N

N

Effet du stress salin en milieu hydroponique sur le trefle
inoculé par le Rhizobium
Laaziza Ben Khaled, Asuné¢ion Gomez, Mario Honrubia, Abdallah Oihabi

» To cite this version:

Laaziza Ben Khaled, Asunéion Gomez, Mario Honrubia, Abdallah Oihabi. Effet du stress salin en
milieu hydroponique sur le tréfle inoculé par le Rhizobium. Agronomie, 2003, 23 (7), pp.553-560.
10.1051/agro:2003030 . hal-00886208

HAL Id: hal-00886208
https://hal.science/hal-00886208

Submitted on 11 May 2020

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.science/hal-00886208
https://hal.archives-ouvertes.fr

Agronomie 23 (2003) 553-560
© INRA, EDP Sciences, 2003
DOI: 10.1051/agro:2003030

553

Article original

Effet du stress salin en milieu hydroponique sur le trefle inoculé
par le Rhizobium

Laaziza BEN KHALED**, Asun¢ion MORTE GOMEZP, Mario HONRUBIAP, Abdallah OIHABI®

 Laboratoire de Physiologie Végétale, BP 2390, Faculté des Sciences-Semlalia, Marrakech, Maroc
b Laboratoire de Mycologie, Département de Biologie Végétale Campus Universitaire d’Espinardo, Université de Murcie, 30100 Murcie, Espagne

(Recu le 5 mars 2002 ; accepté le 16 janvier 2003)

Abstract — Effects of salt stress in hydroponic media on clover plants inoculated with Rhizobium. The application of salt stress in
hydropollic conditions on clover seedlings (Trifolium alexandrinum L.) inoculated with Rhizobium affected the nodulation start}ng from 2 g
NaCl- }_ , whereas the growth began to be reduced only from 4 g-1" . The growth of shoots was reduced by about 20% at 4 g-1"" and 44% at
6 g-1"". The development of the root system was less sensitive. This depressive effect on the growth was accompanied by biochemical and
ultrastructural modifications. The soluble protein content of the leaves fell by about 75% at 6 g-l_1 of NaCl. Proline and soluble sugars
accumulated mainly in leaves, where they probably contributed to the osmotic adjustment phenomena. The transport and/or the utilization of
starch was affected, so it accumulated in the chloroplasts. Salt stress also caused disorganization of the thylakoid membranes and an
accumulation of lipidic globules inside the chloroplasts.

clover / Rhizobium / salt stress / nodulation / growth

Résumé — L’application d’un stress salin en milieu hydroponique a des plantules de tréfle (Trifolium alexandrinum L.) inoculées par le
Rhizobium affecte la nodulation a partir de 2 g-l’1 NaCl alors que la croissance ne I’a été qu’a partir4 g-17". La croissance pondérale de la partie
aérienne a été réduite de 20 % a 4 g-l_1 etde44 % a6 g-l_l. Le développement du systeme racinaire a été moins sensible. Cet effet dépressif
sur la croissance s’est accompagné de modifications biochimiques et ultrastructurales. La teneur en protéines foliaires solubles a chuté
d’environ 75 % a 6 g-l’1 de NaCl. La proline et les sucres solubles se sont significativement accumulés dans les feuilles sous I’effet du sel. Ils
participeraient aux phénomenes d’ajustement osmotique. Le transport ou/et I’ utilisation de I’amidon ont été perturbés causant son accumulation
dans les chloroplastes. Le stress salin a provoqué aussi une désorganisation des membranes thylakoidiennes et une accumulation de globules

lipidiques au niveau du stroma.

trefle / Rhizobium / stress salin / nodulation / croissance

1. INTRODUCTION

Dans les zones arides et semi-arides, la contrainte saline
s’associe souvent au déficit hydrique pour limiter la production
des especes végétales. Chez les légumineuses, cet effet est
d’autant plus perceptible que la fixation symbiotique de I’azote
atmosphérique est tres sensible a la contrainte saline [35]. La
salinité affecte la multiplication et la survie du rhizobia dans
le sol et la rhizosphere [2], inhibe le processus d’établissement
de I’infection rhizobienne, entrainant une diminution du nom-
bre de nodules, réduit leur contenu en léghémoglobine [14],
diminue I’activité de la nitrogénase [13], altere la diffusion
intranodulaire de ’oxygene [52] et modifie le statut ionique
[53]. Toutefois, 1a diminution des photosynthétats fournis pour

les nodules [5, 20, 28] et la réduction des substrats fournis pour
la respiration des bactéroides [13] constituent la principale
limitation de la fixation symbiotique de I’azote sous contrainte
saline.

Le métabolisme azoté et la synthese protéique sont égale-
ment séverement affectés par le stress salin, il en résulte un
développement anormal des plantes et une diminution du ren-
dement [44]. Il a également été démontré que certains compo-
sés notamment les sucres solubles et la proline s’accumulent
dans les tissus des plantes cultivées sous stress salin [27, 34].
IlIs seraient impliqués dans des mécanismes d’ajustement
osmotique. D’autres molécules azotées comme la glycine-
bétaine [18, 21, 22] et les polyamines [36] interviendraient éga-
lement dans le méme sens.
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A Déchelle cellulaire, la salinité affecte 1’ultrastructure des
chloroplastes [1, 50] et plus particulierement celle des grana
[3, 46]. Chez le petit pois, le stress salin provoque la perte de
I’enveloppe chloroplastique, I’apparition de gouttelettes lipi-
diques et la dégradation des membranes thylakoidiennes [41].
L’accumulation de grains d’amidon a été également souvent
rapportée [30, 38, 50].

Dans le cas de Trifolium alexandrinum L., les données bio-
chimiques associées a 1’accommodation au sel restent frag-
mentaires et peu nombreuses. Dans ce travail nous nous
sommes intéressés a 1’effet la contrainte saline sur la crois-
sance du trefle et aux modifications biochimiques et structura-
les induites en conditions de dépendance stricte de la fixation
symbiotique de N, pour sa nutrition azotée.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal

Les graines de T. alexandrinum L. nous ont été aimablement
fournies par I’Institut National de la Recherche Agronomique
de Dijon, France. Apres désinfection dans une solution de H,O,
(15 %) pendant 30 min et rincage a 1’eau distillée stérile, la ger-
mination est effectuée dans une enceinte thermostatée (25 +
1 °C) dans de la vermiculite préalablement stérilisée (200 °C,
4 h) et constamment humidifiée a 1’eau distillée stérile.

2.2. Inoculum rhizobien

La souche de Rhizobium utilisée (Rhizobium sp.) a été iso-
1ée a partir des nodosités des racines de plantes de trefle culti-
vées sur un sol de la région de Marrakech. Cette souche a été
par la suite purifiée sur milieu YEM gélosé (Yeast Extract
Mannitol) selon la méthode de Jordan [29]. Les colonies gom-
meuses et bien circulaires avec un point blanc au milieu, sont
multipliées par la suite dans des erlenmeyers de 250 ml sur
milieu YEM liquide [56]. Les cultures sont incubées a 28 °C
pendant 5 jours sous agitation. La densité des bactéries a été
estimée par mesure de la densité optique a 620 nm et par
dénombrement direct apres étalement sur des boites de Pétri
contenant 20 ml de milieu gélosé YEM.

2.3. Dispositif et milieu de culture

Nos expériences ont été conduites en aquaculture stricte
dans des pots en plastique de 20 cm de profondeur préalable-
ment désinfectés par trempage dans un bain d’eau chlorique
pendant une nuit, ensuite rincés abondamment a I’eau distillée.
Les solutions nutritives sont préparées en se référant au milieu
de base de Long Ashton modifié [45]. Pour favoriser une
bonne nodulation, les nitrates ont été supprimés de la solution
nutritive et remplacés par des ions sulfates. La composition du
milieu de base de Long Ashton modifié utilisé est : K,SOy4
(2,29 mM) ; CaCl, (7,2 mM) ; KoHPO, (1,15 mM) ; MgSOy,
7H,0 (1,45 mM), H3BO,4 (3 uM) ; ZnSQOy, 7H,0 (1,04 uM) ;
MnSO4, 4H,O (10 pM) ; CuSO4, 5H,O (1 pM) ;
(NH4)gM070,4, 4H,0 (4,3 uM) et de Fe-EDTA (63 uM).

2.4. Conditions de culture

De jeunes plantules agées de 7 jours (stade feuilles cotylé-
donaires) sont repiquées sur des couvercles perforés adaptés a
des pots de culture contenants 1,5 1 de la solution nutritive de
base avec une densité de 10 plantules/pot. Apres deux jours
d’acclimatation sur ce milieu, les différents lots de plantules
exceptés les temoms sont transférés sur le méme milieu contenant
duNaCla2g- 17! Une gamme (2;4 ;6et 8 gde NaCl-1™ 1) aété
choisie suite a des essais prehmmalres montrant que la limite
de tolérance du trefle au NaClest8 g - 17!, Afin de limiter le choc
osmotique, les lots de plantules ont été amenés progressive-
ment (durant les trois jours suivants) a la concentration désirée
en sel. Apres chaque jour, si la concentration désirée n’est pas
encore atteinte, les milieux de cultures ont été remplacés par la
solution plus concentrée qui suit de la gamme (4, 6 et 8 g-1~ b.
Une fois les d1fferents traitements élaborés (plantules dgées de
13 jours), 1 ml (108 bactéries) de la suspension bactérienne a
été ajouté directement sur la racine de chaque plantule.

Les cultures ont été conduites dans une salle climatisée
25+ 2 °C et ~ 70% d’humidité) sous un plafond lumineux
avec une intensité d’éclairement de 240 pmol~m’2 s7! et une
photopériode de 16 h. Les solutions ont été aérées en perma-
nence a 1’aide de capillaires en plastique, préalablement désin-
fectés a I’eau de Javel pendant une nuit, reliés a des pompes
d’aquarium. Les milieux ont été renouvelés chaque semaine et
leur pH maintenu a 6,2 par addition de KOH (1N).

La conductivité électrique (C.E.) de la solution nutritive de
chaque traitement a été déterminée par un conductivimetre de
type (WTW) Tetracon 96 (Tab. I).

2.5. Estimation de la croissance

Apres 1 mois de culture les plantules de trefle encore au stade
végétatif (7a 8 feullles chez les plantes témoins pour les trai-
tements 2 et 4g- -I"'de NaCl et 5 24 feuilles pour les traitements
6et8g- 17! de NaCl) ont été récoltées. Leur croissance a été
appréciée par mesure des parametres suivants : poids de la
matiere fraiche (MF) de I’ensemble de la plante, poids de
matiere seche (MS) des plantes apres dessiccation a 80 °C pen-
dant 48 h, hauteur de la partie aérienne, longueur des racines
et nombre de nodules par plante.

2.6. Dosage des protéines solubles dans les feuilles

Pour chaque traitement, des feuilles bien développées
(200 mg), de méme rang foliaire sont prélevées et utilisées
pour le dosage des protéines par la méthode de Bradford [8].
L’extraction des protéines solubles est faite dans un tampon
phosphate (pH 7,0). La densité optique est mesurée a 595 nm.
La gamme étalon est établie avec le sérum albumine bovine.

Tableau I. Conductivité électrique a 25 °C en (ds-m’l) des
différents milieux de cultures utilisées.

NaCl (g-1"")
0 2 4 6 8
CE (ds-m™) 1,44 522 8,82 12,18 1549
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2.7. Dosage de la proline libre dans les feuilles

L’extraction et la purification de la proline ont été effec-
tuées selon la méthode de Paquin et Lechasseur [43]. La
densité optique est mesurée a 515 nm. La gamme étalon est
établie par la proline pure.

2.8. Dosage des sucres solubles

L’extraction a été effectuée a froid en broyant 300 mg de
feuilles matures et fraiches de méme étage foliaire dans 4 ml
d’un mélange méthanol-chloroforme-eau (MCE, 12:5:1,v/v).
Le broyat est ensuite centrifugé pendant 5 min a 2500 g, le
culot est repris dans 4 ml de MCE. Cette opération est
répétée 3 fois de suite et les surnageants sont mélangés. Les
glucides ont été dosés dans 1’extrait selon la méthode de
Kochert [31]. La D.O. est mesurée a 485 nm et la gamme éta-
lon est établie par le glucose pur.

2.9. Ultrastructure

Des feuilles de tréfle issues d’une culture en conditions
aseptiques dans des tubes en verre contenant du milieu MS
[40] avec et sans NaCl (0 et 7 g-I” ) sous des conditions
contrdlées de temperature et d’éclairement (éclairement :
60 pmol- m™ temperature 25°Cet photoperrode 16 h),
ont été decoupees et fixées au glutaraldéhyde a 3 %, dans un
tampon cacodylate 0,2 M et pH 7,2 pendant toute une nuit. Les
pieces sont ensuite lavées trois fois avec le méme tampon et
post-fixées a ’osmium a 2 % dans le méme tampon pendant
150 min puis déshydratées et incluses de fagon orientée dans
une résine (I’épon). Des coupes semi-fines colorées au bleu de
toluidine et des coupes fines contrastées a 1’acétate d’uranyle
et au citrate de plomb ont été réalisées a partir des blocs
d’inclusion et sont étudiées au microscope électronique.

3. RESULTATS

3.1. Effet du NaCl sur la biomasse du treéfle inoculé
par le Rhizobium

Hormis la plus faible dose testée (2 g 11), 1a salinité a affecté
négativement la croissance des plantules de trefle inoculé
(Tab. II) La hauteur de la partre aérienne a diminué de 17 % a
4g- Iletde 40 % 2 6 g- 1! de NaCl. Au-dela de cette dose,
Aucune diminution supplémentaire n’est enregistrée. L.’allon-
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gement de laracine a été moins sen51ble au stress sahn Ladimi-
nutionn’aété quede 9 % a6 g- 1"l et26 %28 g- ! par rapport
a la longueur des racines des plantes témoins. La nodulation
s’est montrée particulierement sensible aux différentes concen-
trations de sel, le nombre de nodules chute progressrvernent des
la plus faible concentration de sel (2 g-1~ 5 ouril a été redult de
20 %. Cette réduction atteint40 % a6 g-1~ Tet 66 % 28 g 1! de
sel. Le nombre de nodules par unité de masse racinaire a été
également réduit suite au stress salin traduisant une résistance
relative de la croissance des racines (Tab. II).

La croissance pondérale (quantité de biomasse mesurée a la
récolte) des organes photosynthethues semble avoir €té stimu-
1ée par la faible dose de NaCl (2 g-1~ D) (Fig. 1 A et B). A cette
dose, la biomasse aérienne a été améliorée de 20 % compara-
tivement aux plantes témoins. Au-delade2 g- 17!, la croissance
pondérale chute avec 1’augmentation des doses de NaCl dans
les milieux de culture (<20 % a 4 g- T let—44 % a6 g 1!
NaCl).

La croissance ponderale racinaire a été morns sensible au
stress salin. Elle n’a été affectée qu’a 8 g- 17! de NaCl ot le
poids de matiere séche a enre,cfrlstré une diminution d’environ
25 % (Fig.2 AetB). A2 g 17" de NaCl, le rapport de matiere
seche des racines/parties aériennes (Tab. II) est resté pratique-
ment identique a celui des plantes témoins. Ce rapport aug-
mente pour les doses 4 et 6 g-17" en raison de I’inhibition de la
croissance pondérale des organes photo [ynthetiques et la
conservation de celle des racines. A 8 g-1" de NaCl, ce rap-
port diminue mais reste supérieur a celui des plantes témoins
reflétant également la grande sensibilité de la partie aérienne
au stress salin. Comme le montre les teneurs en eau (Fig. 2),
les différentes doses de NaCl appliquées n’ont eu aucun effet
sur 1’état d’hydratation des plantes qui est resté comparable
(90 % de la matieére fraiche en moyenne) pour les différents
traitements et organes.

3.2. Teneur en protéines solubles et en proline libre

La teneur en protelnes solubles des feuilles de treﬂe a dimi-
nué d’environ 27 % a 4 g- I'letde 75 % 2 6 g I"! de NaCl
(Fig. 3). Au dela de cette dose le contenu en protéines semble
se stabiliser. Les résultats illustrés dans la figure 4 montrent
que la salinité a induit aussi une accumulation remarquable de
la proline dans les feuilles du trefle. Cette accumulation est
d’autant plus importante que la concentration en sel dans le
milieu est élevée. A 2 g-17! de NaCl la teneur en proline a dou-
blé et a été 7 fois plus importante a 8 g- 1! NaCl comparative-
ment aux témoins.

Tableau II. Effet du NaCl sur les parametres de croissance, le nombre de nodules par plante et par la masse seche (MS) des racines du trefle

inoculé par le Rhizobium et cultivé en milieu hydroponique.

NaCl (g-17)
Parameétres 0 2 4 6 8
Hauteur de la partie aérienne (cm) 23+1,6 25,8 +3,2 192 =29 14+ 3,6 13,7+ 2,5
Longueur des racines (cm) 23+5,6 23+5,3 22+38 21+59 17 +4,0
Nombre des nodules/plante 15+4,4 12 +4,0 1027 9+2,6 5+0,6
MS racines/MS parties aériennes (mg) 0,14 = 0,02 0,15 +0,06 0,23 + 0,06 0,35 +0,12 0,23 +0,12
Nombre total des nodules/MS racinaire 2,12 +0.73 1,45+0,6 1,14 + 0,31 0,97 +0,21 0,92 +0,16

Chaque détermination est la moyenne de 6 mesures indépendantes.
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Figure 1. Effet de la contrainte saline sur la biomasse aérienne (A :
matiere fraiche, B : matiere seche) du trefle inoculé par le Rhizobium
et cultivé sur milieu hydroponique en présence et en absence de NaCl.
Les valeurs sur les histogrammes correspondent aux teneurs en eau,
exprimées en % de la matiere fraiche. Les valeurs représentent les
moyennes de 6 mesures individuelles, les intervalles de sécurité sont
calculés au seuil de 95 % (test de Newman et Keuls).

Une corrélation négative (Fig. 5) a été obtenue entre I’évo-
lution des teneurs en protéines solubles et celles de la proline
en fonction des teneurs en sel. Cette corrélation négative sug-
gere que la proline provient au moins en partie d’ une dégrada-
tion des protéines.

3.3. Contenu foliaire en sucres solubles

A I'instar de la proline, les sucres solubles se sont accumu-
1és dans les feuilles de trefle. Cette augmentation a atteint
37% a4 g1 et 57 % a 8 g-17! de NaCl et n’a été jugée sta-
tistiquement significative qu’a partir de 4 g~1’1 NaCl (Fig. 6).

3.4. Ultrastructure des chloroplastes

Les cellules témoins (Fig. 7 A et B) montrent un aspect nor-
mal avec un cytoplasme réparti le long de la paroi pectocellu-
losique. Le centre de la cellule est occupé par une grande
vacuole et toutes les cellules du parenchyme foliaire sont chlo-
rophylliennes. A la périphérie des cellules, les chloroplastes
sont pratiquement dépourvus de grains d’amidon.

Les cellules des plantes cultivées sous stress salin (Fig. 8 A
et B) présentent des chloroplastes avec une désorganisation

des membranes thylakoidiennes ; les empilements de thylakoi-
des forment peu ou pas de grana. Des plastoglobules sont éga-
lement observés. Les chloroplastes renferment de nombreux
gros grains d’amidon qui occupent une partie importante du
stroma. Des grains sombres qui semblent étre des lipides sont
visibles au niveau du cytoplasme cellulaire.

160
140
120
100
80 A
60

Matiere fraiche des
racines, mg /plante

NaCl (g I'")

Matiere séche des
racines, mg /plante

NaCl (g I)

Figure 2. Effet de la contrainte saline sur la biomasse des racines (A :
matiere fraiche, B : matiére séche) du trefle inoculé par le Rhizobium
et cultivé sur milieu hydroponique en présence et en absence de NaCl.
Les valeurs sur les histogrammes correspondent aux teneurs en eau,
exprimées en % de la matiere fraiche. Les valeurs représentent les
moyennes de 6 mesures individuelles, les intervalles de sécurité sont
calculés au seuil de 95 % (test de Newman et Keuls).

1400

1200 A

1000 -

800 A

600

400

200

Protéines solubles, ugg™* MF

0

NaCl(g I

Figure 3. Effet du NaCl sur les teneurs en protéines solubles des
feuilles du trefle inoculé par le Rhizobium et cultivé en milieu
hydroponique. Les valeurs représentent les moyennes de 3 mesures
individuelles, les intervalles de sécurité sont calculés au seuil de
95 % (test de Newman et Keuls).
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Figure 4. Effet de la contrainte saline sur les teneurs en proline des
feuilles de trefle inoculé par le Rhizobium et cultivé en milieu
hydroponique. Les valeurs représentent les moyennes de 3 mesures
individuelles, les intervalles de sécurité sont calculés au seuil de
95 % (test de Newman et Keuls).
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Figure 5. Correlatlon entre la teneur des feuilles en protelnes
solubles (ug-g~ I'MF) et leur contenu en proline (pg-g~ MF) de
trefle inoculé par le Rhizobium en milieu hydroponique en présence
de différentes concentrations en NaCl. La corrélation a été établie en
considérant les valeurs individuelles (3 par traitement) des protéines
solubles et de la proline.

4. DISCUSSION

L’exposition des plantules de trefle inoculées par le Rhizo-
bium a la salinité s’est traduit par une chute de la croissance
pondérale surtout de la partie aérienne et une réduction du
nombre de nodules. En effet, la salinité diminue la survie des
rhizobia [2, 15] et inhibe I’expansion et la courbure des poils
absorbants [57] ce qui entraine une réduction du nombre de
ces organes symbiotiques. Zahran et Sprent [62] rapportent
que le processus d’installation de la nodosité est plus sensible
au stress osmotique que I’est le métabolisme des racines et des
parties aériennes de la plante. Chez le trefle nous avons
observé une chute du nombre de nodules par unité de masse
racinaire en fonction du degré de la salinité accompagnée
d’une résistance relative de la croissance des racines.
Toutefois, il semble que ces réponses dépendraient de
I’espece. Saadllah et al. [49] ont observé chez le haricot une
chute de la croissance de racines associée a une augmentation
du rapport nombre de nodule/unité de matiére seche racinaire.

600

5004

400

300

200

Sucres solubles,ug g MF

100+

NaCl(g 1)

Figure 6. Effet de la contrainte saline sur les teneurs en sucres
solubles dans les feuilles du trefle inoculé par le Rhizobium et cultivé
en milieu hydroponique. Les valeurs représentent les moyennes de
3 mesures individuelles, les intervalles de sécurité sont calculés au
seuil de 95 % (test de Newman et Keuls).

L’effet de la salinité n’est pas homogene pour tous les orga-
nes. Les réponses morphologiques, physiologiques et métabo-
liques de ces derniers sont différentes [24] et parfois méme
opposées entre les stades juvéniles et adultes [39, 63]. D’apres
nos résultats, la salinité a réduit davantage la croissance des
parties aériennes du trefle comparativement a celle des raci-
nes. Des résultats similaires ont été rapportés par Dubey et
Singh [16]. Cette résistance du systéme racinaire du trefle au
stress salin peut étre due a une diminution de I’allocation du
carbone pour la croissance foliaire au profit de la croissance
racinaire [9]. La réduction de la croissance peut étre aussi liée
a des perturbations des taux des régulateurs de croissance
(acide abscissique et cytokinines) induites par le sel [32, 59],
parfois a une réduction de la capacité photosynthétique suite a
une diminution de la conductance stomatique de CO, sous la
contrainte saline [51].

Néanmoins, il faut signaler que les effets de la salinité sur
la croissance et la productivité ne sont pas toujours négatifs.
Des concentrations faibles en NaCl (2 g-1~ ) dans le milieu a
conduit a une stimulation de la production de la matiere frai-
che et seche des organes aériens du tréfle. Une réponse analo-
gue a été signalée chez la luzerne [26].

Il est également établi que la salinité restreint la production
de biomasse a travers une limitation de 1’absorption du potas-
sium et du calcmm [33] et de leur transport [55] ; un supplé-
ment de Ca* dans le milieu de culture corrige ces effets [47].
Cette perturbation de la disponibilité du calcium inhibe égale-
ment I’établissement de la nodulation (attachement bactérie-
poils absorbants) [62]. Smith et al. [54] précisent que des com-
posés calcium-dépendants de la paroi sont impliqués dans la
reconnaissance Rhizobium-poil absorbant. L’augmentation du
colt énergétique de la croissance en raison des différentes
dépenses supplémentaires couvrant les besoins des transports
ioniques et de I’ajustement osmotique aboutit a la réduction de
la production de biomasse [6].

Par ailleurs, nos résultats ont montré que la réduction de la
croissance chez le trefle s’accompagne de modifications
ultrastructurales. D’autres auteurs [30, 42] ont montré que la
structure des chloroplastes est affectée par les conditions envi-
ronnementales séveres et en particulier par le stress salin qui
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Figure 7. Cellule parenchymateuse de feuille t¢émoin de Trifolium alexandrinum L. ch : chloroplastes, gr : grana, m : mitochondries, v : vacuole.

Echelle : A =4 pm, B =2 um.

Figure 8. Cellule parenchymateuse de feuille de Trifolium alexandrinum L. stressée (7 g-l‘1 de NaCl). ch : chloroplastes, am : grains d’amidon,
pg : plastoglobules, Ip : grains dense de lipides, m : mitochondries, v : vacuole. Echelle : A =2,5 ym, B = 1,2 um.

entraine une désorganisation des systemes granaires et lamel-
laires. Hernandez et al. [23] relient 1’altération de la structure
des thylakoides provoquée par le NaCl a I'induction d’une
surproduction de I’ion superoxyde activé (O, *). Salama
et al. [50] rapportent que les modifications structurales des
thylakoides sont liées a un changement de la composition ioni-
que de I’espace stromatique. Toutefois, selon Ball et al. [4] 1a
perméabilité des membranes thylakoidiennes aux ions Na*
et Cl” est considérée comme basse ce qui expliquerait le
maintien d’une certaine capacité photosynthétique sous la
contrainte saline [19].

La diminution de la teneur foliaire en protéines solubles
sous stress salin serait en partie due a I’effet inhibiteur de NaCl
sur la nodulation et sur la fixation symbiotique de I’azote [5].
Plusieurs auteurs rapportent que 1’altération de la diffusion
intra-nodulaire de 1’oxygene [17] et I’inhibition de 1’activité
enzymatique de la glutamine synthétase (GS) et la glutamate
synthase dépendante de NADH (NADH-GOGAT) [7, 12, 37]
sous la contrainte saline sont parmi les facteurs limitant la bio-
synthese protéique. L’accumulation de la proline est souvent
rapportée comme conséquence de stress hydrique ou/et salin
[11, 17, 60]. La forte accumulation de la proline dans les
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feuilles de trefle pourrait étre le résultat d’une diminution de
son oxydation ou/et d’une réduction de son utilisation dans la
synthese protéique [10]. De méme une hydrolyse des protéines
riches en proline et/ou une synthese activée de cet acide aminé
aboutiraient a son accumulation dans les cellules. La corréla-
tion négative entre 1’évolution des teneurs en protéines solu-
bles et celles de la proline en fonction des teneurs en sel
suggere une provenance catabolique au moins dans le cas des
faibles doses de NaCl. Les travaux de Roosen et al. [48]
sur Arabidopsis thaliana cultivée sous stress salin montrent
que la proline est formée a partir de glutamate via la pyrroline-
5-carboxylase synthétase, alors qu’en 1’absence de sel 1’orni-
thine est le substrat préférentiel pour sa synthese. Chez Pha-
seolus aureus, le sel induit une inhibition de I’activité de la
proline déshydrogénase et de la proline oxidase tandis que
chez Morus alba, 1a pyrroline-5-carboxylase synthétase est sti-
mulée [58]. Une stimulation de 1’activité de cette derniere a été
également rapportée chez Arachis hypogaea L. [22], Vigna
aconitifolia [25] et Arabidopsis thaliana [61].

L’accumulation de I’amidon observée au niveau des chlo-
roplastes du trefle accompagnée d’une augmentation des
teneurs en sucres solubles peut étre attribuée au moins en partie
a une premiere réaction de dénaturation de la saccharose phos-
phate synthase dans le cytosol, et aussi a une inhibition intra-
chloroplastique des enzymes impliquées dans la dégradation
de ’amidon suite & un changement dans la composition ioni-
que des chloroplastes [50]. Des résultats comparables ont été
rapportés par Flowers et al. [18] et Keiper et al. [30]. Olmos
et al. [41] ont rapporté chez le petit pois une diminution des
sucres accompagnée d’une augmentation de la teneur en ami-
don; d’autres travaux révelent une diminution des teneurs en
sucres et en amidon [30]. Chez le riz cultivé sous stress salin,
il a été observé une dégradation de I’amidon et une accumula-
tion des sucres s’accompagnant de I’augmentation de I’ activité
de I’amidon phosphorylase, de celle de la glucose phosphate
synthase et d’une diminution de I’activité de I’invertase [16].

5. CONCLUSION

L’exposition des plantules de trefle, cultivées en milieu
hydroponique et dépendant de la fixation symbiotique de
I’azote, au stress salin s’est traduite par une réduction de la
croissance des parties aériennes et du nombre de nodules.
Cette réduction de la croissance s’est accompagnée de modifi-
cations biochimiques et structurales. Les teneurs en protéines
foliaires chutent alors que la proline et les sucres solubles se
sont accumulés dans les cellules. Ces derniers contribueraient
aux phénomenes d’ajustement osmotiques. La salinité a induit
une désorganisation des membranes thylakoidiennes et une
accumulation de I’amidon et de globules lipidiques au niveau
des chloroplastes. Une approche enzymatique aidera a la com-
préhension des ces modifications biochimiques et des méca-
nismes de résistance biochimique aux perturbations induites
par le sel chez le trefle.
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