDG sur
des concentrations salines moyennes de I'ordre086. Fandis qu’elle fait partie de ceux

sensibles aux concentrations élevées en NaCl (22Dawec une MDG tres faible de 3%.

100 ——a7 —-i19
—=-phg *r4d
901 c4 5
c17 —r7
80 —*—chs —r8
——ch19—rl2
701 ——ch20—*"scl
— —g2 —®—gc2
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= i1 t3
407 2 8
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10 i10 —*o0l6
0 11

i12 Paradana

Figure 8. Variation de la moyenne du taux de geation journaliere (MDG) de 40 écotypes et de la
variété Paradana en fonction de la concentratiaiagi: C1 (0 mM) ; C2 (70 mM) ; C3 (140 mM) et
C4 (220 mM). Les graines sont mises a I'obscudtéempérature constante 26°C et une humidité
relative variante de 78% a 93%

2.4 Réversibilité de l'inhibition de la germination

Il a été déemontré dans les paragraphes précédeette cgel exerce, a fortes doses (140
mM et 220 mM), un effet dépressif sur la germinaties graines. Cette inhibition peut étre
osmotique et/ou toxique. Dans la mesure ou elld’esigine osmotique, on devrait s’attendre
a une reprise de la germination aprés levée de cetitrainte. Par contre, si des phénomeénes

de toxicité ionique interviennent, on peut prév@ibsence de cette reprise de germination. La
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figure 9 représente le taux de germination desgsades écotypes étudiés, soit directement
sur milieu contenant de I'eau distillée, soit sarmséme milieu, mais aprés un prétraitement
avec du chlorure de sodium aux doses 140 mM et R0 Pour ces deux derniéres
concentrations et pour certains écotypes, le teandes graines dans de I'eau distillée a été
suivi d'une reprise de la germination (RG). Cetterniere varie avec I'écotype et la
concentration saline du prétraitement appliqué @¥0 La reprise a été remarquable pour les
ecotypes r8, scl, sc2, sc3, 08, 09 et la majodEntypes dd. isthmocarpumNéanmoins, la
capacité germinative reste plus faible que celterule pour les graines mises directement sur
milieu non salin. De plus, les graines prétraifgas140 mM NaCl puis transférées dans I'eau
distillée, ont mieux repris que celles prétraitpas 220 mM NacCl. On a particulierement noté
une absence de reprise de germination pour legpasot7, c4, g2, gl4, i8, st7, st8, t3, t8 et
t10 quelque soit le prétraitement salin. Tandis lggeeprises de germination les plus faibles
sont obtenus par I'écotype b6 avec 29% sur le gitément 140 mM et ¢17 avec 10% sur le
prétraitement 220 mM de NacCl. lls sont suivis pa®,ach19 et ch20. La variété Paradana a
également montré une faible reprise de germinadjmes prétraitement 220 mM de NacCl

avec un taux de I'ordre de 21%.

76



Chapitre 3. Etude de Ceffet de la salinité sur la germination et [a croissance végétative de différents écotypes de trifle et lotier

1004

TGF (%)
Iy [éa) [e2] ~ [e0) [{e)
o o o o o o
N
’
N
.
L o
N
.
y

o
9
0

= N w
o o o
——
I —

H | I—

i — |
| —
e —

r12

Paradana

90 c
80
70
Se0 i
L Ill M
©50 o T
T
40
30
20
v HHH H HHH H LLALELL
. i f Al s allH1l 0
ORI < 10 N ™ ow®
FEIGEEL SIgomveveregdddAvened 335802308833
©
3
o

Figure 9. Reprise de germination (RG) sur I'eadiltie aprés un prétraitement avec du chlorure de
sodium 140 mM (a) et 220 mM (b) a I'obscurité, @pérature constante 26°C

2.5 Détermination de la toxicité des ions et desfefs osmotiques sur la germination

Pour mieux prouver l'effet osmotique ou toxiqueNACI sur les espéces, on a eu recours
a comparer le comportement germinatif sur NaCluetdsi mannitol. Pour cela on a choisit
pour chaque espéce |'écotype ayant montré unadrbkeftaux de germination final sur milieu
220 mM. Les potentiels osmotiques calculés pougeéaolution sont: 0 MPa sur 0 mM de
NaCl, -1,31 MPa sur 220 mM de NaCl et -1,55 MPa380 mM de mannitol (solution iso-
osmotique). L’interaction écotype x mannitol a gignificative (p<0,001). Les pourcentages
de germination de tous les écotypes a 380 mM dennahront été plus élevés que ceux
enregistrés dans 220 mM de NaCl (Figure 10), inaliqjles éventuels effets toxiques des ions
NaCl a cette concentration. En effet, I'effet taxéqde NaCl a apparu nettement chez les

77



Chapitre 3. Etude de Ceffet de la salinité sur la germination et [a croissance végétative de différents écotypes de trifle et lotier

écotypes c4, g2, gl4, st7 et t10 vu leur taux élelegermination sur le mannitol (380 mM)
par rapport a la concentration 220 mM de NaCl. haété Paradana a également montré un

taux de germination éleveé sur 380 mM de Mannitol.

100 -
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10 -

TG (%)

—x—110
—x— Paradana

C1 Cc2 C3

Figure 10. Taux de germination des écotypes (TG-&tpux de germination faible & nul sur 220 mMm
de chaque espece- sur les milieux C1 (OmM) ; CQ (@& NaCl) et C3 (380 mannitol) aprés 20 jours
d’incubation

2.6 Concentrations des ions Naet K* dans les graines

On a constaté la non germination des graines dams a la germination d’'un certain
pourcentage de graines imbibées. Toutefois, leetraant salin n’a pas affecté la proportion de
I'imbibition pour n’importe quel écotype (Annexe. Bar contre, le pourcentage des graines
imbibées differe selon les espéces ainsi selo@def/pes, jugeant I'importance du nombre de
graines dures dun écotype a lautre. Quant auxceoimations des ions Naet K’
enregistrées, elles indiquent que l'absorptionadsolution saline a été importante chez les
graines imbibées que celles dures et ceci pouesdes espéces. La concentration dé &la
augmenté avec lintensité du traitement salin alsn dans les graines dures que les
imbibées. Cependant, les valeurs des concentrad®hs enregistrées chez les graines dures
ont été plus faibles que celles des graines imbibéeeci pour tous les niveaux de traitement
(Tableau 14), avec une différence significativereernés écotypes (P<0,001). Ce sont les
écotypes d&. cherleriqui ont montré I'importante augmentation des temem Na (22%sur
220 mM NaCl par rapport a 0 mM). lls sont suivis |es écotypes a7 et b&.(arvenseet T.
campestrg Par contre, la concentration des iorfsakdiminué dans les graines imbibées avec
les concentrations croissantes de NaCl, sauf pesietotypes il, i2, i3, i6, i10 et i12 de
I'especeT. isthmocarpumet 09 et 016 de I'espéte ornithopodioidesToutefois, les graines

dures contiennent des concentrations &pliis élevées que celles des graines imbibées.
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Tableau 14. Concentrations des ions KaK' (umol g* de matiére séche) des graines imbibées et
dures dans 0 mM, 140 mM et 220 mM de NaCl

Graines imbibées Graines dures
Espéce Ecotype K* Na’ K* Na’
C1l C2 C3 Cl1 C2 cC3 Cl C2 C3 (Ci1 C2 cCs3
T. arvense a7’ 166 70 50 67 567 1290 281 185 165 68 76 90
T. bocconei b6 120 90 70 60 600 1331 135 143 185 78 82 89
T. campestre c4d 150 110 84 57 623 870 165 225 199 120 17 20
cl7 154 110 89 50 600 855/ 169 225 204 120 17 17
T. cherleri chbs 144 127 104 30 520 706| 242 259 155 117 113 113
ch19 149 140 138 28 500 700| 2563 255 164 80 90 90
ch20 149 140 130 28 590 700| 245 255 194 82 90 90
g2 142 123 84 45 565 760| 257 238 199 70 80 88
T. glomeratum g4 160 77 50 67 570 990 275 192 165 66 72 89
gl4 156 120 80 45 540 780| 271 235 195 70 79 80
g15 150 120 80 48 540 812| 265 235 195 70 78 80
i1 127 140 150 27 390 689| 242 255 265 18 12 14
i2 120 148 150 28 402 680| 235 263 265 16 13 13
i3 122 139 137 40 500 830| 237 254 252 23 27 70
i4 140 120 97 27 500 700| 245 242 249 21 30 45
. i6 130 129 134 30 467 768| 255 235 212 33 30 30
T. isthmocarpum
i7 130 120 90 33 440 698 266 264 255 37 30 40
i8 140 120 97 34 400 706| 255 271 270 37 40 44
i10 140 156 155 40 400 823| 255 235 212 40 41 44
i11 137 120 90 40 400 821| 252 235 205 32 40 44
i12 151 149 140 40 400 800| 245 235 205 44 40 44
i19 130 133 90 42 400 800| 245 248 205 40 52 47
ra 167 70 50 66 560 1000/ 282 185 165 65 70 91
. r5 160 77 50 60 570 990| 275 192 165 66 72 89
T. resupinatum
r7 132 50 34 58 623 930 247 165 149 76 84 88
r8 169 54 30 54 620 945 284 169 145 78 85 90
ri2 151 68 22 57 620 923| 266 183 137 70 84 89
T scabrum scl 150 50 30 54 618 900| 265 165 145 70 84 77
sc2 150 55 37 54 600 900| 265 170 152 70 84 77
sc3 129 57 40 61 576 1023| 244 172 155 86 90 91
T. stellatum st7 134 90 44 67 578 1000| 149 184 159 90 90 90
st8 130 90 44 67 578 1000| 145 183 159 86 90 93
t3 170 50 28 62 432 900 285 165 143 71 87 78
T. tomentosum 8 165 51 20 62 444 990| 280 166 135 76 80 80
t10 166 50 20 60 412 987 281 165 135 76 80 90
t12 157 70 47 60 400 956| 272 185 162 76 80 92
08 128 136 138 40 500 712 243 221 223 36 18 18
L. ornithopodioides 09 122 136 150 43 500 705| 245 238 265 37 20 17
0l0 130 123 99 38 510 700| 237 211 214 36 26 27
016 124 136 140 38 480 700/ 239 251 255 37 23 23
T. michelianum  Paradana 166 123 86 67 420 944| 183 190 201 77 82 90
L.S.D 0,09 1,74 0,14 1,82 0,05 2,75/ 0,31 35 2,1 1,7 1,3 1,45
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3. Discussion
3.1 La tolérance au sel durant la germination

Les résultats ont montré que ni la capacité getinani la vitesse de germination n’ont
éte affectées par le sel a la concentration 70 neMNdCl, et ceci pour la majorité des
ecotypes testés. C'est a partir de la concentratdd mM NaCl qu'on a commencé a
observer une discrimination significative des épesy en fonction de leur tolérance a la
salinité, beaucoup plus importante dans 220 mM @<INLa diminution du taux de
germination final avec l'augmentation de la concaiin saline correspond soit a une
augmentation de la pression osmotique externeucaftecte I'absorption de I'eau par les
graines et/ou a une accumulation des ionséfl&l dans I'embryon (Mwalet al, 2003). Cet
effet toxique peut conduire a I'altération des pssus métaboliques de la germination et dans
le cas extréme a la mort de I'embryon par excémd.i Tandis que le retard de la germination
des graines ainsi que la diminution de la moyermgeatmination journaliere de I'ensemble
des écotypes avec la concentration en NaCl sofigegs par le temps nécessaire a la graine

de mettre en place des mécanismes lui permettajuster sa pression osmotique interne.

Les résultats indiquent également que certainygestderl. isthmocarpumr. cherleriet
L. ornithopodioidesont arrivé a germer aux plus fortes concentratidjesNaCl avec une
diminution du taux de germination de 50% par rappdeurs témoins (0 mMJ.. cherleria
été signalée comme étant une espece tolérante @aheentrations modérées de NaCl
(Rogerset al, 2006). Du mémé. ornithopodioidesa été prélevée sur des sites salins dans
plusieurs études australiennes (Nichas al, 2007). Tandis que la tolérance de
isthmocarpuma la salinité durant la phase de la germinatioteraa résultat intéressant vu
que sont rares les études qui ont traité cettecespis-a-vis de la salinitéEn outre, les
especesT. isthmocarpum T. cherleri et L. ornithopodioidesn’ont enregistré aucune
différence du taux de germination sur 140 mM Na&@l @pport a la variété Paradana. En
revanche, sur 220 mM elles ont montré des tauxedmigation élevés a celui de Paradana
(p<0,01) ce qui prouve la supériorité des écotypetochtones par rapport aux variétés

commerciales.

Cette étude a révélé la trés faible tolérancesaliaité deT. tomentosun. resupinatum
T. arvenseT. stellatumet T. campestrgrobablement d’ordre hormonal. En effet I'acide

gibbérellique (GA) joue un role clé dans la gerrtiora Jung et Park (2011) ont démontré sur
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Arabidopsis thalianda présence d'un facteur de transcription NTL8 tdaxpression est
induite par le paclabutrazol (inhibiteur de la lithese de GA et médiateur dans la
régulation de la germination indépendamment de RAARt qu’il réprime le géne GA 3-
oxydase 1. lls ont notamment constaté que I'induactie NTL8 est élevée sous forte salinité.
Ce qui appuie I'hypothése que les signaux de $ébent la germination des graines en
réprimant la biosynthése de GA par NTL8. La faitolérance de ces espéces peut aussi étre
expliquée par leur inaptitude de mettre des méoassqui leur permettent de mobiliser les
réserves de la graine en présence de sel. Ena@fiermination demande la mobilisation des
réserves de la graine qui sont majoritairement atera glucidique chez les légumineuses.
Cette mobilisation dépend de l'activation des ereyrhydrolytiques. L'enzyme responsable
est la-amylase qui hydrolyse les glucides en sucres ksludd qui seront soumises a la graine
pour les besoins de sa croissance. L'effet de N&@Qt s’exercer sur I'activité enzymatique
elle-méme tel a été signalé par Khadidal (2004) chez le pois chiche. Ou bien elle peut
s'exercer sur le transport des produits de I'hydel des réserves vers I'embryon. Les
niveaux de tolérance a la salinité dans cette éodé généralement en accord avec d'autres
travaux. Audeet al. (2010), n'a trouvé aucune réduction du pourcentiggermination pour

T. cherleridans 100 mM de NaCl, et Rogetsal (2009) n'ont constaté qu'une réduction de
3% a 140 mM. La réduction dans cette étude de 12% dermination de I'écotype 09 te
ornithopodioidesdans 140 mM de NaCl est également similaire a rédection de cette
espece de 14% deéja signalée par Bosckial (2008) a la méme concentration saline.
Cependant, le taux de germination a 140 mMI deomentosuni69% pour I'écotype t8) est
plus élevé que celui trouvé par Rogetrsl (1997b) qui a été de 'ordre de 45% sans signaler
I'origine des semences qu’ils ont utilisé (bangeegdaines). L’écotype t8 a été prélevé d'un
site cOtier et qui peut recevoir une certaine #alid'origine marin. Il se peut qu’il existe une
relation entre la tolérance a la salinité au mondenta germination et I'écologie de I'espéce.
Cette remarque se manifeste bien pour I'écotyple s@ul qui a été prélevé du site 9 (Marina)
et qui a manifesté une bonne germination sur 220Mal@|. Dans ce sens la connaissance de
la tolérance de la salinité au moment de la gernmingeut étre une information utile mais
non suffisante pour expliquer la distribution depéres et leur développement dans les

milieux salés.
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3.2 La récupération de germination apres l'expositin a la salinité

Les expériences de transfert de graines sur mit@uaoin (0 mM NaCl) aprés
prétraitement avec du NaCl sont conduites pouriggéde mode d’action du sel sur la
germination. Les résultats montrent que les effetd d’abord de nature osmotique, du fait de
la reprise de la germination une fois que la camtieasaline a été levée. Le rétablissement de
la germination au moment du transfert a I'eau dayces I'exposition a une période de forte
salinité a été signalé plus pour les graines detgdahalophytes que pour les légumineuses
annuelles (glycophytes) (Khan et Ungar, 2001 ; Hares Eggen, 2005 ; Flowers et Colmer,
2008) d'ou lintérét de ces résultats. Néanmoines gphénomenes de toxicité dus a
I'accumulation des ions Naet CI, se sont également manifestés, comme en témoigne |
baisse de la capacité germinative, par rapportigs lEmoins (0 mM NaCl), méme apres le
retour a un milieu ne contenant pas de NaCl. @ai, on a noté une absence de reprise de
germination chez les écotypes a7, c4, g2, gl4t13,st8, t3, t8 et t10. Il se peut que le sel ait
altére les voies métaboliques de remobilisationrdssrves qui sont nécessaires au cours de
la germination. La capacité de récupérer le pougarminatif a des implications pour
I'établissement des semis dans des environnemathits,sen particulier lorsque la pluie
initiale est insuffisante pour rincer les sels deslirface du sol. Dans de telles situations, les
graines imbibées sont en mesure de survivre justpsapluies ultérieures qui permettront
l'achévement de la germination. Toutefois, ce miéoaa ne peut jouer un rdle que dans les
situations ou la surface du sol reste humide, sieengraines imbibées mourront de stress
hydrigue. Les observations de la germination régrdeMelilotus siculus(Nichols et al,
2010b) dans des parcelles de zones trés saléesppart aux moins salées, ont indiqué que
ce mécanisme est d'une grande importance chezlégtiamineuse annuelle. Cependant, des
travaux supplémentaires sont nécessaires pourndatar la signification adaptative de ce

caractere.
3.3 lons et effets osmotiques et/ou toxiques

Les effets toxiques des ions de NaCl, plutét que efeets osmotiques, semblent étre la
principale cause de réduction de la germinationégesypes et plus particulierement chez a7,
b6, c4, cl17, g2, gl4, i8, st7, st8, t3, t8 et 16ci a été prouve par leur taux de germination
plus élevé dans la solution iso-osmotique 380 mivhdanitol.
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L'augmentation marquée de Ndans les graines imbibées avec l'augmentationade |
salinité indique qu'aucune de ces espéces n'estesare d'empécher la pénétration dé Na
dans les graines. Le déclin marqué dealec des concentrations croissantes de NaCl pour |
majorité des écotypes de bocconeiT. arvensgT. stellatumT. campestrel. tomentosurat
la variété Paradana peut aussi indiquer des donmaigemembranes cellulaires et les fuites
de solutés (Munns, 2002). Par contre, les écotiylpa® et i3 deT. isthmocarpunet 09 dd..
ornithopodioidesont une capacité a réduire une telle fuite, quit @ewssi contribuer a leur
supérieure tolérance a la salinité par rapportaaures écotypes et autres especes. Un constat
qui ne s’'applique pas sur les écotypes ch5, chtf2 de I'espécé. cherleriqui bien qu’ils
ont enregistré les taux de germination sur 220 nasl plus élevés, ils ont accumulé
d’'importantes concentrations en N4 se peut que leurs graines contrdlent leur hustaisie
par la compartimentation de Naans la vacuole pour 'ajustement osmotique. Geiltat
peut expliquer en partie la faible reprise de geatibn de ces écotypes sur milieu non salin
apres traitements avec des concentrations salinesne il peut avoir un effet ultérieur sur

leur développent végétatif.
3.4 Adaptation des espéces étudiées aux sols salins

Les résultats permettent d'évaluer l'adaptation desze légumineuses fourragéres
annuelles étudiées par rapport aux sols salinsddstat a prendre avec réserve puisque pour
certaines especes un nombre restreint d’écotypés atilisé. Les écotypes ch5, ch19 et ch20
deT. cherleri 09 et 016 dé. ornithopodioidest les écotypes i1, i2, i3, i6, i10 et i12 e
isthmocarpumont les mécanismes les plus adaptés pour la saokepremieres phases du
cycle vegetatif (germination) sur des sols saliasrppport a la variété témoin Paradana. lls
n’ont subit aucune perte de pourvoir germinatifed diveaux de salinité allant jusqu'a 140
mM de NaCl et ils ont la capacité a récupérer utage pourcentage de germination aprés
exposition a 220 mM de NaCl. En deuxiéme lieu amivles écotypes scl et sc3 e
scabrumqui ont tendance a éviter la salinité dans la @laes germination. Vu qu’ils ont
enregistré une reprise presque totale de la getimmaur milieu salin aprés prétraitement
avec 140 mM de NaCl similaire a la variété Paradgnane reprise plus élevée sur 220 mM
par rapport a Paradana. La plus grande tolérarcéamypes i1, i2, i3 et 09 a la salinité est
également renforcée par leur capacité a maintesircdncentrations en'Klans les tissus des
graines, supérieures a celles des autres écotyjmedefois, T. isthmocarpumpeut étre
'espéce la plus intéressante puisqu’elle a étéaség tolérante a l'engorgement au stade
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végétatif (Roger®t al, 2009). Ce qui laisse penser dglieisthmocarpunmaura un potentiel
considérable en tant que nouvelle espéce de |éguses de paturage pour les sites salins a
tendance d’étre inonder, il reste a prouver quediat tarder le ramollissement de ses graines

et gu’elle va assurer la méme tolérance au développt végétatif.

3.5 Modéles de la germination des légumineuses aratles pastorales a graines dures

dans des environnements salins

Les écotypes ch5, chl9, ch20, i1, i2, i3, i6, il@, 09, 016, scl et sc3 ont présenté les
résultats les plus intéressants quant au taux heirggtion en présence du sel, a la reprise de
germination sur milieu non salin apres traitememtrsilieu salin et leurs teneurs en ions. On
a remarqué que la teneur en ions até plus élevée dans les graines imbibées dles ce
dures et le contraire pour les ion& Iinsi I'utilisation des traitements salins allatg 70 mM
au 220 mM de NaCl et I'étude des parametres citeslessus permettent d’imaginer un
modele de germination des graines de ces écotyresld nature et sur des zones pastorales
salines. Reste a suivre leur développement ulteriea été démontré par Karaki (2001) que
les téguments imperméables des graines les pratédgeriveaux élevées de salinité de surface
au cours des mois d'été-automne. Certaines deraggeg dures s'adoucirent pendant cette
période et sont prétes a germer avec les premmtess d'automne. Les graines dures
restantes aident a maintenir une banque de semedanssle sol et seront disponibles pour

I'adoucissement et la germination dans les saisibéigeures.

On déduit ainsi que si les niveaux de salinité $aibles, les graines perméables germent.
Si les niveaux de salinité sont trop élevés poussi la germination, deux voies peuvent
avoir lieu. Pour les especes ayant retardé l'adsecient des graines, la germination est
reportée au plus tard dans la période automneshiwesque les niveaux de la salinité de
surface des sols sont susceptibles d'étre faiblass le cas contraire, la germination des
graines permeéables, peut étre inhibée par dessdfigiques des ions spécifiques, par des
effets osmotiques, ou par les deux a la fois. Shiveau de salinité critique est dépassé, la

mort des graines peut survenir.
4. Conclusion

A partir de I'étude de I'effet de la salinité sardermination des 40 écotypes testés de 12

especes ; 14 écotypes seulement ont été sélediqmmdr étudier I'effet du sel sur la
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croissance veégeétative afin de prouver si leur catepeent vis-a-vis de la salinité pendant la
phase germinative sera respecté durant leur crmiesd.es écotypes sélectionnés sont les
suivants : ch5, ch19, ch20, i1, i2, i3, i6, i1®,i8, sc1, sc3, 09 et 016.

B. Effet de la salinité sur la croissance végétativde 14 écotypes de tréfles et lotier
1. Matériels et méthodes

1.1 Conduite de I'essai

L’expérimentation a été conduite sur 14 écotypetafte et lotier, retenus sur la base de
leur tolérance a la salinité en fonction du testgéemination. Les écotypes choisis sont
présentés dans le tableau 15. La variété Paradatiaspece annuell€. michelianuma été
choisie comme espece témaoin.

Tableau 15. Liste et origine des écotypes utilig&s caractéristiques de chaque site sont illustrée
dans le Tableau 6-Chapitre 2)

Espece Ecotype Sites % Germination sur 220 mM NaCl
ch5 S5 57
T. cherleri ch19 S19 53
ch20 S20 54
i1 S1 27
i2 S2 50
. i3 S3 41,3
T. isthmocarpum i6 6 22
i10 S10 37
i12 S12 25,3
T. resupinatum r8 S8 20
T. scabrum scl St 46
sc3 S3 49,6
L. 09 S9 48
ornithopodioides 016 S16 32

1.2 Installation de I'essai

L’'essai a été conduit sous serre avec un sol gréleva station expérimentale de Guich a
'INRA de Rabat (34°03' N, 06°46’ O). Il a duré dmvembre 2008 au mars 2009, en
conditions naturelles d’éclairement, températuragimales de 30 a 42°C et minimales de 15
a 28°C, humidité relative maximale de 80% a 95%etimale de 25% a 45%. L'essai a été
réalisé en pots de 20 cm de hauteur, de 1 litnotlane et de 16 cm de diamétre inférieur. lls
ont contenu chacun au fond une couche de grawditdat le drainage et la percolation des
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exces d’eau. Chaque pot a été rempli d’'un mélaegmurbe (1/3) et du sol (2/3) provenant
de sol du domaine Guich. Le sol appartient a lasgales vertisols. La texture est en général
argileux-limoneuse a pH 7,3 ; pauvre en matieramicge (1,5%), avec une teneur modérée
en phosphore (65 kg Mg et en potassium (159 kgHales graines pré-germées de chaque
traitement (Partie A. paragraphe 2.2 Protocoleadenmation) ont été repiquées dans les pots
a raison de 8 par pot. Des irrigations fertilisamg&gulieres ont été effectuées afin d’avoir un
bon départ végétatif. La solution nutritive de basela solution de Hoagland (Karmoker et
Van Steveninck, 1978) (Annexe 3). Un éclaircissa@gté réalisé au stade quatre feuilles pour
n'en garder que 4 plantules a la fin, évitant alastompétition inter-plantes. L’application
des traitements salins a commencé au stade 4efeaillec I'eau additionnée de NaCl : OmM
(ttmoin), 140 mM et 220 mM. Pour éviter les chosmotiques, I'addition de NaCl a été
fractionnée dans les pots de culture jusqu'a lotid@ de la concentration de sel
correspondant au traitement désiré a raison de [fjowr. Un lessivage périodique a été
effectué pour éviter tout dép6t de sel, en lavémagoe pot a I'eau distillée, 20 jours apres

I'application de lirrigation saline.

Le dispositif expérimental a comporté 45 traiteradi6 écotypes x 3 niveaux de salinité)
avec trois répétitions randomisées soit 135 paschoix des niveaux de salinité a été justifié
par les concentrations tres variables des eauxigdiiron dans les périmetres irriguées au
Maroc (Lahlouet al, 2002). L'application du stress salin a été sé@lia partir de 1a°8°

semaine qui a suivi I'installation. L'essai a ddBsemaines depuis I'installation.
1.3 Mesures effectuées
1.3.1 Surface foliaire des plantes

A la fin de la période expérimentale, deux plamaspot ont été choisies au hasard pour
mesurer la surface foliaire (cm?2) par plante. Elété déterminée en utilisant un senseur
hémisphérique I'analyseur de couvert L.A.l (LeakArnndex) (LI-2000 LICOR Biosciences,
Lincoln, NE).

1.3.2 Indice de succulence

La succulence désigne la propriété qu'ont certguastes d'hypertrophier certaines de

leurs parties aériennes (tiges et feuilles) afinstibcker de I'eau quand celle-ci est difficile
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d'accés dans les habitats ou vivent ces plantescii@rement quand les sols développent
une contre pression osmotique suffisamment imptatgour s'opposer a l'absorption
racinaire de I'eau comme c'est le cas des sols. 4diédice de succulence est déterminé par
le rapport du contenu en eau de la partie aérietrae la surface foliaire totale selon la

formule proposée par Oberal. (2005).
IS (g.cm?) = (MF — MS) / SF

MF : masse de matiere fraiche (g)
MS : masse de matiere seche (g)
SF : surface foliaire totale (cm?)
2.3.3 Taux de croissance relative
Pour apprécier I'effet du sel sur I'activité bioflyétique, le taux de la croissance moyenne
relative (CMR) des parties aériennes a été cakuides différents milieux de culture. Il a été

calculé d’'apres Diegetal. (2005) selon la formule suivant€€MR = [Ln(H tg_ It_ln(H )]

Hy= Hauteur de la plante (cm) au temps t1

Hy,= Hauteur de la plante (cm) au temps t2

1.3.4 La production de biomasse

A la récolte, les racines ont été rincées délicatem I'eau distillée pour les éliminer de
leur substrat. Ensuite, les plantes ont été sépamégarties aériennes et racinaires et pesées
immédiatement pour la détermination du poids frags.matiere seche a été déterminée en

pesant les échantillons aprés séchage a 60°C peflapures.

1.3.5 Caractéristiques hydriques de la plante

* Teneur relative en eau

La teneur relative des feuilles en eau (TRE) adétérminée par la méthode décrite par
Inoueet al (1993) aprés 4, 8 et 12 semaines de I'applicatiotraitement salin. Les feuilles
de deux plantes par pot ont été coupées a la hadiende et pesées immédiatement pour
obtenir leur poids frais (PF). Ces feuilles ont &&mpées par la suite dans de I'eau distillée
pendant 24 heures a une température de 5°C. Eikesété essuyées pour éliminer I'exces
d’eau a leur surface puis pesées de nouveau paeniolie poids de la pleine turgescence
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(PPT). Les feuilles ont été enfin mises a I'étu\808C pendant 24 heures et pesées pour avoir
leur poids sec (PS). La turgescence des feuilété déduite par la formule suivante :

TRE= (PF-PS/PPT-PS) x 100.
* Potentiel osmotique

Des jeunes feuilles de chaque échantillon et dgush&raitement ont été coupées au début
de I'expérience puis apres 4, 8 et 12 semainesagplication du traitement salin et mises
immédiatement dans l'azote liquide et conservée30aC. Le potentiel osmotique a été
mesuré par des psychrometres (L-51, Wescor, USdg.feuilles ont été décongelées en les
placant a 20°C. Le papier filtre imbibé de sevegptasmique provenant des cellules éclatées
des feuilles a été mis dans la chambre psychragoétriLa lecture en microvoltmetre
(transformé en Méga pascal (MPa), a été effectué amicrovoltmétre HR-33T dew point
(Wescor, USA) aprées une période de 15 a 20 mnoge€mécessaire a la stabilisation de la

température dans la chambre du psychrometre.
1.3.6 Conductance stomatique

Le stress salin induit un stress hydrique. La Warmade la conductance stomatique est
dictée par l'ouverture et la fermeture des stoma&néralement, lorsqu’une plante est
induite en stress hydrique, elle enregistre unelgctance stomatique inférieure a celle des
plantes témoins, montrant ainsi une réduction deataspiration due au manque d’eau. Ainsi,
la conductance stomatique est un indicateur du deuttanspiration foliaire, et un parametre
de I'état hydrique de la plante. Elle a été mesar€aide de I'analyse par infrarouge par le
LICOR (LI-6400, LICOR Inc, Lincoln, NE, USA). Un apreil portatif utilisant une
technique de mesure en circuit fermé du taux deod&sance du COpar spectrométrie
différentielle (IGRA avec un circuit de référenans CQ). La conductance stomatique est
exprimée en mmoles mi’s’. Trois mesures ont été effectuées par feuille qGaanesure
correspond a la moyenne des valeurs de l'intedsittfanspiration pendant 40 secondes. Les
mesures ont été effectuées sur la feuille quiiest téveloppée. La conductance stomatique a
ete déterminée dans la méme journée et sur les snplaetes que le potentiel osmotique

foliaire.
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1.3.7 Effet du sel sur I'absorption ionique

Le suivi de la teneur en ions Net Cl ainsi que du Kau sein des écotypes testés, permet
de comprendre 'aptitude particuliére a utilises a@ns pour I'ajustement osmotique. Les ions
Na', K et Cl ont été analysés a la fin de la période expérineedens les parties aériennes et
racinaires des plantes. La concentration dea@té mesurée par coulométrie (chloridometre
Buchler Cotlove), sur le produit d’'une extractioriraid dans HNQ 0,1 N (Begumet al.,
1992). Les concentrations des ions ¢ Nd ont été dosées par photométrie de flamme en
émission (Jenway Ltd, modéle PFP7; Essex, Royauniesdlon Glenretal. (1994). Ensuite
le rapport K/Na" a été calculé. L'objectif du calcul de ce rappest la désignation de la
croissance de la plante. Il a été suggéré queuielseu rapport K/Na" des plantes soumises
a la salinité traduit une croissance normale. Luestg ratio égale 1 ou plus, ceci signifie que
la plante peut sélectionner plus de potassium quesadliium afin d’éviter la toxicité de
sodium (Wyn Jonest al, 1989).

1.3.8 Teneur en sucres solubles

Le dosage des sucres solubles totaux a été détenpain la méthode de Schields et
Burnett améliorée par Buysse et Merckx (1993). A i) de matiere fraiche aérienne, on a
ajouté 3 ml d’éthanol & 80%. L’ensemble a été raissdun bain Marie a 80 °C pendant 30 mn
pour faire évaporer I'alcool. Aprés refroidissemdnml de I'extrait a été prélevé auquel on a
ajouté 1 ml de solution de phénol a 5%. Aprés Hgitasoigneuse, on a ajouté 5 ml d’acide
sulfurique puis on a proced® une agitation rapide (agitateur vortex). L'enskemd éte
maintenu pendant 45 mn a 5°C puis incubé pendaninB0a l'obscurité. Les mesures
d’absorbance ont été effectuées a une longueudd®de 485 nm. Les résultats des densités

optiques ont été rapportés sur une courbe étawsutes solubles (exprimée en glucose).
1.3.9 Teneur en Proline

La méthode utilisée est celle de Rascio (1992)0@8 rhg de matiére fraiche aérienne on a
ajouté 2 ml de méthanol a 40%. L'ensemble a ét&ppiB85°C dans un bain marie pendant
une heure. Apres refroidissement, on a prélevédbniextrait auquel on a ajouté 1ml d’acide
acétique, 25 mg de ninhydrine et 1ml de mélang® (hR2d'eau distillée + 300 ml d’acide
acétique + 80 ml d’acide orthophosphorique de dérisi’). La solution obtenue a été portée

a ébullition pendant 30mn. Une fois la couleur r@ \&u rouge, on a refroidit et on a ajouté 5
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ml de toluene. Deux phases se séparent : la plhasgeieure contient la proline et la phase
inférieure sans proline. Aprés avoir récupérer Hage supérieure (colorée en rouge), on a
ajouté du NaS@afin d’éliminer 'eau qu’elle contient. La densitptique a été lue a une

longueur d’ondes de 528 nm. Les valeurs des densfiiques obtenues ont été rapportées
sur une courbe étalon établie a partir d'une sd@eiesolutions de concentrations connues en

proline.

1.3.10 Analyses statistiques

Le programme Systémes d’Analyses Statistiques (8KS, Cary, North Carolina, USA)
a été utilisé pour réaliser les analyses de laamad, la comparaison des moyennes et les

corrélations.

2. Résultats

2.1 Surface foliaire

On rappelle que les écotypes testés appartienrazg aspeces différentes, ce qui fait que
naturellement la surface foliaire (SF) differe dtuespéce a l'autre (méme si dans un milieu
non salin). Ainsi on va parler de la réduction deslirface foliaire sous concentration saline

pour chaque écotype par rapport a son témoin digunmion salin (0 mM).

L’'analyse de la variance de la SF montre un effés tsignificatif (p<0,001) de
I'interaction écotype et salinité. La figure 11 régente I'effet du NaCl sur la SF des écotypes
étudiés. Sur milieu non salin, les SF sont plusartgmtes et variables entre les écotypes. La
SF la plus élevéex(9 cm?) a été observée chez les écotypes i2 et iB. dsthmocarpum
L’effet dépressif de sel s’est manifesté des laadnsyenne de NaCl (140 mM). A ce niveau
de traitement, la diminution de la SF des écotypestoutes les espéces) par rapport a leurs
témoins (0 mM), a été comprise entre 3,85% et 32AX% concentration 220 mM de NaCl,
la diminution par rapport a leurs témoins (0 mMjlevenu encore plus accentuée et elle a

varié entre 22% et 82%.

Bien que I'écotype i3 ait présenté une grande SHa@port aux autres écotypes dans le
milieu non salin, il a été le plus affecté par ¢entcainte saline sévere. Un stress moyen ne lui
a diminué la SF que de 11% alors qu'une concemratie 220 mM a provoqué une

diminution de l'ordre de 70%. Les écotypes ch1@h&0 ont manifesté les plus grandes
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réductions aussi bien sur 140 mM que 220 mM en muoye30% et 70% respectivement.
Malgré que les écotypes scl et sc3 ont eu la Phutapetite (par nature de I'espece), ils ont
enregistré la moindre réduction de celle-ci pous ldeux traitements salins avec
respectivement 4,3% et 16,9% en moyenne. La vaPigtédana n’a pas été significativement
(p>0,05) touchée par le traitement 140 mM par epetle I'a été sur 220 mM de l'ordre de
75% (p<0,01). Chez les écotypes 016 et i10 eng#ua diminution de la SF, on a observé au
traitement le plus stressant une diminution du nemiotal des feuilles et une chute
prématurée par sénescence. Ainsi, L'effet de laigak’est traduit par une réduction de la

croissance et de la taille de la surface verte.
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Figure 11. Variation de la surface foliaire des écotypes rédélet et de lotier soumis a différentes
concentrations de NaCl: 0 mNE); 140 mm @) et 220 mM ). Les valeurs représentent la
moyenne de 3 répétitions + I'écart type
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Figure 12 Variation de l'indice de succulence foliaire désotypes de tréfle et lotier soumis a
différentes concentrations de NaCl: 0 mid)( 140 mm B) et 220 mM ). Les valeurs
représentent la moyenne de 3 répétitions + |'dypd

2.2 Indice de succulence
L’analyse de la variance de l'indice de succule&@ montre un effet significatif
(p<0,01) de linteraction écotype et salinité. Bpposition a la SF, qui a diminué a 140 mM
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de NacCl, I'lS foliaire des écotypes étudiés a auggau niveau de ce traitement (Figure 12)
traduisant une nette amélioration de I'hydrataties parties aériennes. Avec I'augmentation
du stress salin, le comportement génotypique dediiérent. En effet, pour la majorité des
ecotypes, I'lS a continué d’augmenter jusqu’a lacemtration 220 mM de NaCl. Pour
d’autres comme scl, sc3 et 09 I'lS a diminué aimpdet 140 mM de NaCl mais les valeurs
obtenues en 220 mM sont toujours supérieures asceblservées chez les témoins. De plus,

les écotypes qui ont connu une grande réductida 8€ ont enregistré I'lS le plus éleve.

2.3 Dynamique de croissance

La figure 13 montre que le taux de croissance mogeglative (CMR) est trés sensible a
la salinité du milieu de culture. L'analyse de &ade montre que linteraction écotype-
traitement est significative (p<0,01). En compatasttrois concentrations salines on constate
que généralement le CMR enregistré en T1 (apres siemaines de I'application du stress)

est le plus élevé et il diminue a partir de T2 ¢apt semaines de I'application du stress).

L’écotype 09 n’'a pas réduit son CMR a T1 et ceairdes deux traitements salins par
rapport au milieu 0 mM de NaCl. A T2, il semble dadraitement 220 mM lui engendre un
taux de croissance plus important que le traiterdd® mM. Ensuite il garde un taux de
croissance constant. Les écotypes i2, i3 et i6 samstress 220 mM de NaCl ont présenté
une augmentation de CMR durant T1, puis ils ontlgam CMR identique au traitement 140
mM de NaCl. Les écotypes scl et sc3 ont eu le CRdins touché par le stress salin aussi
bien pour 140 mM et 220 mM de NacCl tout en gardemCMR constant des T2. La variété
Paradana n’'a pas été séverement touchée partnteait 140 mM par contre sur 220 mM
elle a réduit significativement (p<0,05) son CMRe@awne moyenne de 57% par rapport au O
mM NaCl. Tandis que le CMR des autres écotypesnandié des T1 d’une fagon significative

(p<0,05), dans les deux milieux salins par rappannilieu non salin (0 mM).
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Figure 13. Evolution du taux de croissance moyaetaive (CMR) des écotypes étudiés en fonctiotade
durée du stress salin, T1 (2 semaines aprés lagtigh du stress), T2 (2 semaines apres la mesuré)eet
T3 (4 semaines apres la mesure en T2). Les valeprésentent la moyenne de 3 répétitions * |'éypst
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Figure 13 (suite). Evolution du taux de croissanmy/enne relative (CMR) des écotypes étudiés en
fonction de la durée du stress salin, T1 (2 sersapees I'application du stress), T2 (2 semainessap
la mesure en T1) et T3 (4 semaines apres la mesuf). Les valeurs représentent la moyenne de 3

répétitions + l'écart typs © OMM #— 140mM 220mM

2.4 Matiere seche aérienne

L’action inhibitrice de NaCl sur la croissance gesties aériennes s’est manifestée par
une réduction de la matiere seche aérienne (MSAplI€RBu 16). L'analyse de variance a
indiqué un effet interactif significatif entre Iésotypes et les traitements utilisés (p<0,001).
Sous irrigation 0 mM et 140 mM NaCl, I'espete isthmocarpun(il et i2) et la variété
Paradana ont produit les quantités les plus élee@ddSA, ayant respectivement 27,93 g et
28,79 g (0 mM) et 22,34 g (i2) et 23,83 g (140 mRgpendant sous stress sévere (220 mM
NaCl) Paradana n’a pas pu maintenir le méme compenrt avec un taux de réduction de
64% par rapport a son témoin. On remarque égalesogistce stress que le taux de réduction

le plus important a été enregistré chez les écetghb, ch19, ch20 et r8 en moyenne de 68%.
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Tableau 16 Variation de la matiere seche (g) des partiecemées (MSA) et racinaires (MSR) en
fonction des traitements 0 mM (C1), 140 mM (C2)280 mM (C3) prises a la fin de l'essai. Les
valeurs d’'une méme colonne suivie de la méme latrdifférent pas au seuil de 5% selon le test de
L.S.D.

. MSA MSR
Especes Ecotypes
C1l C2 C3 C1 C2 C3
chb 16,42b 7,88c 6,12¢ 4,02c 3,18c 3,00c
T. cherleri ch19 18,78b 7,14c 5,36 557c 365c 3,73c
ch20 16,98 b 9,23c 6,31¢ 4,86c 342c 2,77c
il 28,86a 20,69a 13560 7,32b 7,21b 7,21b
i2 2245b 22,34a 18544 10,24a 10,08a 8,10a
) i3 19,38b 17,27 b 14,660 9,07a 9,00a 8,97 a
T. isthmocarpum )
i6 19,10 b 16,99b 10,218 7,53b 6,25b 6,00b
i10 19,.86b 17,69b 12,38h 7,12b 7,02b 6,02b
i12 27,00a 19,68b 9,38¢c 8,02a 6,17b 7,00b
T. michelianum Paradana 28,79 a20,83a 9,14¢ 593c¢c 5,09c 321c
T. resupinatum r8 21,00b 10,69c 9,00 7,00b 3,00c 3,77cC
scl 6,02c 425c 3,83c¢ 3,72c 3,66c 2,00c
T. scabrum
sc3 585c 402c 407c¢ 462c 3,28c 3,00c
L. ornithopodioides 09 21,93 b 19,20b 13,69k 9,54a 4,10c 3,10c
0l6 21,75b 16,02b 13,780 7,87b 3,00c 3,00c
LSD 05 8,09 5,67 1,83 1,20 1,7 0,78

En comparant les écotypes au sein de chaqgue espé&omstate que :

Pour T. isthmocarpumet sous le régime sans sel, tous les écotypes roduip des
guantités en MSA proches statistiguement. Aloregutonditions stressantes, ils ont réagi
différemment. L’écotype i2 est nettement plus théret ceci pour les deux niveaux de stress
avec une réduction de 9% et 28,3% respectivemani4d mM et 220 mM de NaCl par
rapport au milieu 0 mM. Les taux de réduction héisstress 140 mM ont été aux alentours de
11% pour i3, i6 et i10 de 23,2 % pour i12. Aloreur milieu salin sévere, i12 a été le plus
sensible avec 61% de réduction de production en M&Arapport a sa production sous 0
mM.

PourT. cherleritous les écotypes ont montré des 140 mM de Na€léduction de MSA

supérieure a 50%.

Pour L. ornithopodioidesen absence du sel et sur milieu moyennementsatrte®9 a
produit une quantité élevée en MSA par rapport@& &h conditions du stress séveére ils ont

eu une production en MSA non différente statistigast.
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Pour T. scabrum on constate que c’est I'espéce qui a produit ndre MSA sous
conditions non salines. Pourtant sa réduction slieursalin sévére 220 mM est la plus faible
en moyenne 30%. Les moyennes de la production@ndsise sous irrigation salée moyenne

et sévere ont éteé statistiqguement équivalentes sesb LSD.

2.5 Matiére séche racinaire

L’analyse de la variance a révélé un effet sigatffc(p<0,01) de I'interaction entre les
écotypes et les traitements utilisés pour la pridacen matiére séche racinaire (MSR).
Toutefois, la production en MSR a été moins affeqtér la salinité que la MSA (Tableau 16).
Les taux de réduction n’ont pas touché 50%, sauf poornithopodioideschez qui on a noté
une forte réduction de MSR sous les deux irrigatisalines de 64% en moyenne par rapport
a son témoin (0 mM NacCl). Un autre résultat intéaes a noter est que sur milieu sévérement
salin les écotypes i1, i2, i3, i6 et i10 de isthmocarpumont développé des MSR
statistiqguement identiques a celles enregistréed suM NaCl. Les écotypes ch19, ch20 et r8
ont vu leur MSR réduite de 42% en moyenne sur 2RONaCI par rapport a leurs témoins (0
mM NacCl).

2.6 Teneur relative en eau des feuilles

L'effet du temps sur la teneur relative en eaufel@iies (TRE) est non significatif pour le
traitement non salin (0 mM) et significatif (p<0)Odour les traitements salins (140 mM et
220 mM de NaCl). L'analyse de la variance rével@argent un effet interactif significatif

écotype-salinité (p<0,01).

En comparant tous les écotypes on constate quedp&cesT. cherlerj la variété
Paradana et les écotypes i3 et il0rdésthmocarpunont maintenu leur TRE constante tout

au long de 'essai sous les deux types d'irrigation

Au sein des écotypes de isthmocarpumle classement des moyennes selon le test LSD a
révélé la supériorité des écotypes il, i3 et iGsiabgen sur milieu témoin que les milieux
salins (Figure 14). Cependant, la TRE des feudlééminué au fur et a mesure que la salinité
s'est accentuée. Ainsi au début de l'essai, la nrmeyde la TRE des écotypes testés a été de
I'ordre de 80 % sur milieu témoin (0 mM), 72% sd0InM et 62 % sur 220 mM de NaCl.

Au milieu de I'expérience (T2), la TRE des feuiltlss plantes modérément stressées :
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Figure 14. Teneur relative en eau des feuilles (PREle quinze écotypes de trefle et de lotier sous
les différents régimes salins : a (0 mM NacCl), BqInM NacCl) et ¢ (220 mM NacCl) prise en trois
temps différents T1 (4 semaildy T2 (8 semain®) et T3 (12 semainld). Les valeurs
représentent la moyenne de 3 répétitions + |'dypd

(140 mM) a chuté sauf chez I'écotype i6. Tandis l@e®type i12 a enregistré sur ce méme
milieu la valeur la plus faible (45%). Toutefoispys les autres écotypes la TRE n’'a pas
diminué au dessous de 50% a la fin de la périopérenentale (T3). Le stress salin sévere
(220 mM) a entrainé une chute graduelle de la TRE ptteindre a la fin du traitement salin
(T3) sa valeur la plus faible chez i12 (30 %) eplias élevée chez il (51%). En moyenne, la
TRE des écotypes a été réduite de 40% par rappaonileeu 0 mM de NacCl.
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Pour T. scabrum I'écotype sc3 a manifesté une résistance imptatanlia salinité par
rapport a scl sur milieu salin modéré (140 mM) quissa TRE est statistiguement identique
a celle enregistrée sur milieu non salin. En glasmontré sous stress salin sévére des valeurs

importantes et constantes tout au long de I'essai.

T. resupinatunma enregistré la TRE la plus faible par rapport auttes espéces a la fin de
la période expérimentale sous les régimes salies; @an moyenne une réduction de 64% par

rapport au milieu non salin.

L. ornithopodioides 09 s'est averé plus résistant au stress salsgpiia montré une
bonne aptitude d’ajustement d’hydratation. Mémeedi écotype a enregistré une TRE plus
faible en T1 par rapport a I'écotype 016 sous kesxdraitements salins, il a été capable de
maintenir sa turgescence en eau constante toudwas de la période expérimentale. A la fin
des deux traitements salins, les valeurs moyenaélRE sont statistiquement proches 49%
en 140 mM de NaCl et 43 % en 220 mM de NaCl, avexreduction de 28 % en moyenne

par rapport au traitement non salin.
2.7 Potentiel osmotique

L'évolution du potentiel osmotique (PO) en fonctiun temps est significatif (p<0,001).
L'analyse de la variance révele également un dfiteractif significatif écotype-salinité
(p<0,01).

Sous le traitement non salin (Figure 15a), le Plaife reste constant tout au long de la
période expérimentale pour la totalité des écotypestefois les écotypes chl9, ch20 et r8

ont enregistré un PO foliaire faible par rapport autres écotypes.

Sous le traitement salin modéré (140 mM NacCl), tessécotypes ont vu leur PO chuter
mais a des degreés différents (Figure 15b). Au dédbutessai (T1), les écotypes i2, i3, i10,
scl et sc3 ont enregistré les PO foliaires les @leges en moyenne de -1,09 MPa. Alors que
r8, 09, 016 et Paradana ont manifesté les PO redides plus faibles en moyenne de -2,01
MPa. Au milieu de I'essai (T2) le PO a décru séhdzles écotypes i2, i3, i10 et sc3. A la fin
de l'essai (T3) le PO a décliné chez tous les ¢astyCependant ce sont les écotypes ch5,
ch19 et ch20 qui ont réduit le moins leur PO papoat a T1 avec seulement 20% de

réduction en moyenne.
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Figure 15. Potentiel osmotique (MPa) des écotymetrafle et de lotier sous les différents régimes
salins : a (0 mM NacCl), b (140 mM NaCl) et ¢ (22MmMlaCl) prise en trois temps différents T1 (4
semaindsl), T2 (8 semaindl) et T3 (12 semainld). Les valeurs représentent la moyenne de 3
répétitions + I'écart type

99



Chapitre 3. Etude de Ceffet de la salinité sur la germination et [a croissance végétative de différents écotypes de trifle et lotier

Sous le traitement salin sévére (220 mM), la chut®O en fonction du temps a été plus
rapide et importante qu’en 140 mM (Figure 15c). féfais, on constate que I'écotype 09 a
enregistré des valeurs statistiquement identiqguesu& du traitement 140 mM de NacCl. Le
PO de r8 a diminué d’autant plus avec une rédua®m®0% par rapport a son témoin sur
milieu non salin en T3. Comme dans l'essai 140 nid8, écotypes i2, i3, i6 et i10 ont
enregistré le PO foliaire le plus élevé. La varieggadana a manifesté une grande chute de
son PO a la fin de la période expérimentale deltede 92% par rapport au traitement non

salin.

2.8 Conductance stomatique

2.8.1 Comportement des écotypes en fonction desiteaments

La figure 16 présente la variation de la conduaastomatique des feuilles (CS) prise en
trois temps différents tout au cours de I'essaanalyse de la variance ne montre pas d’effet
significatif de l'interaction écotype-salinité, tefois I'effet de traitement est significatif
(p<0,01). Les plantes stressées ont eu une CSenféra celle des plantes témoins (sous 0
mM de NaCl) montrant ainsi une réduction de ladparation. La CS a décru tout au long des
traitements salins. Sous stress salin modéré (IM), hes plantes stressées ont vu leur CS
décroissante progressivement depuis le début dentrant salin jusqu’a la fin de I'essai. Sous
traitement salin sévere (220 mM de NaCl) et poundgorité des écotypes les valeurs de CS
ont régressé entre T1 et T2 et ont resté statestigmt proches jusqu’a la fin de la période
expérimentale (T3) ou elles ont gagné presque Ewmen valeurs que celles obtenues sous
140 mM.
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Figure 16. Conductance stomatique CS (mmgD ki2s’) des écotypes de tréfle et de lotier sous les
différents régimes salins : a (0 mM NacCl), b (14 idaCl) et ¢ (220 mM NacCl) prise en trois temps
différents T1 (4 semain<h), T2 (8 semain®) et T3 (12 semainl}). Les valeurs représentent la
moyenne de 3 répétitions * |'écart type

2.8.2 Relation entre la conductance stomatique et potentiel osmotique

Etant un parameétre de I'état hydrique de la pldat€S pourrait ainsi donner une idée de
I'état hydrique de la plante. D'ou l'intérét d’éied sa relation avec le PO. Les valeurs de la
CS sont significativement corrélées au PO (p<0,8bus les conditions salines, les plantes
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ont montré une diminution de leur PO associée adiméution de la CS moins prononcée

que celle enregistrée chez les plantes non steéSiggire 17).
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Figure 17. Corrélation de Pearson entre la condoetatomatique (CS en mmol,® m'zs'l) et le

potentiel osmotique¥( en MPa) pour les différentes especes sous laxeliffs régimes salins : 0 mM
NaCl(=), 140mM NacCl¢) et 220 mM NaCla), avec r=0,35** (traitement témoin) et r=0,47**
(traitement salin)

2.9 Teneur en ions

La culture sous irrigation saline entraine un dmnssement des racines et des parties
aériennes en Nat CI, avec généralement un excés d'accumulation dancptr rapport a
I'anion (Tableau 17). On constate également gueeutaulation des deux ions est plus
importante dans les parties aériennes que lesesgaain ceci pour tous les écotypes testés. La
seconde manifestation du stress salin est uneebsigsificative des teneurs en Kans les

deux parties face a I'accumulation de BtaCI .
a) Evolution de la teneur en sodium (N9 partie aérienne

Sur milieu non salin aucune différence significativa été enregistrée entre les écotypes
testés. Cependant sur les milieux enrichis en Ne€te difference a devenu significative
(p<0,01) et a augmenté avec l'augmentation de haecdration en NaCl. On note que les
especesT. isthmocarpum T. scabrumet L. ornithopodioidesont accumulé la méme
concentration en Naen moyenne 1,16 et 1,33 mmol/g MS respectiversentl40 mM et
220 mM NacCl.Toutefois, cette derniére reste moins importante cglle accumulée par la
variété Paradana. Alors que la forte accumulat®iNd a été enregistrée chez les espdces
cherleri et T. resupinatumparticulierement dans la partie aérienne sousldéex traitements

salins avec en moyenne 3,67 mmol/g MS.
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b) Evolution de la teneur en chlorure CI)

Méme si les espécds isthmocarpunet T. scabrumont accumulé des concentrations en
Na’ statistiquement identiqueslLa ornithopodioides cette derniére a accumulé plus dé Cl
avecl,82 mmol/g MS sur milieu 220mM NacCl. La variétér&tana a été classée dans le
méme groupe que les espétessthmocarpunet T. scabrunsous l'irrigation 140 mM NacCl.
Toutefois c’estT. isthmocarpumqui a enregistré les faibles concentrations en(saluf
I'écotype i12) sous le traitement salin 220 mM. dianque Paradana arrive en dernier lieu
avec une forte accumulation a cétéldeherleriet T. resupinatunfen moyenne 2,86 mmol/g
MS).

c) Evolution de la teneur en potassium (K

En absence de sel les concentrations éndé& tous les écotypes sont statistiquement
proches. Sous les deux traitements salins ; uregdégupériorité de la teneur e ghez les
écotypes i2, i3 et i10 dE. isthmocarpuna été décelée par rapport aux autres écotypess sui
deT. scabrunet Paradana. En dernier lieu se sont placésnithopodioidesT. cherlerietT.

resupinatum
d) Rapport des fractions ioniques K / Na

Le Tableau 17 donne le rapport des fractions icesgki/ Na~ dans les racines et les
parties aériennes en fonction de la concentratiorNaCl. Le rapport K Na' traduit la
sélectivité de la plante. Les résultats ont momué les écotypes avec de plus fortes
concentrations en Nadans leurs parties aériennes ont eu les rati@sienfs. On a noté
surtout pour les deux parties aériennes et raeisaia sélectivité en faveur dé Kui a chuté
particulierement sous stress seévere. Quoique,rddesoécotypes i2, i3 et i10 qui ont présenté

le rapport K/Na' le plus élevé.
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Tableau 17. Concentrations (mmol/g MS) des ion§ Ka et CI des parties aérienne (A) et racinaires (R) et ppae de sélectivité KNa" de la partie

aérienne des quinze écotypes, mesurées a la fanpiriode expérimentale pour les différents tragets. Les moyennes de la méme colonne suiviea de |

méme lettre ne sont pas significativement difféeratu seuil de 5% du test LSD.

@ OmM de NaCl 140mM de NaCl 220 mM de NaCl

s Na"’ o} * e Na" o} e Na" (o} * e

ugj A R A R A KiNa A R A R A KiNa A R A R A KiNa
chs 1,19a 0,06a0,25a 0,14a 1,07a0,94a 0,90b | 1,44a0,86a 0,70a 0,83a 0,98b 0,84a0,68b | 3,47a2,63a 2,43a 2,32a 0,38c0,26b 0,11d
ch19 1,19a 0,09a0,20a 0,10a 1,06a0,88a 0,89b | 2,14a0,74a 0,75a 0,87a 0,76¢c 1,03a0,36¢c | 4,17a2,77a 2,38a 2,28a 0,16c0,45a 0,04d
ch20 1,14a 0,11a0,22a 0,10a 1,07a0,91a 0,94b | 1,69a0,83a 0,77a 0,88a 0,83c 0,66b0,49c | 3,72a2,86a 2,40a 2,28a 0,23c0,08c 0,06d
i1 1,16a 0,08a0,20a 0,10a 1,06a0,89a 0,91b | 1,12b0,60a 0,45b 0,39b 0,98b 0,55c¢0,88b | 1,23b0,50b 0,70c 1,07b 0,90b0,46a 0,73ab
i2 1,05a 0,05a0,18a 0,15a 1,57al1,0la 1,50a | 1,12b0,57a 0,45b 0,27b 1,36a 0,95a1,21a | 1,19b0,16b 0,96c 2,41a 1,14a0,79a 0,96a
i3 1,07a 0,04a0,17a 0,15a 1,52a0,94a 1,42a | 1,17b0,64a 0,47b 0,25b 1,32a 0,85a1,13a | 1,36b0,83b 0,66c 1,04b 1,21a0,74a 0,89a
i6 1,14a 0,08a0,21a 0,10a 1,08a0,91a 0,95b | 1,96a0,82a 0,73a 0,22b 0,98b 0,63b0,50c | 2,32a1,91a 0,52c 0,41b 0,87b0,52a 0,38c
i10 1,07a 0,05a0,18a 0,15a 1,09a0,96a 1,02b | 1,19b0,57a 0,43b 0,36b 1,28a 0,66b1,08a | 1,38b0,76b 0,62c 1,06b 1,17a0,55a 0,85a
i12 1,02a 0,05a0,18a 0,17a 1,10a0,94a 1,0b 1,21b0,59a 0,43b 0,30b 0,96b 0,76b0,79b | 1,40b0,78b 1,17b 2,36a 0,85b0,65a 0,61b
Paradana| 1,07a 0,10a0,16a 0,12a 1,01a0,67a 0,94b | 1,48a0,72a 0,58b 0,25b 0,91b 0,39d0,61b | 3,22a2,75a 2,61a 2,47a 0,70b0,18b 0,22c
r8 1,17a 0,09a0,16a 0,12a 1,21a0,65a 1,03b | 1,57a0,82a 0,76a 0,29b 0,99b 0,49c0,63b | 3,33a2,85a 3,49a 2,44a 0,78b0,28b 0,23c
scl 1,10a 0,07a0,18a 0,13a 0,91a0,96a 0,83c | 1,15b0,66a 0,33b 0,44b 0,87b 0,79b0,76b | 1,28b0,79b 1,34b 0,96b 0,27c0,41a 0,21c
sc3 1,14a 0,08a0,19a 0,14a 0,86a0,91a 0,75c | 1,19b0,63a 0,34b 0,29b 0,90b 0,74b0,76b | 1,32b0,66b 1,37b 2,32a 0,30c0,46a 0,23c
09 1,15a 0,07a0,12b 0,08a 0,81a0,61a 0,70c | 1,18b0,73a 0,67a 0,47c 0,79c 0,10d0,67b | 1,40b0,58b 1,88b 1,64a 0,76b0,49a 0,54b
016 1,03a 0,06a0,16a 0,12a 0,98a0,64a 0,95b | 1,15b0,73a 0,63a 0,46b 0,80c 0,30d0,70b | 1,35b0,42b 1,76b 1,92a 0,68b0,45a 0,50b
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2.10 Teneur foliaire en sucres solubles totaux eh¢roline

L’interaction écotype-traitement est significatiyff<0,001) pour la teneur en sucres
solubles totaux et non significative pour celle gnline. Leur variation avec le temps est

également significative (P<0,001).

Les plantes soumises aux deux stress salins oduiprplus de sucres solubles totaux
(SST) que celles sous irrigation non saline. Auudléle I'essai, les concentrations en SST
(Figure 18) varient en moyenne entre 21,4 mg/g &esMr milieu témoin, 35,6 mg/g de MF
sur 140 mM NaCl et 54,5 mg/g de MF sur 220 mM Na@l milieu de l'essai, les
concentrations ont augmenté en moyenne de 36%1gumM et 52% pour 220 mM NacCl
par rapport au témoin. Avec la progression du terojest I'espécd. scabrumqui a montré
les concentrations en SST les plus élevées tolanaude I'essai pour les deux stress salins. A
la fin des essais salins elle a enregistré en ey mg/g de MF. Au contraird,.
resupinatumest celle qui a eu la faible accumulation des S8&Tmilieux salins, avec en
moyenne 56,5 mg/g de MF. Les autres espéeces orttémbes valeurs intermédiaires. A noter
qgue les écotypes i1, i2, i3, i10 et la variété Bana ont gardé les valeurs des concentrations
en SST statistiguement stables entre T2 et T34uniM de NacCl.

Les teneurs foliaires en proline (Figure 19) omgraanté en fonction du temps pour les
trois types de traitement. Toutefois I'évolutiogté beaucoup plus importante pour les essais
salins. On a passé de 8 mg/g de MF a 12 mg/g derMRoyenne respectivement a 140 mM
et 220 mM, avec un taux moyen d’augmentation dedi® de 63% a la fin de I'essai par

rapport au témoin.
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Sucres solubles totaux mg/g MF
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Figure 18. Evolution de la teneur en sucres sotutdéaux (mg/g MF) des écotypes de tréfle et de
lotier sous les différents régimes salins : a (0 M&CI), b (140 mM NacCl) et c (220 mM NacCl) prise
en trois temps différents T1 (4 semalRsT2 (8 semain@) et T3 (12 semainld). Les valeurs
représentent la moyenne de 3 répétitions + |'dypd

Sucres solubles totaux mg/g MF

Sucres solubles totaux mg/g MF
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Proline (mg/g MF)
[e0)
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Figure 19. Evolution de la teneur en proline (milg) des écotypes de tréfle et de lotier sous les
différents régimes salins : a (0 mM NaCl), b (140 ieaCl) et ¢ (220 mM NaCl) prise en trois temps
différents T1 (4 semainkh, T2 (8 semaind) et T3 (12 semainld). Les valeurs représentent la
moyenne de 3 répétitions + I'écart type

2.11 Etude de la relation entre les paramétres étigs

Le tableau 18 résume les coefficients de corréiaitre les différents parameétres étudiés.
On constate qu’il existe une corrélation signifieainégative entre PO et la teneur foliaire en

Na’ et CI et positive avec les SST. Alors que la TRE est camnélée avec Naet CI mais
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elle est corrélée positivement avec PO et les $8TSF est positivement corrélée avec le
rendement en MSA ainsi qu'avec I'lS.es corrélations les plus importantes ont été
enregistrées entre le rapport/Ka’ et CMR et entre la teneur foliaire efi &t la conductance

stomatique (CS).

Tableau 18. Coefficients de corrélation entre ifg@mnts parameétres testés pour les trois traitgsne
salins *** ; ** - * | es coefficients sont significatifs repectivement 3,001, R0,01 et R 0,05

SF MSA MSR IS CMR TRE PO CS Né& cr K* K*Na" Pro SST
SF 1 051" 0,59 0,53 0,65 067 087 -057 -059 0,69 0,59 0,60 0,70 00,8
MSA 1 0,51 0,41 0,42 0,76 084 -0,52 0,57 0,34 0,68 ,560 6 5g 041
MSR 1 0,87 0,64 0,65 0,81 0,50 -0,56 -0,44 084 0,47 0,35 0,35
IS 1 0,89 6 41 078 055 0,56 0,41 0,64 0,87 0,35 0,35
CMR 1 0,81 058 0,59 0,79 0,44 -058 0,83 0,35 0,35
TRE 1 0,44 0,67 0,44 0,82 0,45 0,65 0,30 0,36
PO 1 0,69 041" 056 0,50 0,65 0,84 0,75
CSs 1 0,59 0,80 0,93 0,50 0,56 0,85
Na* 1 0,74 0,78 0,50 0,38 0,32
(ol 1 0,35 0,82 0,52 0,21
K* 1 0,80 0,24 -0,20
K*/Na" 1 0,96 -0,20
Pro 1 0,44
SST 1

3. Discussion

3.1 Rendement en matiére seche et surface foliaire

La concentration 140 mM NaCl a été insuffisanterprauser une réduction relative de 50
% de MS par rapport aux témoins (0 mM), sauf pesrdspeces. cherleriet T. resupinatum
On signale que ce seuil -50 %- est treés utilisé oulassement de la tolérance des plantes
(Rochdiet al, 2005). Par contre, la concentration 220 mM Naghliquée peut étre utilisée
pour la discrimination entre les écotypes, puisdgia entrainé des réductions plus marquées.
On a également noté une réduction de MSA de 'oddr&8% et 44% respectivement pour
les écotypes i2, i3, 09 et 016 ; et aux alentoer®&P6 pour les écotypes chb, chl9 et ch20.
Ainsi on peut classer ces derniers écotypes conemsltdes. La corrélation positive (r=0,51)
entre SF et rendement en MSA laisse penser quenauion sévére de la production
de MSA chez les écotypes r8, ch5, ch19 et ch20ygggort aux autres, peut étre liée a la
réduction de I'expansion foliaire ainsi que [I'élmaiion d'une partie de feuillage par
sénescence prématurée. Toutefois, toute réductéda durface foliaire cause une réduction
de la surface photosynthétique, ainsi moins deywtiah de biomasse. Ce qui peut expliquer
en partie la faible production en MSA enregistréezcces écotypes. La MSR a été moins

affectée par la salinité que la MSA chez touteselgseces ; sauf polr ornithopodioides
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chez qui la partie racinaire a été plus affectémlguartie aérienne réduite de 68%. Ainsi, la
plante semble s’adapter au stress salin en rédugsampremier lieu son systéme racinaire
préservant la partie aérienne devant maintenirsstrar la production de photosynthétats
(Rubinigget al, 2004).

3.2 Teneurs en ions

Les espéces. isthmocarpunet T. scabrumont accumulé moins de (dar rapport a..
ornithopodioideset la méme concentration en Naoutefois leur teneur en ces ions ont été
faibles par rapport auk. cherleri T. resupinatunet la variété Paradana, particulierement sur
220 mM NacCl. Il s’avere ainsi que les espetesthmocarpunet T. scabrunont développé
un systeme d’exclusion de’@obmme mécanisme de tolérance au sel. L’exclusipoitante
de CI par T. isthmocarpumet T. scabrumpeut étre expliquée par une plus grande
accumulation dans les vacuoles des cellules raemdpar exemple par l'intermédiaire du
symport CV H") (Shaoliancgt al, 2002). Ou bien par la réduction du chargemerCldéans
le xyleme (par exemple, la récupération ded@hs les cellules du parenchyme des racines).
Récemment, un géne OsCCCL1 a éteé identifié cheza@gaant pour un transporteur du €l
qui peut étre un éventuel gene pour la récupératiol a partir des vaisseaux du xyleme
(Kong et al, 2011). D’ailleurs, la comparaison de I'expressie ce géne dans les feuilles de
deux génotypes d'Oryza (différents par rapport exdlusion de C) en réponse a des
concentrations élevées en cet ion, a révélé queCICC1 (orthologue) a eu une expression
accrue au fil du temps (12 semaines) pour le g@eoaccumulant le Clmais pas pour le
génotype excluant le C{Shiaet al, 2013). Cependant, le mécanisme exact de I'exriude
ClI' reste encore non clair.

La tolérance a la salinité des espétesthmocarpumT. scabrumet L. ornithopodioides
semble s'expliquer aussi par une bonne sélectiistd-vis du potassium vu leur rapport/K
Na" élevé voisin de 1. En effet, dans les conditioalines les ions Naet K entrent en
concurrence d’absorption a travers la membranemptpe des cellules végétales. Comnie K
est un élément essentiel, le maintien de sa comtiemt dans le cytoplasme est une
composante importante de la tolérance au sel (Me&agh Amtmann, 1999].. isthmocarpum
a montré sur 220 mM le rapport le plus élevé palitcement les écotypes il, i2, i3 et i10 de
I'ordre de 0,7 en moyenne. Si on compare a uneeétiedMedicago sativgla légumineuse
fourragére la plus utilisée), Isla et Aragiiés (900% trouvé que cette derniére montre Ui K
Na" sur 160 mM de l'ordre de seulement 0,58. Ceci peus penser quE. isthmocarpum

peut étre une nouvelle espece a exploiter.
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D’autre part on a noté une forte accumulation aes iNd et CI chez les espécek
cherleri et T. resupinatumparticulierement dans la partie aérienne sousldéex traitements
salins. En effet, la capacité d’inclure des selsensidérée comme étant un trait de tolérance
au sel quand elle est accompagnée par la capastplantes a compartimenter le NaCl dans
la vacuole, protégeant ainsi les enzymes senséhlesel dans le cytoplasme (Teakleal,
2006). Apparemment, ces especes ont été incapaélséquestrer efficacement les iong Na
et/ou ClI. Les sels se sont accumulés et devenus toxiqueliisant a une inhibition de leur
croissance. L'importante corrélation obtenue emgreapport K/ Na' et CMR illustre ce
constat. Elle montre que toute augmentation deraur en ions Ngourrait engendrer une
baisse de la croissance et par conséquent unetisddde la production de MS manifestée
chez ces deux espéces. On peut également liedletién de la SF tres marquée chiez
cherleri et T. resupinatunsur 220 mM a leur teneur en ions. En effet, 'aagtation des
concentrations en Cét en Na dans les feuilles, causent la réduction de I'expandes
feuilles (Munns, 1993 ; Rochéi al, 2005). Ce qui suggére que cette accumulatioriahess
Na’ et CI peut causer une baisse de la photosynthése edaita productivité de ces deux
espeéces. Kulaeva et Prokoptseva (2004) rapportenta et CI altérent le métabolisme et
les sites de réception des hormones impliguées ldadlisision et I'expansion cellulaire. Ce
qui accélere la sénescence et limite la formatemaluvelles feuilles photosynthétiquement
actives.

3.3 Parametres physiologiques

En examinant I'indice de succulence on a consta&les espéceb. cherlerj la variété
Paradana et les écotypes i3 et il0rdesthmocarpungui ont connu une grande réduction de
leur surface foliaire, ont enregistré 'indice desulence le plus élevé, particulierement sur le
régime salin 220 mM. Il s’agit alors d’'une formeadaptation de la plante qui essaye
d’augmenter sa capacité de rétention en eau panution de I'expansion foliaire et par
conséquent de la transpiration (amélioration dgdrhtation des parties aériennes).

Le PO a diminué progressivement et differemment d&&demps pour tous les écotypes.
Ceci met en évidence des phases ou existe une atagioe de la concentration cellulaire des
solutés osmotiquement actifs (osmolytes) qui agmbrin nouvel état d'équilibre permettant
aux plantes de maintenir la turgescemagcune corrélation n'a été détectée entre la pecdin
PO, ce qui peut indiquer qu’elle n’intervient pasd I'ajustement osmotique. Tandis qu’'on a
noté une corrélation positive entre PO et sucrdsbkes (r=0,75). L'effet dépressif de la
salinité sur la croissance des écotypes testéesgweut deux causes principales. D’une part,

les difficultés d’alimentation en eau et en nutmtse et d’autre part la toxicité des ions
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accumulés en excés dans la plante (Morant-Manetall, 2004). Les résultats ont montré
que tous les écotypes d&. cherleri ont présenté un bon ajustement osmotique
particulierement sur milieu moyennement salin a€2=-2,04. L’hydratation des plantes
ayant toujours été maintenue sensiblement egadfiédres témoins (p<0,05). Ainsi, on peut
exclure que I'effet inhibiteur de NaCl sur leur issance passe par une perturbation de leur
alimentation en eau. Par contre, I'espdceresupinatum(r8) a enregistré sous les deux
traitements salins les faibles valeurs de TRE daslés par rapport aux autres espéces, tout
au long de la période expérimentale. Ainsi qu’'uheite de son PO. Ce qui prouve son
incapacité a contr6ler son hydratation sous inegasaline. Le sel semble perturber son
alimentation hydrique. Certains auteurs ont coéstgte I'exposition au NaCl a long terme
affecte la perméabilité des racines (Hengteal, 2000), par conséquent une diminution de
TRE. Sa faible accumulation des sucres solublesndligux salins, soutient I'hypothése de
mauvaise osmo-régulation.

La variété Paradana semble adopter un systémelu$ion de N& probablement en
compartimentante N& dans les vacuoles des cellules foliairEs effet le N& peut étre
utilisé comme un osmoticum pour abaisser le pakensmotique nécessaire pour le maintien
de I'état hydrique des plantes. Cependant, sueungévérement salin Paradana ne controle
plus ce mécanisme, et les concentrations dedeaiennent toxiques. Un constat tenu par
I'apparition des symptémes de la toxicité foliaire

T. isthmocarpunassure son ajustement osmotique grace aux iongsagiculierement les
écotypes i2, i3 et i10. Cet ion apparait avoir phes grande participation quantitative dans
I'ajustement osmotique des feuilles. Et ceci par meilleure sélectivité KNa™ qui permet de
limiter les exportations de Naers les limbes et maintenir une forte sélectidgé<” dont la
concentration n’a diminué avec le temps que redatient lentement. Le potassium est un
nutriment qui peut jouer un réle important dansixdenbreux processus tel que 'hnoméostasie
d'ions des cellules végétales ainsi que l'ajusténesmotique durant l'ouverture et la
fermeture stomatique (Barbiest al, 2012). La corrélation positive entre la teneuiké et la
conductance stomatique (r=0,93) démontre ce fad. Honne osmorégulation d&.
isthmocarpum permet le maintien de la turgescence ce qui perdeetconserver la
transpiration qui s’oppose a la fermeture des stesnh. ornithopodioidesassure le méme
mécanisme mais a une moindre mesure.

T. scabruma montré a son tour une bonne osmorégulation.efaistle nombre de SST
est le plus élevé chez cette espéce sous les degations salines et tout au long de la

période expérimentale. On a également noté unaradation de SST tres importante face a
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une diminution de K Paridaa et Bandhu (2005) ont déterminé dfiem fabaque les sucres
contribuent a l'augmentation de la pression osmstigliaire lorsque le contenu en’ kst
faible, ce qui permet I'ouverture stomatique. Omtpeire queT. scabrumrégule son PO
interne par la synthese d’osmoprotecteurs : leesisplubles.

4. Conclusion

Le résultat intéressant de cette étude est la peaface deT. isthmocarpunpar rapport
aux autres especes ainsi qu’'a la varieté comere@madana. Cette performance se manifeste
de point de vue rythme de croissance et rendememicenasse aussi bien sur milieu non
salin que sous irrigation saline arrivant a 220 mé&NaCl. On a également pu proposer un
mécanisme de tolérance adoptée par cette espéeedmiins, on a mis en évidence la
sensibilité a la salinité de I'espetecherleridurant le stade végétatif malgré qu’elle a été la
plus tolérante a la salinité durant le stade geatifiPartie A).

Ainsi trois groupes d’écotypes ont pu étre ideésfi

Groupe 1 : les écotypes i1, i2, i3 et i10 ; lassance est forte et les feuilles ont accumulé
les teneurs les plus élevées €n Ke PO et la TRE ont diminué avec la progressiostdess
salin et leur accumulation en SST est moyenne.€foist la déshydratation n’a pas affecté
leur survie. Ces écotypes sont considérés toléealatsalinité.

Groupe 2 : 6, 09, 016, la variété Paradana, sst®thez qui une forte chute de la TRE
et du PO ainsi qu’une forte accumulation des SBTsdnt considérés moyennement tolérants
a la salinité.

Groupe 3: 112, r8, ch5, chl9 et ch20 chez qui RETdes feuilles a atteint des seuils
létaux. L'accumulation des SST et de la proline resins importante avec une forte
accumulation des ions Nat CI et un faible rapport KNa'. Ces écotypes sont considérés

sensibles a la salinité.
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CHAPIIRE 4

Etude de [influence de [a salinité en plein
champ sur le comportement et la teneur en
phytoestrogenes d écotypes de tréfles et
lotier sélectionnés pour leur tolérance au
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1. Introduction

La plupart des études de tolérance des plantetress salin ont été réalisées sous serre
sous conditions contrélées. L’étude en milieu diuce réel est une étape nécessaire pour
vérifier les résultats de I'étude sous serre. Unieled surMelilotus spp a montré une bonne
corrélation entre les résultats obtenus sous strseir le terrain (Rogert al., 2008). Ceci
suggere que les études en serre sont une prenage ile dans l'identification du matériel
végetal tolérant la salinité. Ainsi, identifier lespéces prioritaires ou les génotypes pour
I'évaluation dans le champ. Bien qu'il soit diffecide généraliser les résultats obtenus dans
des conditions controlées directement sur le ter@i les salinités des sols peuvent varier
considérablement tout au long d’'un cycle d'irrigat{Rogerset al, 2009). D’autre part, la
capacité des plantes a surmonter le stress salinagsociée a des caractéristiques
morphologiques, et a des activités physiologigudscehimiques (Cicek et Cakirlar, 2008).
Cette derniere se manifeste, a une certaine megareson induction de la chute du taux
d’assimilation du C@ dans les feuilles (Hajlaouet al, 2006). Cette limitation de la
photosynthese provoque une réduction de la cha&lecttons photosynthétiques, ce qui
favorise la production des dérivés réactifs deytygne nuisibles a la croissance des plantes
(Stepien et Johnson, 2003). Afin de réduire les dages de cette oxydation résultante du
stress salin, les plantes ont différents mécanisaiadaptation a travers une cascade
d'antioxydants. Dans ce cas, des composeés polyjipée® jouent un rble important en
piégeant les radicaux libres (Ksowet al, 2007). Parmi ces composés polyphénoliques
figurent les phytoestrogenes, qui sont notammenthsyisés par les légumineuses. Les
composeés oestrogeniques les plus importants desnladguses sont les isoflavones et les
coumestanes. Par exemple, le tréfle souterfiaifo(ium subterraneumpeut contenir jusqu'a
5% (MS) d'isoflavones oestrogéniques, comprenamgélaistéine, la formononétine et la
biochanine A (Vetter, 2004). Néanmoins, a des détegees, les phytoestrogenes ont été
associés a l'infertilité chez les animaux (Shaaedil, 1993). En outre, le fourrage contenant
des cestrogenes a des niveaux élevés peut entthgreles ruminants (les bovins et les ovins)
I'hnyperoestrogénie, avec la nymphomanie, des kystasiens, et le gonflement des organes
génitaux (Wanget al, 2002). A signaler que les isoflavones sont préeseuniquement dans
le trefle vert, et disparaissent a la sénescenadar(s, 1995). D’'ou vient lintérét de la

présente étude dont les objectifs sont :
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» Etudier l'interaction génotype x environnement tautlong du cycle végétatif depuis
la germination jusqu’a la fructification.

» Déterminer la productivité des écotypes sélectisrameplein champ.

» Evaluer I'effet de la salinité sur la phase repithe.

» Déduire l'effet de la salinité sur la synthese gds/toestrogenes nuisibles aux
ruminants, tout en comparant la teneur des écotypss en ces COmposes

phénoliques.
2. Matériel et méthodes
2.1 Matériel végétal

Le matériel végétal est composé de 9 écotypebrifidium et Lotus sélectionnés sur la
base des essais de salinité sous serre. Il s'agiédotypes : il, i2, i3, i6, i10, scl, sc3, 09 et

016 ; en plus de la variété Paradana de I'espen@chelianum
2.2 Sites expérimentaux

L'étude a été effectuée de décembre 2009 a avdD 2@ans deux sites : la station
expérimentale de Guich a I'INRA de Rabat (carastigpies voir chapitre 2) comme milieu
témoin, et Carriere de Benabid située dans la camemurale de Dar Bouazza (20 Km de
Casablanca). L'eau d'irrigation (puits) de ce sist affectée par le probleme de la salinité, ce
qui fait de cette région un site représentatif'éritle de l'interaction écotypes-milieu. Le site
Carriere de Benabid se situe a 22 Km au Sud-Owegasablanca, a 33,51 de latitude et -
7,81 de longitude. Le sol est de type argilo-saidarx, de pH 7,5, moyennement riche en
matiere organique (2,28%), avec des teneurs snffisaen phosphore (222,48 ppm) et en

potassium (386,56 ppm). La pluviométrie moyenneauatie est aux alentours de 480 mm/an.
2.3 Protocole expérimental

Le semis a été effectué manuellement le 8 décembsite de Carriere de Benabid et le 9
décembre au Guich a raison de 1,5 g/m2 Le dispostpérimental a été en blocs
completement randomisés avec trois répétitions,pkselles élémentaires sont de 1 m?
contenant chacune 24 plantes aprés démariage.dcesmtre les parcelles a été de 1 metre et
I'espace entre les deux blocs a été de deux méfessi d'irrigation utilisée est celle du puits

servant habituellement pour l'irrigation des pdeslde cultures. La fréquence d’irrigation
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était la méme : 10 jours au début de la culturdeetx fois par semaine deés le début du stade
quatre feuilles. L'eau d’irrigation au Carriere Benabid est caractérisée par une salinité de
I'ordre de 10,9 ds/m (CE), alors que celle de I'élitrigation non saline est de l'ordre de
0,56 ds/m.

2.4 Mesures et observations effectuées
2.4.1 La floraison

Elle correspond a la date d’apparition de 50% elarfl ouvertes et exprimée en nombre de

jours a partir de la date de semis.
2.4.2 Rendement en matiere seche

Le rendement en matiere séche a été mesuré audsafligraison. Les plantes ont été
coupées et pesées fraiches. 500 g de matiéredeedbaque parcelle a été prélevée et séchée

a I'étuve pendant 72h a 70°C pour déterminer legsec.
2.4.3 Sucres solubles totaux

Des jeunes feuilles de chaque échantillon ont étp&es apres 4, 8 et 12 semaines, du
début des traitements, et mises immédiatement ltkawde liquide afin de doser les SST. Le
dosage des SST a été déterminé par la méthodeha@dScet Burnett améliorée par Buysse et
Merckx (1993). A 100 mg de matiére fraiche aérieanété ajouté 3ml d’éthanol a 80%.
L’ensemble a été mis dans un bain Marie a 80 °@aen30 mn pour faire évaporer I'alcool.
Aprés refroidissement, 1 ml de I'extrait a été evél auquel on a ajouté 1 ml de solution de
phénol a 5%. Aprés agitation soigneuse, 5 ml dasidfurique a été ajouté puis on a procédé
a une agitation rapide (agitateur vortex). L’ensknzbété maintenu pendant 45mn a 5°C puis
incubé pendant 30mn a l'obscurité. Les mesuressdidlance ont été effectuées a une
longueur d’'ondes de 485 nm. Les résultats des t@snsptiques ont été rapportés sur une

courbe étalon des sucres solubles (exprimée enggilc
2.4.4 Potentiel osmotique

Des jeunes feuilles de chaque échantillon ont étdées apres 4, 8 et 12 semaines du
début des traitements et mises immeédiatement dmrse liquide et conservées a -70°C. Le

PO a été mesuré par des psychrometres (L-51, We&tBA). Les feuilles ont été
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décongelées en les plagant a 20°C. Le papier fittlebé de séve protoplasmique provenant
des cellules éclatées des feuilles a été mis daskdmbre psychrométrique. La lecture en
microvoltmetre (transformé en Méga pascal (MPa&Xgaeffectué dans le microvoltmetre HR-
33T dew point (Wescor, USA) apres une période dea 2D mn, période nécessaire a la

stabilisation de la température dans la chambngsgtahrométre.
2.4.5 Teneur en azote

Chez les Iégumineuses, les effets délétéres dasssadin s'exercent notamment sur le
métabolisme azoté ce qui explique la mesure deacanetre. L'azote des plantes a été
déterminé par la méthode de Kjeldahl (1983), quisczie en une minéralisation de 2g de la
matiere végétale par I'acide sulfurique concer2@nl) a chaud en présence d’un catalyseur
de minéralisation a base de sélénium, de sulfatpotissium et de sulfate de cuivre pour
augmenter la température d’ébullition de l'acideispporter a'Ebullition pour transformer
I'azote organique en sulfateathmonium L'ammonium ainsi obtenu est dosé par titration
avec I'acide sulfurique dilué (N/50) en présenceeahctif de Tashiro en tant qu’un indicateur

de coloration.
2.4.6 Taux de germination final

Ce parametre a été mesuré afin de déterminer kcitple la plante a se reproduire aprés
sa culture sous des conditions salines. Les granesmombre de 20, de chaque écotype issu
des essais témoin et salin ont été scarifieesdasimfectées. Les graines ont été ensuite mises
a germer dans des boites de pétri sur un milieosgéh 1% d’agar. Le taux est exprimé par le
rapport nombre de graines germées sur nombred®tgtaines : TG= (n/N) x 100

n : nombre de graines germées
N : nombre total de graines mises en germination
2.4.7 Teneur en polyphénols

La procédure d'extraction utilisée est celle déqrdr Oleszek et Stochmal (2002). 5 g des
échantillons de feuilles Iyophilisées ont été aidravec 100 ml de méthanol (70%) par la
suite avec 100 ml d'acétone (70%) a 4°C. Les estaat été filtrés, agités puis centrifugés a
15000g pendant 15 min, ensuite lavés par le diohiéthane pour éliminer les chlorophylles
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et les traces de lipides. La phase aqueuse obteétéeévaporée et le résidu a été pris dans le
méthanol absolu. La quantité des phénols solublete aéterminée a partir de I'extrait ainsi
obtenu, et ce par 'TUPLC (Annexe 4). Pour chaqueees, trois extractions et purifications
indépendantes ont été realisées au stade végétakds données ont été présentées par des

valeurs moyennes avec leurs écarts types.

2.5 Analyses statistiques

Le programme Systémes d’Analyses Statistiqgues (8KS, Cary, North Carolina, USA)
a été utilisé pour réaliser les analyses de laamad, la comparaison des moyennes et les

corrélations.

3. Résultats

3.1 Conditions climatiques

Les précipitations enregistrées au site Benabid(f9/2010 n’ont pas dépassé 373 mm.
La répartition des pluies a été irréguliere, latdailes précipitations est concentrée sur les
deux mois d’'octobre et février. On note égalemenauét précoce des pluies depuis le mois
de mars accompagné de températures €levees.

3.2 Précocité de la floraison (F)

Sur milieu témoin (Guich), aucune différence sigaifive n'a été enregistrée entre les
écotypes étudiés. La durée du cycle végétatif arét@oyenne de 89 jours (Tableau 19).
Sur milieu salin (Benabid), I'analyse de la variamcréveélé un effet significatif de la floraison
des écotypes (p<0,001). Tous les écotypesl désthmocarpumn’ont enregistré aucune
différence avec leurs témoins sur Guich. Par cdeg&cotypes 09 et 016 se sont montrés les
plus tardifs. lls ont fleurit 28 jours aprés larficson de leurs témoins sur Guich (Figure 20).
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Tableau 19. Floraison des écotypes de tréfle @&rl@t la variété Paradana sur les sites Guich
(Témoin) et Benabid (Salin)

Ecotypes Floraison (jours) Précocité

Guich Benabid Guich Benabid
i1 87 88 Précoce Précoce
i2 87 89 Précoce Précoce
i3 87 89 Précoce Précoce
i6 91 90 Précoce Précoce
i10 89 89 Précoce Précoce
scl 87 112 Précoce Semi précoce
sc3 87 112 Précoce Semi précoce
09 93 121 Précoce Tardive
016 93 121 Précoce Tardive
Paradana 89 102 Précoce Semi précoce
LSD 1,9 6,1

a b
Figure 20. Essais Guich (a) et Benabid (b) au sladgson

3.3 Rendement en matiere seche (MS)

Le tableau 20 présente les rendements en MS (ghody I'ensemble d’écotypes.
L’'analyse de variance a révélé une différence Baaiive entre les écotypes et de
I'interaction écotype-essai (p<0,001).

Pour I'essai Guich, les meilleurs rendements afitobtenus par les écotypes il, i3, i10 et la
variété Paradana en dépassant la moyenne gérgsélg/Mm?2). Tandis que les écotypes scl et
sc3 ont exhibé les rendements les plus faibles@remnme 253 g/m? (Tableau 19).

Pour l'essai Benabid, les espéc&s isthmocarpumet T. scabrumont enregistré des
rendements statistiquement similaires a leurs t@sngur Guich. Tandis que les écotypes 09 et
016 et la variété Paradana ont vu leur rendeméntieicde 47%, 40% et 33% respectivement
par rapport a leurs témoins. Le rendement en M$.dsthmocarpurma dépassé celui de la
variété Paradana.
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Tableau 20. Rendement en matiere seche (g/m2gsugites Guich (Témoin) et Benabid (Salin). Les
valeurs représentent la moyenne de 3 répétitions

Rendement en matiére séche (g/m?)

Ecotypes

Guich Benabid
i1 1220,76 1009,51
i2 860,45 824,64
i3 1065,39 897,56
i6 805,75 920,22
i10 1183,08 916,62
scl 222,58 190,23
sc3 283,08 272,45
09 900,41 474,44
016 781,90 468,65
Paradana 1242,87 831,94
Moyenne 856,62 660,63
LSD 4,70 3,08

3.4 Sucres solubles totaux (SST)

L’analyse de la variance a révélé un effet noniSagiif de I'interaction écotype-essai.
Au début de leur croissance (T1), les concentrataes SST ont oscillé entre 24 et 39 mg/g
de MF en moyenne (Figure 21). Au milieu de I'es@d) les concentrations en SST ont
augmenté de 39% en moyenne sur le site Benabidiefba pour les deux essais c’est
I'especeT. scabrumui a montré les concentrations en SST les pkxeék tout au long de
I'expérience. Aprés 12 semaines de l'essai (T3, deotypes ont accumulé des valeurs
proches en SST dans leurs feuilles.

3.5 Potentiel osmotique (PO)

L’évolution du PO des feuilles a été hautement iBaative (P<0,001) en fonction du
temps. Cependant aucune différence significatigeété enregistrée entre écotype-essai. Au
début du traitement, le PO a été de -0,9 MPa 6tMRa en moyenne, respectivement pour
les sites Guich et Benabid (Figure 22). A la firs éssais tous les écotypes ont vu leur PO
chuter mais a des degrés différents. Néanmoinshlée du PO dans le cas des écotypes
stresseés a éteé plus rapide et plus importante gjleede I'essai Guich. Le PO a ainsi atteint en
moyenne et au terme de I'essai pour les plantesssies -4,3 MPa contre -1,2 MPa pour les
plantes témoins. Les écotypes i3 et i6 ont enmggiss PO les plus faibles au milieu et en fin
de l'essai Guich, par contre, I'écotype 09 et Pamadont maintenu leur PO pratiguement

stable durant I'essai ne dépassant pas -1 MPa.sEa stressé (Benabid) et a la fin du
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traitement, les valeurs élevés du PO ont été estrégipar les écotypes scl et i6 (-3,1 MPa).
Alors que les faibles PO ont été enregistrés maédotypes i2, i10 et 016.

100
90 1
80 1
70 A
60
50
40 ~
30 1
20+
10 A

a

Sucres solubles totaux (mg/g MF)

i1 i2 i3 i6 i10 scl sc3 09 0l6 Paradana

100 ~ b

90 -
80 A
70 A
60 -
50 ~
40 A
30 1
20 A
10 1

Sucres solubles totaux (mg/g MF)

i1 i2 i3 i6 i10 scl sc3 09 0l6 Paradana

Figure 21. Evolution des teneurs en sucres solublasix des écotypes testés sur les sites Guich
(Témoin) (a) et Benabid (Salin) (b). Aprés 4 seresiiTH), 8 semaines (M) et 12 semaines
(T3). Les valeurs représentent la moyenne de 3 rigmetit I'écart type
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Figure 22. Evolution du potentiel osmotique desty@mes testés sur les sites Guich (Témoin) (a) et
Benabid (Salin) (b). Aprés 4 semaines (T1), 8 seawmi(T2) et 12 semaines (T3). Les valeurs
représentent la moyenne de 3 répétitions + |'dypd

3.6 Teneur en azote (TA)
La teneur en azote a montré une différence sigtifie entre les écotypes (p<0,05) mais
non pas de l'interaction écotype-essai (P>0,05}. I8wsite Benabid.. ornithopodioidesa

exhibé pour les deux écotypes 09 et 016 une diiimute 20% et 41% successivement par
rapport au site Guich (Figure 23).
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Figure 23. Evolution des teneurs en azote des gestiestés sur les sites Guich (Témd:b) (et
Benabid (Salin)-). Les valeurs représentent la moyenne de 3 rigpetit I'écart type

3.7 Production de graines (PG) et capacité de gerndtion (TG)

Les parametres qui interviennent dans la capadtéadplante a se reproduire sont la
production de semences par plante et le pouvoimigetif. Ainsi, la croissance et le
développement des plantes ont été suivis jusquiprdaduction de graines. Le tableau 21
donne la production de graines par plante issugsitiess Guich et Benabid, le poids de mille
graines (PMG), ainsi que leur capacité germinativeproduction de graines par plante n'a
pas différé statistiquement entre les deux sitesuttare. Alors que l'interaction écotype-site
d’essai a été significative (p<0,01) pour la caigagerminative. Cette derniére a atteint 70%
pour certains écotypes issus de Guich. Par coldra éombé a 10% pour les graines formées
sur milieu Benabid (I'écotype i10) et méme elless’annulée pour les écotypes scl, sc3 et
016.

Tableau 21. Paramétres de production et capacigedeination des écotypes cultivées de trefle et

lotier et de la variété Paradana (Dans une coldeeanoyennes suivies de la méme lettre ne differen

pas au seuil de 5% selon le test LSD)
Rendement en grains par

Capacité de germination sur

Ecotypes plante (g) PMG (9) eau distillée (%)

Site Guich Site Benabid Site Guich Site Benabid Site Guich Site Benabid
i1 18,4b 16,1b 2,45a 2,03a 40c 26a
i2 17,2b 16,9b 2,14a 1,86a 60b 29a
i3 13,0c 13,0b 1,72b 1,05b 70a 30a
i6 24 ,5a 22,2a 1,84b 1,15b 56b 17b
i10 13,2¢c 13,0b 1,76b 0,70b 70a 10b
scl 11,5d 9,2¢c 0,68d 0,35c 44c Oc
sc3 10,2d 10,0c 0,93c 0,62b 50b Oc
09 21,4b 19,1a 0,42d 0,38c 58b 32a
016 17,0b 14,7b 1,15¢c 0,59c 56b Oc
Paradana 15,6¢ 13,3b 1,56b 0,69b 50b 33a
L.S.D 0,4 0,78 0,01 0,03 1,02 1,6
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3.8 Teneur en phytoéstrogenes (TP)

Les analyses des profils UPLC des espéces étuaeeda détection de PDA ont indiqué
trois groupes distincts de composés polyphénoliquesnt été identifiés sur la base de leurs
spectres d'absorption (Figure 24). Le premier geaaumontré un spectre d’absorption avec le
maximum d'absorption a 345 nm, identiqgue au spelttreoumestrol. Le deuxieme groupe a
eu son maxima d'absorption a 214 nm caractéristigseflavonoides (la formononétine). Le
troisieme groupe a eu son spectre d’absorption4ari?b, caractérisant les isoflavones (la
daidzéine). Les trois groupes ont été quantifiésitdisant des standards appropriés a I'aide
de 'UPLC. La quantité totale a été calculée pcaque pic a profil d'absorption similaire, et

les quantités calculées sont réesumées dans lealabk

On a déterminé une variation significative<p01) de la concentration des polyphénols
testés (flavonoides, isoflavones et coumestands) s écotypes pour les deux essais. Ou,
T. scabrums’est caractérisée par des concentrations élalisedlavones, allant de 69 a 85
mg/g MS en moyenne successivement sur essai GuiBlerebid. Les autres especes ont
montré soit des teneurs en isoflavones plus faildeshien absence totale d’isoflavones (le
cas deT. isthmocarpu Cependant, les concentrations en isoflavonesgeirées pour
'essai Benabid ont été plus importantes que cetlasGuich. Quant a la teneur en
flavonoides, elle a varié de 2,5 a 12,8 mg/g MS fieasai Guich et 7,8 a 32,4 mg/g MS pour
I'essai Benabid.T. isthmocarpuma montré des concentrations élevées en flavongides
rapport aux autres especes. D'autre part, la tesregpbumestanes a augmenté en passant du
site Guich (milieu témoin) au site Benabid (mil&alin) et ce pour tous les écotypes (Tableau
22). Néanmoins, cette augmentation a été plus apfgchez les deux écotypes scl et sc3
avec une augmentation de 82% et 90% respectivepsntapport au témoin. Tandis que
I'écotype i10 et Paradana ont enregistré une meiadgmentation de I'ordre de 30% et 55%
respectivement par rapport a leur témoin. Les @esty2, i3 et i6 ne contiennent presque pas

de coumestanes aussi bien pour le milieu témoirsglire.
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Figure 24. Spectres d'absorption caractérisargrimgpes de composés phénoliques identifiés dans les

espéeces derifolium et Lotus

Tableau 22. Concentration des polyphénols (phytogshes) ; les Flavonoides (Equivalent de
formononétine), Isoflavones (Equivalent de daid2éatales coumestanes (équivalent de coumestrol)
des écotypes testés sur les sites Guich (TémoBgrabid (Salin) (Lg/g MS%écart-type)(Dans une
colonne, les moyennes suivies de la méme lettrdifférent pas au seuil de 5% selon le test LSD):NDn

détecté

Essai de Guich

Essai de Benabid

Espéece Ecotypes

Flavonoides Isoflavones Coumestane&lavonoides Isoflavones Coumestanes
g i1 4,00c +0,02 ND 0,7b £0,01| 25,88b +0,28 ND 1,4d+0,01
% i2 6,68c +0,47 ND ND 23,23a +0,39 ND ND
- 8 i3 2,50c +0,03 ND ND 29,08b +0,21 ND ND
E i6 8,31b +0,01 ND ND 32,40a +0,68 ND ND
2 i10 4,76¢ +0,03 ND 0,6b +0,01f 20,64b +0,20 ND 1,7d 0,2
S scl 12,83a +0,12 66,45a +1,22 3,3b 0,1 15,74b +0,382,98a +0,38 19,01b +0,4
g
2 sc3 7,67b 0,17 72,76a +0,43 12,5a+1}5 22,71a2+088,38a +0,22 23,79a +1,61
=
>
g
[ E Paradana 1,42c +0,10 0,65d +0,01 5,6b +0,01 9,80c +0,02 &H314  9,19¢ +0,01
O
€
0
3
(s 09 9,80b +0,02 8,58c +0,01 ND 10,30c +0,12 8,580%*0 10,30c +0,12
S
-1 O
(@]
<
c 016 7,75b £0,03 18,70b +0,03 ND 7,87c £0,10 214612 ND
o
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3.9 Analyses de corrélation entre les paramétressies

Le tableau 23 résume les coefficients de corréiagire les différents parametres étudiés.
Les corrélations détectées ont été entre la prigcdei floraison et le rendement en matiere

seche, avec un coefficient de I'ordre de 0,32endte la teneur en SST et le PO.

Tableau 23. Coefficients de corrélation entre ldfmnts parameétres testés sur les sites Guich
(Témoin) et Benabid (Salin). * coefficient de cdatéon significatif a R 0,05

F MS SST PO TA TG PG PMG TP
F 1 03 045 065 012 0,33 028 011 0,17
MS 1 022 078 084 025 065 043 0,14
SST 1 081 035 044 075 021 051
PO 1 066 037 033 020 047
TA 1 017 051 0,79 0,25
TG 1 0,23 066 0,27
PG 1 0,35 0,36
PMG 1 0,18
TP 1

4. Discussion

La réduction la plus importante du rendement ensMiSe site Benabid par rapport au
Guich a été marquée par les écotyped. .dernithopodioides Pourtant ce n’était pas le cas
sous serre (Chapitre 3), ou leur taux de réeduati@npas dépassé 37% et ceci pour une
concentration saline beaucoup plus importanteatdré de 220 mM NaCl. Par contre sur ce
méme site, les écotypes fieisthmocarpunont gardé leur supériorité qui a été déja dévoilée
sous serre (Chapitre 3). Ces écotypes ont mongéestelements similaires statistiquement a
ceux enregistrés sur Guich et supérieurs a lateafiaradana. Sachant gliescabruma son
tour a enregistré des rendements similaires statesnent entre Guich et Benabid, toutefois
sa biomasse et la plus faible par nature. Concerfarprécocité de la floraisonT.
isthmocarpuma enregistré une durée similaire statistiguemetredes deux sites d’étude et
qualifiée de précoce. Tandis qlue ornithopodioides(o9 et 016) s’est averée tardive sur
Benabid par rapport a sa floraison sur Guich afjusaux autres écotypes. La corrélation
positive (Tableau 23) entre la floraison et le emdnt en MS (r=0,32) indique le lien entre
ces deux parametres. Ce retard de floraison peudétprincipalement & un allongement de
la phase végétative en conditions de stress salinieméme a une diminution de la vitesse de
croissance veégétative. Ceci peut se répercutetestgendement en MS expliquant ainsi le
faible rendement enregistré par cette especeteuBsnabid. En effet, la présence du sel dans

le sol augmente la force que doit fournir la plaptr extraire lI'eau. Ainsi les variétés
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tolérantes essayent de réduire leur cycle afin'éehapper a cette pression d’extraire I'eau.
Les avantages de la précocité sont reliés a l&pcésde bonnes conditions de développement
de la plante au début de son cycle et de ses camigssde rendement qui s’élaborent durant
ces moments (Bamouh, 1998). Une étude de tolédund®é au sel (Kobayashkt al, 2005)
indique un lien établi entre le temps de floraisbre degré de salinité appliquée. Elle
rapporte I'existence d'allélesVrn(exigence de vernalisation) ePpd(exigence de
photoperiodisme), et lorsque l'allele dominant peésent la plante accumule moins de
sodium. Ces alléles dominants conférent égalemmentlaraison précoce.

L'interaction écotype-site d’essai a été non sigatfve pour le PO, I'accumulation des SST
et celle de I'azote. Ce qui signifie que l'irrigati saline n'a pas eu d’effet sur I'évolution de
ces parametres. Toutefois on a constaté que I'tBenldu PO des écotypes testés a évolué
significativement avec le temps et differemmenbsdes écotypes. Le potentiel osmotique
chez i10 a atteint -5,75 MPa en fin de I'essainsdllet écotype peut survivre a un potentiel
osmotique voisin a -6 MPa ce qui suggere que fajusent osmotique est tres élevé chez cet
écotype. Quant a 'accumulation des SST, a étéipipsrtante chez les écotypes scl et sc3
deT. scabrumun résultat similaire a celui trouvé sous se@eapitre 3), indiquant sa bonne
osmorégulation. Ces composés semblent contribuler stabilité membranaire des tissus
cellulaires et ainsi augmenter la tolérance a lmitg&a en assurant I'ajustement osmotique
(Valentovk et al, 2006).

La capacité germinative des graines récoltées ars ae I'expérience a manifesté une
sensibilité a la salinité. Elle a été fortementatémante (p<0,001) des conditions du milieu de
culture des plantes meres. L'aptitude des graingsrider sur I'eau distillée a diminué pour
des graines issues des plantes cultivées en peéderidaCl. On a méme noté une perte totale
de viabilité se manifestant chez des graines éeslsur certains écotypes scl, sc3 et 016.
Ben Ahmedet al (2008) ont constaté un effet similaire sur lasétSetaria verticillatal..)
au fur et a mesure que la concentration en NaGicg@e pendant la culture augmente. Quant
au rendement en graines des écotypes testés, aulifi@ence significative n'a été
enregistrée entre les deux sites de culture.

D’autre part, I'interaction écotype-site d’essadta significative (p<0,001) pour la teneur
en phytoestrogenes. L'irrigation saline au site Beha eu un effet sur 'accumulation des
polyphénols, puisque leur concentration a été plmportante, particulierement les
isoflavones. Cependant les résultats intéressaptsceatte étude est I'absence totale
d’isoflavones chezT. isthmocarpumet ceci pour les deux sites. Du méme pour les

coumestanes sauf les écotypes il et i10 avec ureegtration négligeable sur le site Benabid
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en moyenne de 1,55 mg/g DM. Par contre I'analysefd&onoides a révélé leur présence
chez tous les écotypes avec des teneurs faiblesiteuGuich. Tandis qu’elle ont vu leur
concentration s’élever sur site Benabid principaetchezT. isthmocarpumD’autre part,

les écotypes scl et sc3 de scabrumont accumulé plus d’isoflavones avec en moyenne
85,68 mg/g DM. On note également que Paradana etnithopodioidesont accumulé les
moindres concentrations en flavonoides et de faitdaeurs en coumestanes. La différence
d’accumulation entre les différents écotypes étgut étre liée a leur degré de tolérance a
la salinité. En effet, plusieurs études ont rappafiez un certain nombre de plantes un lien
entre la tolérance a la salinité et 'augmentaties concentrations foliaires en polyphénols
(Navarroet al, 2006; Tattiniet al, 2006 ; Hajlaouiet al, 2010). Ksouriet al, 2007 ont
révélé que l'accumulation de ces derniers est gllesee chez le cultivar tolérant au sel par
rapport a celui sensible. En outre, I'accumulatiendivers composés polyphénoliques, en
réponse a un stress environnemental a été démootnéne étant une conséquence de
l'activité des isoformes spécifigues de phényl amalpase (Rohdeet al, 2004).
Annicchiarico et Pagnotta (2012) ont trouvé degaix plus élevés de phytoestrogenes dans
une végeétation ddrifolium pratenseL. consommée durant une année avec de faibles
précipitations par rapport a deux autres années alee fortes précipitations. Ainsi,
I'accumulation élevée en isoflavones cflescabrunpeut expliquer sa tolérance a la salinité.
Vu qu’elle a montré des rendements en graines, & a¥lune précocité a la floraison
similaires statistiquement entre les deux sitégaerse de Paradana ket ornithopodioides
Cependant toute augmentation de la teneur en pahygdé peut avoir un effet néfaste sur le
bétail, étant des composés secondaires cestrogénigas études antérieures de linfertilité
chez les animaux ont été attribués a des cestroganed’alimentation pastorale (Millington
et al, 1994). Ces cestrogeénes et sous l'effet des facthistress chez les végétaux, voient
leur production accroitre. A titre d’exemple, leests thermique qui induit la production de
phytoecdystéroides (Reixaeh al, 1997) et la sécheresse qui induit la producti@utres
métabolites secondaires (Zheial, 2005). A savoir les composés les plus rechersbitsla
daidzéine et le coumestrol déja mentionnés suremtaio nombre de trefle comme le trefle
rouge, le trefle souterrain et le trefle blanc (\yoh992 ; Franciet al, 1995). Adams (1995)

a trouvé que le tréfle blanc peut produire le costnog la daidzéine et la formononétine.
Dans la présente étude, ce sont ces derniers césgpson a analysés leur présence. En
effet, les recherches ont varié sur la dose a sedppasser dans l'alimentation pastorale. A
savoir que la luzerne contenant 25 ppm de formanmndiminue le taux d'ovulation chez les

brebis (Smitret al, 2000). En revanche les bovins nourris d’'un agsilcontenant 37 ppm du

128



Chapitre 4. Etude de Cinfluence de la salinité en plein champ sur le comportement et [a teneur en phytoestrogénes d’écotypes de
tréfles et lotier sélectionnés pour leur tolérance au sel

daidzéine ont présenté des signes cliniques dénalation oestrogénique (Lookhart, 1990).
Dans son étude de différents écotypes locauMeidicagospp. Cremer-bach (1994) a mis en
évidence que les écotypes dont la teneur en cotohest inférieure a 200 ppm de la MS ont
été considérés comme étant inoffensifs. Ainsi oadenis dans la présente étude que la
concentration a ne pas dépasser est 200 ppm powodeestrol, 25 ppm pour la
formononétine et 30 ppm pour la daidzéine. Nos lt&suont montré que la dose de
coumestrol et de formononétine n'a pas dépassérlae) au contraire leur concentration a
été nulle pour certains écotypes particulieremienisthmocarpumTandis que la teneur en
daidzéine a dépassé la norme pdurscabrum ce qui peut limiter son utilisation comme

espece fourragere.

5. Conclusion

Cette étude nous a permis de mettre en évidersugkxiorité des écotypes i1, i2, i3, i6 et
i10 déja détectée sous serre en la confirmant ammgphau contraire des écotypes lde
ornithopodioidesqui n’ont pas manifesté les mémes résultats derige. Ainsi les écotypes
i1, i2, i3, i6 et i10 méritent d’étre suivis de pr@our une éventuelle utilisation par les
agriculteurs. Certains auteurs ont rapporté ques soontrainte saline les caractéres
susceptibles d’améliorer la tolérance au sel santigueur et la stabilité du rendement des
plantes (Mainassarat al, 2009). Dans notre cas on n’'a pas pu examinetdhilité du

rendement car il faut plusieurs sites et années.
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La présente étude a montré l'existence d'une nertariabilité concernant les traits
agronomiques, en particulier, la précocité et ledeznent en matiére seche. Ces criteres
semblent étre liés pour la plupart des espéces,caungitions environnementales du site
d’origine. Un résultat a prendre avec réserve vaoiebre restreint d’écotypes collectés pour
certaines espéces. Les résultats montrent égalaqmenta distribution des espéedestus et
Trifolium au Maroc varie en fonction de conditions pédologgyet climatiques.

Les variables écogéographiques les plus importaeg®upant les sites ont été les
précipitations moyennes annuelles, l'altitude elakitude. Parmi les especes collectées par
I'INRA, aucune n'a été trouvée sur tous les sitesitefois,T. isthmocarpumT. glomeratum
et L. ornithopodioidesont été les especes les plus couramment rencerdtgeles sites de
collecte. Il se peut que ces especes dominentuessa D’autres collections doivent étre
entreprises a différents moments de I'année, sailange aire géographique et sur plusieurs
années pour confirmer cette hypothése.

Au terme de la premiere évaluation agronomique, querantaine d’écotypes a éte
sélectionnée. L’évaluation de l'effet de la saBngur ces écotypes présélectionnés a été
ensuite réalisée sur une gamme de concentratioha@é: 0 mM, 68 mM, 137 mM et 220
mM. La concentration en NaCl qui a permis une vdigerimination entre les écotypes a été
137 mM. Cette derniere a provoqué 50% d’inhibittnla croissance pondérale des plantes.
Sachant que 50% est le seuil utilisé pour le ctass¢ de la tolérance des plantes au sel.
L’ensemble des parameétres abordés au cours deétatte a montré une variabilité assez
large des réponses a la salinité chez les espéugiges. Certaines comnie arvenseT.
bocconej T. campestreT. stellatumet T. tomentosunont été tres sensibles a la salinité,
méme a faibles concentrations avec des taux deimgion ne dépassant pas 40%. D’autres
ont manifesté une réponse a la salinité qui dife&len le stade végétatif. Il s’agit notamment
des espéces. cherleri, T. scabrunet L. ornithopodioidesL’especeT. cherleria été la plus
tolérante pendant la phase de germination et artiesfconcentrations salines atteignant 220
mM de NaCl. Tandis que sa réponse a la salinitéardusa croissance a montré une
accumulation importante de Ndans ses tissus, réduisant sa conductance stomatiogCQ
et, par conséquent, la photosynthese, indépendatduanaintien de I'équilibre hydrique de
la plante. Alors qu'on a noté I'inverse polr scabrumet L. ornithopodioidesou le taux de
germination sur des fortes concentrations saliriaspas dépassé 50%, contrairement aux

stades ultérieurs ou elles ont manifesté les rémhgcties plus faibles du rendement en MS
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ainsi qu’'un rapport KNa" élevé. Toutefois le résultat le plus intéressantette étude est le
maintien chez I'espécé&. isthmocarpunde sa tolérance a la salinité tout au long duecycl
végetatif depuis la germination jusqu’a la flormsdépassant méme celle de la variété
commerciale Paradana, particulierement sur leegarbncentrations. En examinant la teneur
en ions Na et CI, T. isthmocarpuns’est avérée accumuler moins dé @ns sa partie
aérienne que les autres especes testées sous rtess rnénditions salines. La tolérance de
cette espece a la salinité peut étre liée a celigité a ‘exclure’ cet ion toxique.

Pendant la phase reproductive, le sel a affectédegposantes du rendement en grains
et a induit une variabilité au niveau de la productdu PMG selon les écotypes, aussi
importante que celle notée pendant la phase dssamie végétative (réduction de croissance
observée sur NaCl). Le suivi sous serre a permgebietionner les ecotypes i1, i2, i3, i6, i10,
scl, sc3, 09 et 016 en se basant sur l'utilisadi@rcaractéristiques agronomiques fiables et
faciles a mesurer, notamment le rendement en M&h ajraines sous irrigation saline par
rapport a la non saline. Ces écotypes (a I'except®dscl et sc3) ont présenté des rendements
similaires a la variété australienne Paradana auwohcentration 137 mM. En outre une
supériorité a été manifestée sur la concentrat®@hri@M par les écotypes il, i2, i3, i6, i10 par
rapport a cette variété. Les écotypes ainsi sélaufis ont servi de matériel génétique pour le
suivi en plein champ, ou le suivi jusqu’a la flea@m a révélé que les écotypes tardifs sont
moins productifs que les précoces. Ainsi, nos tagimontrent d’'une maniére générale que
les écotypes précoces i2, i3, i10, i6 et i1l ons@néé des rendements moyens a élevés. lls ont
été qualifiés de tolérants par rapport aux autoesypes. En effet la salinité cause la chute
prématurée des feuilles, ce qui réduit la biomasgar conséquent le rendement fourrager.

Par ailleurs, la précocité est aussi un caractéite pour les plantes, surtout en
conditions défavorables. Sous contrainte salireeplantes appartenant a des écotypes tardifs
meurent souvent avant la fin de leur cycle. En,phidme dans le cas des écotypes tolérants,
lorsque ceux-ci sont tardifs, I'accumulation pragige du sel dans les organes se traduit par
une altération de la floraison et une baisse grdduction en grains. Néanmoins, il sera utile
de procéder a des recherches supplémentairesssécdeypes pre-selectionnés, afin d’étudier

leur réponse a des irrigations salines prolongées.

Cette étude appuie l'idée selon laquelle les p@gpls jouent significativement un
réle physiologique dans la tolérance a la salioitéz les espéces étudiées, en particulier les
écotypes i1, i2, i3, i6, i10, scl et sc2. Chezémstypes, on a noté une forte accumulation de
flavonoides.

132



Conclusion générale et perspectives

En effet, la tolérance a la salinité est un phénmmamé déterminisme génétique assez
complexe, faisant intervenir entre autres des mseas physiologiques et biochimiques tres
variés. Il serait ainsi intéressant de poursuiareeicherche pour déterminer I'effet précis de

ces composeés polyphénoliques.

A la lumiere de I'ensemble des résultats trouvéspiésent travail mérite d'étre
approfondi. D’abord d’'un point de vue recherche ligpge, particulierement pour les
écotypes i1, i2, i3, i6 et i10, qui ont révélé lsupériorité et qui meritent d’étre suivis de prés
pour une éventuelle utilisation par les agricubeutout en évaluant au préalable leur
appétibilité par les animaux. Ces écotypes ont rdambe bonne tolérance au sel, aussi bien
pendant la germination que durant la phase végétadivec une bonne récupération de
germination aprés culture sur milieu salin. On swggegalement des tests d’hybridation de
ces écotypes.

D’un point de vue recherche fondamentale, il seraééressant de déterminer le (ou
les) mécanisme(s) d’exclusion des ions @étecté lors de cette étude, chez certains éestyp
tolérants. Le recours a la biologie moléculaire rpaiti contribuer a mener des recherches
approfondies sur les genes responsables de lariok@a la salinité chez ces écotypes. Le but
ultime serait de disposer de génes d’'intérét paugte introduit chez d’autres Iégumineuses
fourrageres plus productives glieisthmocarpunmais non tolérantes a la salinité.

Pour une meilleure exploitation, il est suggéréalgr des souchd®hizobiumspécifiques et
tolérantes et de tester leurs réponses physiolegifubiochimique en association aux
écotypes i1, i2, i3, i6 et i10 sélectionnés, afenrévéler une parfaite compatibilité plante

héte-Rhizobium
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Annexe 2.Pourcentage de graines dures ainsi que d’'imbibétafe germination des
écotypes testés du tréfle et lotier aprés 21 jdlmsubationa I'obscurité dans un incubateur
réglé a 25°C avec une humidité variante de 78%#4. 93

; . .% Qrgines % Graines

\ % Graines 0 Craines % Graines imbibées et g oq oy

Espece Ecotype bibées  imbibées ayant ’

P yp dures m ye ayant germées
sur O mM  sur 220 mM germées sur

0 mM sur 220 mM
T. arvense a7 10,7 89,3 88,6 66,9 28,7
T. bocconei b6 4,7 95,3 93,3 91,4 13,4
T. campestre c4 10,7 89,3 81,3 80,6 28,6
cl7 25,4 74,6 74,6 90,4 21,4
T. cherleri ch5 13,3 86,7 86,0 69,5 71,3
ch19 7,3 92,7 90,7 94,0 96,0
ch20 13,3 86,7 78,7 83,2 81,2
T. glomeratum g2 28,0 72,0 72,0 93,0 24,0
g4 59,2 40,8 45,8 79,1 0,0
gl4d 73,9 26,1 21,5 91,8 0,0
gl5 8,5 91,5 89,5 92,8 94,8
T. isthmocarpum i1 82,7 17,3 20,0 74,2 32,8
i2 81,3 18,7 16,0 82,0 0,0
i3 58,0 42,0 47,0 80,3 0,0
i4 72,7 27,3 2,7 73,0 0,0
i6 74,0 26,0 28,0 94,0 88,0
i7 33,3 66,7 66,0 49,5 51,3
i8 27,3 72,7 70,7 74,0 11,2
i10 33,3 66,7 58,7 63,2 76,0
i11 72,7 27,3 22,7 93,0 0,0
i12 82,5 17,5 14,8 80,8 0,0
i19 70,1 29,9 25,3 90,4 0,0
T. resupinatum r4 14,5 85,5 77,5 82,0 30,0
r5 78,7 21,3 18,6 79,4 0,0
r7 55,4 44,6 49,6 77,7 0,0
r8 80,1 19,9 22,6 71,6 30,2
ri2 29,2 70,8 70,8 91,8 22,8
T. scabrum scl 55,0 45,0 40,0 90,0 90,0
sc2 50,0 50,0 48,0 80,0 92,0
sc3 48,0 52,0 52,0 73,0 84,0
T. stellatum st7 87,3 12,7 12,8 54,2 0,0
st8 88,7 11,3 4,0 62,0 0,0
T. tomentosum t3 78,0 22,0 27,0 60,3 0,0
t8 23,3 76,7 76,0 59,5 22,8
t10 17,3 82,7 80,7 84,0 0,0
t12 23,3 76,7 68,7 73,2 21,2
L. ornithopodioides 08 38,0 62,0 62,0 83,0 14,0
09 92,7 7,3 10,0 64,2 61,3
010 91,3 8,7 6,0 72,0 0,0
016 68,0 32,0 37,0 70,3 86,0
T. michelianum Paradana 82,7 17,3 12,7 83,0 0,0
L.S.D 55 4.8 3,8 1,7

Le pourcentage d’imbibition a été calculé sur lenbee total des graines, alors que le pourcentage de
germination a été calculé a partir du pourcentagegilaines imbibées
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Annexe 3. Solution de HoaglandKarmoker et Van Steveninck, 1978)

KH,PO, 0,5mM
KNO3 3 mM
Ca(NG)..4H,0 4 mM
MgSO, 1mM
FeEDTA (EDTA iron Ill sodium salt) 37,5 uM
HsBOs 23 uM
MnCl,.4H,0 4,5 pM
ZnSQ,. 7TH,O 4 uM
CuSQ.5H,0 1,5 uM
MoOs 0,05 uM
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Annexe 4.Analyse Ultra-chromatographie en phase liquide (ORPL

Le systeme ACQUITY UPLC : ultra-performance liquithromatograph (Waters) est
composeé de gestionnaire de solvant binaire, gestiomnde I'échantillon, détecteur a barrette

de photodiodes (PDA), et le logiciel Empower Pi@ & été utilisé.

Le profilage a été réalisée sur une colonne UPLE BAE8 50 mm x 2,1 mm de diamétre, 1,7
mm, en utilisant un gradient profil d'élution eteuphase mobile constituée par l'acide
acétique a 0,1% dans l'eau (solvant A) et 40% MgEblvant B). La forme du gradient
utilisé était le suivant: 0 min, 100% de A; 1 m®@% A; 7 min, 35% A; 7,5 min, 100% de B;
9,5 min, 100% de B, et 10 min, A. 100% La colonst maintenue a 50°C, et le débit est
maintenu constant a 0,35 ml/min. Le volume d'ingecétait 5 pL. Les profils d'UPLC ont
été intégrés a 254 nm, et la forme du spectre a’ptisn de chaque pic a été observée avec
du PDA. Les aires des pics de la méme forme ontltésies, et la concentration a été
déterminée pour chacun d’entre eux séparémentashade des courbes d'étalonnage de la
quercétine pour les flavonoides, la daidzine pesrisoflavones et le coumestrol pour les

coumestanes.

La colonne CL (chromatographie liquide) était é@ude a température ambiante. Les
séparations ont été réalisées en utilisant uneephésale mobile de 55% de méthanol dans
1mmol/L d'acétate d'ammonium (EM Science, Cherrly, HiJ), s'élevant a 65% a 10min
jusqu'a ce que la biochanine A soit éluée. Le détait de 1mL/min. Le détecteur d'UV était
réglé 214 nm pour détecter la formononétine, a 24 pour détecter la daidzéine
respectivement. Vingt micro-litres de solution stam de méthanol mélangée ou
d'échantillon ont été injectés et les zones de ghicsmatographiques ont été calculées a l'aide
du logiciel Axxi-Chrom Model 727 (Calabasas, CA).
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