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Introduction

La salinité des sols, facteur limitatif majeur de la productivité agricole, résulte
des processus naturels ou de I’irrigation des récoltes avec 1’eau saline, elle caractérise
plusieurs régions arides et semi arides du monde (LEVIGNERON et al, 1995 ;
MELONI et al.,, 2004). Plus de 40% des sols dans le bassin méditerranéen, dont
I’Algérie sont affectés par la salinit¢ (CHEVERY et ROBERT., 1993 ; HAMDY.,
1999 ; Le HOUEROU., 2000; DREVON et al, 2001; ANTIPOLIS., 2003).
Cependant, I’irrigation des sols par une eau de haute qualité de sa source, est
extrémement coliteuse ; donc la sélection de plantes tolérantes a la salinité est une
stratégie alternative, pour une agriculture correspondante a ces terres marginales
(DREVON et al., 2001). En effet, la salinité est un des facteurs d’environnement le
plus important, elle limite la production des récoltes dans approximativement 50% des
terres cultivées (MAOS., 1990 ; FLOWERS et YEO., 1995 ; NEUMANN., 1997 ;
YEO., 1998 ; HASEGAWA et al., 2000 ; MUNNS., 2002). Elle conduit les plantes a
la toxicité ionique, au stress osmotique, a la déficience minérale et a un nombre de
perturbations physiologiques et biochimiques (NEUMANN., 1997 ; YEO., 1998 ;
HASEGAWA et al., 2000 ; MUNNS., 2002).

La salinité réduit I’accumulation de I’azote chez les plantes (GRATTAN et
GRIEVE.,, 1993) avec une accumulation des sucres totaux solubles et de la proline.
De plus le métabolisme azoté et la synthese protéique sont également séverement
affectés par le stress salin (BENKHALED et al., 2003).

Les plantes vasculaires terrestres sont capables d'établir des symbioses avec de
nombreux micro-organismes. Au niveau des racines, les plantes peuvent s'associer
avec des champignons mycorhiziens pour donner ce qu'on appelle des mycorhizes
(PARMISKE., 2008). Les formes les plus répandues sont les endomycorhizes a
arbuscules. En effet, ces symbioses ont été recensées chez 80% des plantes terrestres
(SMITH. & READ., 2008). Elles sont établies entre les racines des plantes et des
champignons appartenant au phylum des Glomeromycota (SCHUBLER et al., 2001)
encore appelés champignons mycorhizogenes a arbuscules (CMA). Ces CMA
permettant probablement la colonisation des terres émergées par les plantes
supérieures grace a I'amélioration de leur nutrition et a certaines adaptations (WANG
et al., 2010). Ils permettent une meilleure résistance de la plante aux stress

environnementaux biotiques et abiotiques. L'utilisation des mycorhizes représente un
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des enjeux majeurs pour une agriculture plus durable visant a réduire l'usage des
pesticides et permettant une optimisation de la production végétale (qualitative et
quantitative).

Le Trifolium est I'un des genres les plus importants de la famille des
légumineuses (SABUDAK & GULER., 2009)

Le trefle d’Alexandrie (Trifolium alexandrinum L.), est une espece du genre

Trifolium 1’un des plus grands genres de la famille des légumineuses, avec environ
255 especes qui sont bien adaptées a la croissance dans différentes régions agro-
écologiques (ZOHARY et HELLER., 1984 ; GILLET et TAYLOR., 2001). Les
especes du genre Trifolium ou les trefles sont d’une importance agricole considérable
et sont largement cultivées comme plantes fourrageres, des engrais verts et des herbes
précieuses dans la médecine populaire de diverses cultures (GILLET et TAYLOR.,

2001). Le bersim (Trifolium alexandrinum L.) est I'un des fourrages 1égumineux les

plus importants de la région méditerranéenne et du Moyen-Orient (HACKNEY et al.,
2007; HANNAWAY et al., 2004; SUTTIE., 1999). Le bersim a été 1'une des especes
fourrageres qui s'est propagé le plus rapidement ces derniers temps, principalement
dans des conditions d'agriculture a petite échelle (SUTTIE., 1999). Il est modérément
tolérant a la salinité et peut pousser sur une vaste gamme de sols, bien qu'il préfere les
sols fertiles et limoneux aux sols argileux avec un pH légerement acide a légerement
alcalin (6,5-8) (HACKNEY et al., 2007; HANNAWAY et al., 2004).

Le trefle blanc est la légumineuse de paturage la plus importante dans de
nombreuses régions du monde, c'est la principale 1égumineuse cultivée dans les
paturages vivaces a température fraiche, zones de pluie estivale. Le trefle blanc pousse
principalement en conjonction avec les graminées, et est utilisé pour le paturage, le
foin de paturage et la couverture du sol dans des situations horticoles, ou il fournit une
riche source de protéines et de minéraux au bétail de paturage, et fixe de grandes
quantités d'azote dans paturages, améliorant ainsi la fertilit¢ du sol et réduisant le
besoin d'engrais. Alors que le trefle blanc est considéré comme une plante vivace, il
est capable de se comporter comme un annuel dans les climats chauds ou dans des

conditions de stress hydrique (ARCHER & ROBINSON., 1989).

L’objectif de ce travail est d’étudier les réponses biochimiques plus que
physiologiques de ces deux légumineuses stressées a la salinité, et ce afin d’évaluer

leurs réponses a la bio-fertilisation.
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Ce mémoire est structuré en un premier chapitre de syntheése bibliographique,
puis un deuxieme chapitre mettant relief les matériels et méthodes, un troisicme
chapitre présentant les résultats obtenus suivis des interprétations, traitant les

discussions et la conclusion.



Chapitre I
Synthese bibliographique
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I. Généralité sur le stress et la salinité chez les végétaux

I.1. Définition d’un stress

LEVITT (1980) décrit la physiologie du stress en l'abordant dans son aspect
physique. Le stress est une contrainte qui peut se résumer a une (ou plusieurs) forces
de déformation appliqué a un corps. Par analogie a la physiologie des plantes, une
contrainte environnementale va provoquer une tension interne dans l'organisme

exposé.

On appelle stress toute pression dominante exercée par un parametre, perturbant
le fonctionnement habituel de la plante. Par ailleurs, la réponse du végétal dépend,
entre autre, de ces parametres environnementaux, (le type de contrainte, son intensité

et sa durée) et génétiques (espece et génotype) (HOPKINS., 2003).
On distingue deux grandes catégories de stress:

e Stress biotique: imposé par d'autres organismes vivants (des micro-
organismes, insectes, herbivores,....)
e Stress abiotique: provoqué par un défaut ou exces de l'environnement

physico-chimique comme la sécheresse, les températures extrémes, la salinité.
I.2. Définition de la salinité

Selon MERMOUD ; (2006), la salinité est le processus d’accumulation des sels
a la surface du sol et dans la zone racinaire qui occasionne des effets nocifs sur les
végétaux et le sol ; il s’en suit une diminution des rendements et, a terme, une
stérilisation du sol. D’apres (BOUCHAR., 2010), la salinité est considérée comme
étant la quantité de sels secs dissous dans l'eau. Elle est donnée en partie par milliers
notée aussi %o ou psu (practical salinity unit). 1 PSU correspond a 1 gramme de sel
sec par kilogramme d'eau. La salinisation est 1’accumulation de sels hydrosolubles
dans le sol. Ces sels sont le potassium (K*), le magnésium (Mg2+), le calcium (Ca®),
le chlorure (CI), le sulfate (SO42’), le carbonate (C032'), le bicarbonate (HCOj3) et le
sodium (Na*). Tout d’abord, la salinisation implique une accumulation de sel par des

processus naturels du fait d’une forte teneur en sel du matériau parent ou des nappes

souterraines. En second lieu, la salinisation est provoquée par des interventions
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humaines, telles que des pratiques d’irrigation inappropriées, par exemple avec de
I’eau d’irrigation riche en sel et/ou par un drainage insuffisant. On définit en général
deux types de salinité : la salinité primaire et la salinité secondaire. La premiere
résulte de la présence initiale de sels dans le sol ou dans la nappe phréatique. La
seconde résulte des apports de l'eau d’irrigation (FARISSI et al., 2014). Des
concentrations élevées en sel dans la rhizosphere provoquent un stress du fait du
déficit en eau et de la toxicité des ions. En fait, le terme de stress salin s’applique
surtout a un exces d’ions, en particulier, mais pas exclusivement, aux ions Na*et CI

(HOPKINS., 2003).
1.3. Effet de la salinité sur les plantes
Le stress salin a un triple effet:
- 1l réduit le potentiel hydrique ;
- cause un déséquilibre ionique ou des perturbations en homéostasie ionique ;
- et provoque une toxicité ionique.

Cet état altéré conduit a une croissance réduite et limitation de la productivité
végétale (HAYACHI et MURATA., 1998 in PARIDA et DAS., 2005), un arrét de la
croissance peut survenir suite a cette concentration des sels solubles ou au potentiel
osmotique de lI'eau du sol (GREENWAY et MUNNS., 1980 in PARIDA et DAS,,
2005).

1.3.1. Effet de la salinité sur le cycle de 1'eau dans la plante

Dans un milieu salin la plante rencontre plusieurs difficultés, la premiere est
d'assurer son approvisionnement en eau. Pour cela, il faut que la plante puisse ajuster
la pression osmotique de ses tissus par rapport a la pression osmotique du sol. Ce
phénomene nommé 1'épictése, permet donc a la plante d'assurer une hypertonie

constante (HELLER., 2004).

Le potentiel hydrique et le potentiel osmotique des plantes deviennent de plus
en plus négatifs avec l'augmentation de la salinité ainsi que la pression de la

turgescence. Dans les conditions de concentrations €levées de salinité accrue, le
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potentiel hydrique de la feuille et la vitesse d'évaporation diminuent significativement
chez I'halophyte Suaeda salsa alors qu'il n'y a pas de changement dans le contenu

relatif en eau (LEUT et al., 2002 in PARID et DAS., 2005).
1.3.2. Effet de la salinité sur la germination

Le stade plantule est le plus vulnérable dans le cycle de vie de la plante, et c'est
la germination qui détermine le temps et le lieu pour que la croissance de la plantule
ébauche. Ce stade de germination est souvent limité par la salinité du sol et se montre

le plus sensible (SAID et al., 2011).

Face a ce phénomene, certaines plantes telque les glycophytes et les halophytes,
adoptent un systeme de résistance en réduisant le nombre total des graines germées et
en accusant un retard dans l'initiation du processus de la germination. Parmi les
causes de l'inhibition de la germination en présence de sel, la variation de 1'équilibre

hormonal a été évoquée (REJILI et al., 2006).
1.3.3. Effet de la salinité sur la croissance et le développement des plantes

La réponse immédiate des plantes face au stress salin est la réduction de la
vitesse de l'expansion de la surface foliaire et cette expansion s'arréte si la
concentration du sel augmente (WANG et NIL., 2000). Le stress salin résulte aussi
dans la diminution de la biomasse seche et fraiche des feuilles, tiges et racines

(CHARTZOULAKIS et KLAPAKI., 2000).

La salinité accrue est accompagnée par une réduction significative dans la
biomasse racinaire, la hauteur de la plante, le nombre des feuilles par plante, la

longueur des racines et la surface racinaire chez la tomate (MOHAMED et al., 1998).

Le taux élevé de NaCl se manifeste par une croissance dans la biomasse des
racines, tiges et feuilles et une augmentation dans le ratio partie racinaire/ partie

aérienne chez le coton (MELONI et al., 2001).
1.3.4. Effet de la salinité sur le comportement biochimique de la plante

Dans des conditions salines, il y a un changement dans le modele d'expression

des genes et des changements qualitatifs et quantitatifs dans la protéosynthese
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(REYNOLDS et al., 2001). Le stress salin induit une perturbation de la composition
lipidique et protéique au niveau de la membrane cellulaire, affectant ainsi sa stabilité

(ALEM et AMRL, 2005).

Chez diverses especes, plus ou moins résistantes, on a observé une
augmentation des sucres totaux résultant d'un blocage de la glycolyse ou du
saccharose provenant d'une forte hydrolyse de 1'amidon (ASLOUM., 1990). Selon
HADJADIJ (2009), I'accumulation des sucres solubles est importante dans les feuilles

des plantes stressées.

D'autre part, ASPINAL et PALE (1981) in AGUENRAL (2001), signalent que
la proline est l'acide aminé le plus caractérisé des plantes soumises au stress salin.
L'importance de la proline comme indicateur aux agressions semble jouer un role
dans le maintien des pressions sol-vacuole, mais aussi dans la protection des

membranes et des systemes enzymatiques, ainsi qu'un régulateur du pH (ALEM et

AMERI., 2005).
1.3.5. Effet de la salinité sur le métabolisme de 1'azote

L'activité du nitrate réductase (NRA) diminue dans les feuilles de beaucoup de

plantes pendant le stress salin (FLORES et al., 2000).

La premiere cause de la réduction de la NRA dans les feuilles est un effet
spécifique associé a la présence de sel Cl” dans le milieu externe. Cet effet de CI’
semble étre di a la réduction de l'absorption du NO’ et par conséquent une
concentration réduite de NO> dans les feuilles, bien que l'effet direct du CI” sur

l'activité de 'enzyme qui ne peut étre écarté (FLORES et al., 2000).

Chez le mais (Zea mays) le taux des nitrates diminue dans les feuilles, mais

augmente dans les racines sous le stress salin et la NRA des feuilles diminue aussi

dans la salinité (ABDELBAKI et al., 2000).

L'exposition des racines nodulées au NaCl des Iégumineuses comme le soja et
I'haricot cause une réduction rapide de la croissance végétale (PARIDA et DAS.,
2005). L'activité de la nitrogénase diminue chez I'haricot par une exposition a courte

durée a la salinité.
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1.3.6. Effet de la salinité sur les processus physiologiques de la plante

Si la concentration en sel excede le niveau de tolérance de la plante, des
perturbations fonctionnelles apparaissent au niveau de la photosynthese, par effet du
sel dans le stroma des chloroplastes qui perturbe le transport des électrons. Par
conséquent, la glycolyse et le cycle Krebs sont aussi affectés. De méme que
I'acquisition de nutriments minéraux comme le potassium, les nitrates ou le calcium

est également réduite (ALEM et AMERI., 2005).

Chez certaines halophytes, la croissance est stimulée par un apport modéré de
sel, ce phénomene reste limit€ par un niveau de tolérance. Des stress extrémes
conduisent au nanisme et a l'inhibition de la croissance. Les feuilles deviennent
sclérosées avant méme d'avoir fini leur croissance, et I'organisme tout entier risque de

dépérir assez vite (HOPKINS., 2003).
1.3.7. L'effet osmotique

Plus la salinité augmente et plus la pression osmotique de la solution du sol sera
élevée, (BOLYN., 1975). Sur les plantes, la salinité a deux actions bien distinctes qui

peuvent se produire simultanément:

e La sécheresse physiologique qui inhibe I'absorption de 1'eau et de sels par les
plantes et qui entraine un retard ou un arrét de croissance (HOPKINS., 2003).
e L'intoxication par la concentration de certains ions provoquant la mort des

cellules, la modification des chloroplastes et des mitochondries des feuilles.

Les effets toxiques peuvent se produire sur la membrane plasmique ou dans le
protoplaste apres avoir traversé celle-ci, notamment le C1 et Na* (ALEM et AMERI,
2005).

1.3.8. Effet de la salinité sur les pigments photosynthétiques

L'effet de la salinité sur la photosynthese, dépend de la concentration des sels de
la plante, (OMMAMIE., 2005). La salinité réduit l'assimilation de CO, par des
réductions de surface des feuilles (MUNNS et al., 2000), conductibilité des stomates
(PARIDA et al., 2003), efficacité des enzymes photosynthétiques et le bon
fonctionnement de photosystemes (REDONDO-GOMEZ et al., 2008).
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Le taux de la chlorophylle et des caroténoides des feuilles diminue en général
sous les conditions de stress salin. Les feuilles les plus agées commencent a
développer une chlorose et finissent par tomber sous l'effet du stress salin

(AGASTIAN et al., 2000).

Par contre Wang et Nil (2000) ont rapporté que la chlorophylle augmente sous
les conditions de salinité chez Amaranthus. Chez Grevilea, la chlorophylle et les
caroténoides diminuent significativement sous le stress salin, mais les pigments
anthocyaniques augmentent significativement dans ce cas de stress salin (PARIDA et

DAS., 2005).
1.3.9. Effet de la salinité sur la morphologie des plantes

La salinité affecte toute la plante mais elle freine davantage la croissance des

parties aériennes que celle des racines.

1.3.9.1. Effet de la salinité sur les racines

N

Selon LEVIGNERON et al.,(1995), les racines sont les premieres a réagir.
Selon BRUN en 1980, I'exces de sel dans 1'environnement racinaire donne naissance a
des plantes naines. La masse racinaire est moins affectée par la salinité que les limbes,

les tiges et les pétioles.
1.3.9.2. Effet de la salinité sur les tiges

La longueur des tiges est réduite par 1'exces de sel dans le sol (ABERKANE.,
1992). Pour le Tournesol, la réduction de la hauteur de la tige est de 30 cm

(BOUZAIDI et SALAMA., 1978).
1.3.9.3. Effet de la salinité sur les feuilles

Des concentrations €levées de sels tels que la Ca*™, Mg et les bicarbonates
provoquent des nécroses sur les feuilles, des décolorations et la réduction de la

chlorophylle (SAIDOUNE., 2000).
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L.4. Conséquences de la salinité sur la croissance et le développement de la plante

La salinité excessive affecte la rhizosphere et limite la répartition des plantes
dans leur habitat naturel (DENDEN et al., 2005). Elle affecte la croissance des
plantes.les sels dans les sols sont principalement composée de NaCl, mais aussi de
calcium, magnésium, carbonate, bicarbonates, sulfates et d’autre ions. Ces ions sont
toxiques pour la plupart des plantes a haut concentration. Le sel peut aussi inhiber la
capacité des plantes a capter I’eau du sol (ENITA., 2000). La salinité constitue une
contrainte importante dans de nombreuses régions du monde et limite séverement la
fixation symbiotique de I’azote. En effet, la salinité agit sur la survie et la prolifération
des rhizobia au niveau du sol et la rhizosphere, inhibe le processus d’infection et
affecte directement le fonctionnement des nodules au niveau des racines , affectant
ainsi la croissance des plantes, la photosynthese et la demande en azote, et par suite la
productivité et le rendement. En conséquence, les agriculteurs apportent de grandes
quantités d’azote pour stimuler cette croissance, ce qui est en contradiction avec les
propriétés biologiques des légumineuses et est néfaste pour 1’économie des
exploitations a revenu limité, ainsi que sur I’environnement en contribuant a la

pollution de la nappe phréatique par les nitrates (FARISSI et al., 2014).
II. Les légumineuses
I1.1. Généralités

La famille des légumineuses a graines est connue sous le nom Fabaceae,
également dénommée léguminosae (JEZIERNY et al., 2010). C’est la famille la plus
importante des dicotylédones (Figure 1). Elles constituent une immense famille de
plantes dont le seul caractere commun est d’avoir un ovaire libre, constitué par seul
carpelle qui donne un fruit appelé gousse ou légume. On compte 475 genres et
environ 16400 especes se répartissant en trois familles: Mimosoideae,

Caesalpinoideae et Papilionoideae (ou Fabacées) (COME et al., 2006).

On y trouve des arbres, la plupart exotiques, voire des lianes, mais surtout de

nombreuses especes herbacées vivaces ou annuelles (GUIGNARD et al., 2004).

Beaucoup d’especes sont cultivées pour leurs graines qui sont riches en amidon

(Feve, Haricot, Lentille, Pois, Pois chiche), en huile (Arachide, Soja) ou en protéines

10
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(Fenugrec, Lupin, Soja) les trefles, les luzernes, le sainfoin et le lotie servant a

I’alimentation du bétail (COME et al., 2006).

Les légumineuses entretiennent une relation tres privilégiée avec la rhizosphere
qui entoure leurs racines (WALIGORA et al., 2008). Elles constituent de loin le
groupe le plus important de plantes participant a la fixation de I’azote avec des

bactéries symbiotiques (Raven et al., 2000).

Galegeae ~ Gilags
Trifolieae — Trifolium, Melilotus, Medicago Galépoides
Vicieae — Pisuun, Vicia, Lens Lathyrus =
Cicereae = Cicor

Hedysareae

Carmichaelieae

Millettieae-2 — Wisteria
_E Loteae - Lotus, Antizpilis, Coronilla

Robinieae — Robinis, Sesbania

I__ _Phasieoleae Phaseolus, Vigna, Lablab S
Psoraleae I G]}’l‘fﬂe. Cajanus. Cznavaliz Phaséolldes
Desmodieae

Millettieae-1

Indigofereae - Sndigofera, Cyamopsis
Bosslaeae, Mirbelieae

Sophoreae-3

Aeschynomeneae — Aracins
Adesmicae PAPILIONOIDEAE
1 Dalbergieae — Dalbergiz

Amorpheae

Genisteae — Genista, Lupinus
Crotalarieae, Podalyrieae

- Sophoreae-2, Thermopsideae
Euchresteae

Sophoreae-2

Brongniartieae

Sophoreae-2, Swartzieae x
E Dipterygeae %
—{ Caesalpinieae-1* CAESALPINIOIDEAE
Cassieae-4 — Ceratonia *
2/ Caasalpinieae-2
MIMOSOIDEAE — Leucaens, Acacla
3 Cassieae-3 - Sonna *
Cassieae-2 -~ Chamaecrista
Detarieae, Macrolobleae %

Cercideae — Cercis, Baulhinia *
Cassieae-1 = Dialium

Figure 1: Classification phylogénique des Légumineuses (DOYLE et al., 1998)
I1.2. Principales caractéristiques des légumineuses

Les légumineuses a graines sont cultivées surtout pour leurs graines qui sont
récoltées a maturité, et qui sont riches en protéines et en énergie. Les graines mures
seches de légumineuses sont utilisées soit comme ingrédients des aliments pour

animaux soit pour la consommation humaine (JEZIERNY et al., 2010).

11



Synthese bibliographique

Les graines des Ilégumineuses occupent une place importante dans
I’alimentation humaine (TROSZYNSKA et al., 2002). Les 1égumineuses alimentaires
constituent une source tres importante de protéines végétales qui peuvent remplacer le
déficit en protéines animales (BEN MBAREK et al., 2009). Des polysaccharides
(fibres, amidon), et des micronutriments (vitamines, traces minérales).Les
légumineuses sont aussi riches en composés non nutritifs (phytochimiques)

(TROSZYNSKA et al., 2002).

L’azote est essentiel a la croissance des végétaux, notamment pour la synthese

des acides nucléiques et des protéines (DUC et al., 2010).

La plus grande partie de ’azote de la biosphere (79%) se trouve dans
I’atmosphere. Mais, seul un nombre réduit de genres bactériens vivant librement ou en
symbiose avec les plantes sont capables de réduire 1’azote moléculaire de

I’atmosphere (BADO., 2002).

Les 1égumineuses ou fabacées se caractérisent par leur capacité naturelle a fixer
I’azote de 1’atmosphere. Cette aptitude leur est conférée par les bactéries rhizobium
(biovar Viciae, biovar Phaseolus) vivant en symbiose au niveau de leurs racines dans

des organes appelés nodosités (DEQUIEDT., 2012).

La ressource énergétique carbonée nécessaire a cette réaction ainsi qu’a la vie
de la bactérie est fournie par la plante. On parle de relation symbiotique (DUC et al.,

2010).
I1.3. Les légumineuses en Algérie

Quoique sur les 237.806.000 hectares, seulement 3,3% sont a vocation agricole,
I’ Algérie ne demeure pas moins un pays de contrastes, se distinguant par une variation
éco-géographique tres remarquée. Le désert occupe les 4/5 du pays et le 1/5 restant est
largement occupé par les étages bioclimatiques arides et semi—aride. Les étages
subhumide et humide couvrent des surfaces relativement plus restreintes. Cette
variation des milieux s’accompagne d’une importante diversité de la faune et de la

flore.
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Dans la flore algérienne, les Fabaceae sont représentées par environ 360 especes

et sousespeces, dont 41 % rares a tres rares et 13 % endémiques au sens large

(QUEZEL et SANTA., 1962).

En Algérie, les 1égumineuses alimentaires (Iégumes secs) font partie du paysage
agricole depuis des millénaires. Ces cultures constituent une importante source
protéique susceptible de remplacer les protéines animales difficilement accessibles
pour une large couche de la population. Les especes cultivées sont prioritairement
celles a destination humaine et correspondent a la feve, la féverole, le pois chiche, le

pois, la lentille et le haricot (ABDELGUERFI-Laouar et al., 2001).

La place des légumineuses alimentaires dans le systeme agraire n’a pas toujours
été importante. Leur superficie totale entre 1993-2002 avoisine 82301 hectares. Les
especes les plus cultivées sont dans l'ordre d’importance : la feve et la féverole, le
pois chiche et le pois sec. Les rendements moyens enregistrés pour ces trois especes
sont tres bas. Cette situation est le moins qu’on puisse dire alarmante en comparaison
avec les normes internationales qui préconisent pour les légumineuses un pourcentage
des emblavures par rapport aux céréales. Malheureusement, la production Algérienne
est insuffisante : environ 50-80% des besoins nationaux sont importés (en 2003)
(FELIACHI., 2002). Or, dans les années 70, 1’Algérie couvrait ses besoins en
production de légumineuses alimentaires. D’apres la littérature et selon des
agriculteurs et des hommes de terrain, des variétés et des variétés-populations tres

diversifiées existaient et étaient spécifiques a certaines régions de 1’Algérie

(LAUMONT et CHEVASSUS., 1956-1960).
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Tableau 1: Légumineuses alimentaires cultivées en Algérie: leur importance en

superficie, production et rendement (M.A. 1993-2002).

Culture Superficie Production Rendement
Hectare % Quintaux %0 (gqx/Ha)
Feve/Févrole 40229 48,96 207042 50,27 5,13
Pois chiche 30487 37,04 161799 39,28 5,30
pois sec 8627 10,48 29793 7,23 3,45
Lentilles 1271 1,54 5021 1,22 3,95
Haricot sec 1240 1,50 6480 1,57 5,22
Gesse 377 0,46 1732 0,42 4,59
Total 82301 100 411867 100 5,00

L’Algérie porte une grande richesse d’especes spontanées fourrageres et
pastorales, appartenant aux genres Medicago, Scorpiurus, Lolium, Trifolium, Bromus,

Lotus, Hedysarum, Phalaris, et Dactylis (LAPEYRONIE., 1978).

Les especes spontanées apparentées des especes fourrageres (graminées et

légumineuses) généralement rencontrées comprennent la luzerne (Medicago sativa),

des Medicago annuelles, le lupin, le bersim, le trefle, le trefle blanc, le trefle

souterrain, le pois fourrager (Lathyrus ssp), le sulla (Hedysarum coronarium), des

vesces, des graminées (Eragrostis, Festuca, Phalaris) et diverses especes comme

I’ Astragalus, le Bituminaria, le Lotus, et 1’Ononis.

Sur les 8 millions d’hectares de SAU, les fourrages ne presentment qu’un faible
pourcentage (6%) (M.A., 2005). Les fourrages cultivés occupent 1,6% de la superficie
totale (Tableau 2).
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Tableau 2: Répartition des surfaces (10°ha) consacrées aux fourrages en Algérie

(HOUMANI, 1999).

Etage bio- Fourrage

climatique cultivés Pacage Jachere Prairie Total

Humide 60,5 269,2 198.,9 11,7 540,3
% 11,6 0,9 5,6 38,7 1,6

Sub-Humide 339,9 1310,3 1587,2 16,3 32544
% 65,0 4,5 44.8 53,9 9,8

Semi-Aride 118,6 4540,5 1690,9 2,2 6352,2
% 22,7 15,6 47,7 7.4 19,1

Aride 3,7 23358,6 65,4 0,0  23127,7
% 7,0 79,0 1,8 0,0 69,5

I1.4. Le genre Trifolium L.

Le genre Trifolium L. est I'un des plus grands genres de la famille des
légumineuses, avec environ 255 especes qui sont bien adaptées a la croissance dans
différentes régions agroécologiques (ZOHARY et HELLER., 1984 ; GILLET et
TAYLOR., 2001). Les especes du genre Trifolium ou les trefles sont d’une
importance agricole considérable et sont largement cultivées comme plantes
fourrageres, des engrais verts et des herbes précieuses dans la médecine populaire de
diverses cultures. Au moins 16 especes (7. pratense L., T. repens L., T. resupinatum
L., T. incarnatum L., T. hybridum L., T. pannonicum Jacq., T. subterraneum L., T.
fragiferum L. et T. medium L...), sont activement cultivées (GILLET et TAYLOR.,
2001), un assez grand nombre pour un seul genre. Les especes introduites sont
devenues largement naturalisées dans le monde entier et de nombreuses especes
indigénes sont également fortement utilisées pour les pasturages (CRAMPTON.,
1985). Les nodules racinaires fixateurs d'azote ont été rapportés chez plus de 125
especes de trefle (SPRENT., 2001). Parmi les especes qui ont été étudiées, la
nodulation est établie par la micro-symbiote Rhizobium leguminosarum biovar. trifolii

(SPRENT., 2001).
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I1.4.1. Taxonomie et Génétique

Le genre Trifolium est accompagné par une diversification des structures liées a
la dispersion des graines, les fruits du trefle sont assez invariables, mais la corolle et
le calice sont plus variables et responsables de la diversité des mécanismes de

dispersion (ZOHARY ., 1972).

Dans une classification des especes en fonction de la morphologie, les taxons
ont été divisés en 8 sections (ZOHARY et HELLER., 1984). Ces sections ont été
nommées : Lotoidea, Paramesus (C.PRESL), Mystillus (C.PRESL), Vesicaria,
Chronosemium, Trifolium, Tricocephalum Koch et Involucrarium Hooker. Six
sections sur ces 8 ont été limitées a I’Ancien Monde ou I'Eurasie et certaines
s’étendent a 1'Afrique (Tableau 4). Seule la section Involucrarium a été distribuée
dans le Nouveau Monde, dans le Nord et le sud d’Amérique (ZOHARY et HELLER.,
1984 ; STEINER et al., 1997).

ELLISON et al., (2006), dans une analyse phylogénétique basée sur I’ADN, ont
propose d’élever la section Chronosemium a un sous-genre. Suite a cette
classification, les autres especes de Trifolium sont placées dans le sous-genre

Trifolium, qui est classifié lui-méme en huit sections (Tableau 3).

16



Synthese bibliographique

Tableau 3: Classification du genre Trifolium proposée par ELLISON et al., (2006)
comparée a celle de ZOHARY et HELLER., (1984).

Classification de ELLISON Classification de ZOHARY Distribution Nombre

et al., (2006) et HELLER., (1984) Native d'espéeces
Sous-genre Chronosemium  Sect. Chronosemium Région 20
(Ser.) Reichenb. Mediterranéenne
Sous-genre Trifolium T. alpinum and T. Alpes Européens 2
sect. Glycyrrhizum Bertol.  Polyphyllum de la sect. —Caucase Mts.
Lotoidea
sect. Paramesus (C. Presl) sect. Paramesus Région Mediterranéenne 2

BERCHTOLD and J. PRESL

sect. Lupinaster (Fabricius) T. eximium, T. gordejevii Est de I'Europe—Siberie 3

Ser. et T. lupinaster de la sect.
Lotoidea
sect. Trifolium sect. Trifolium Region Mediterranéenne 73
Sud de 1'Afrique (1)

sect. Trichocephalum Koch sect. Trichocephalum  Region Mediterranéenne 9

sect. Vesicastrum Ser. sects. Mistyllus, Vesicaria, Region Mediterranéenne 54

et une partie de la sect. L'Afrique subsaharienne,

Lotoidea Madagascar (1)
sect. Trifoliastrum S.F. une partie de la sect. Region Mediterranéenne 20
Gray Lotoidea
sect. Involucrarium Hooker une partie de la sect. Amerique du sud et 72
Lotoidea Amerique du nord
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I1.4.2. Origine et aire de Répartition

La distribution native de Trifolium (Figure 2, Tableau 3) englobe les regions
tempérées et, dans une moindre étendue, les régions subtropicales des hémispheres
Nord et Sud. Il est particulierement fréquent dans 1’hémisphere Nord. Les principaux
centres se trouvent en Eurasie (150-160 especes), en Amérique du Nord (60-65
especes) et en Afrique (25-30 especes) (ZOHARY et HELLER., 1984). Les especes
de Trifolium se produisent dans un large éventail d’habitats, y compris les paturages,
les prairies, les foréts ouvertes, les régions semi-désertiques, les montagnes et les
sommets des Alpes. Une caractéristique commune de ces habitats divers est la haute

radiation solaire ; peu d’especes de trefle tolerent I’ombre (ELLISON et al., 2006).

<

- Le genre du Trifolium

Figure 2: Distribution géographique du genre Trifolium

Le bassin méditerranéen, le Nord-ouest de I’Amérique et les hauts plateaux de
I'Est d’Afrique sont les trois régions géographiques qui présentent la plus grande
diversité des especes du genre Trifolium (ZOHARY et HELLER., 1984). Des travaux
récents soutiennent 1’origine méditerranéenne du genre dans la période du Miocene
précoce (ELLISON et al., 2006). Les trefles autochtones sont absents dans le Sud-est

de I’ Asie et en Australie.
I1.4.3. Description botanique

Toutes les especes sont des plantes herbacées annuelles, bisanuelles ou vivaces.
Souvent prostrées et rarement de plus de 50 cm de hauteur. En général, les especes

annuelles sont auto- fertiles et les plantes vivaces auto-incompatibles. Le nom du

18



Synthese bibliographique

genre vient du latin Tri = « Trois » et folium = « feuille », et fait référence aux feuilles
distinctives habituellement composées de trois folioles (trifoliées). Ces folioles sont
presque toujours dentées, parfois maculées en leur centre. L’inflorescence comporte
de nombreuses fleurs de taille petite a moyenne (environ 0.3- 2.5 cm), groupées en
tétes sous forme d’une grappe, et qui ressemble soit a un capitule en boule, soit a un
épi. Les pédoncules s’alignant en étages serrés le long de I’extrémité de la tige. Le
calice de la fleur compte cinq dents, avec une corolle typique des Fabacées (étendard,
ailes et carene), avec des ailes plus longues que la carene et un étendard érigé
généralement recourbé vers le haut dans la majorité des especes. L’androcée est
diadelphe (étamines assemblées en deux groupes). Les fruits sont des petites gousses

a l'intérieur du calice, contenant de une a quatre graines (ELLISON et al., 2006).

IL.5. Caracteres généraux des deux especes étudiées :

11.5.1. Trifolium alexandrinum L.

Le bersim (Trifolium alexandrinum L.) est 1'un des fourrages légumineux les

plus importants de la région méditerranéenne et du Moyen-Orient. Le bersim est une
légumineuse fourragere annuelle, peu velue, dressée, de 30 a 80 cm de hauteur
(HACKNEY et al., 2007; HANNAWAY et al., 2004; SUTTIE., 1999). Le bersim a
une petite racine pivotante. Ses tiges sont creuses, ramifiées a la base, avec des
feuilles alternées portant des folioles larges de 4 a 5 cm x 2 a 3 cm. Les fleurs sont
d'un blanc jaunatre et forment des capitules denses et elliptiques d'environ 2 cm de
diametre. Les fleurs doivent étre pollinisées par les abeilles pour produire des graines.
Le fruit est une gousse contenant une seule graine de couleur blanche a rouge violacé
(SMOLIAK et al., 2006). Le bersim est une espece variable qui peut étre classée en
quatre groupes de cultivars en fonction de leur ramification et de leur productivité
subséquente. Tres ramification et productive types sont Miscawi et Kahdrawi

(HANNAWAY et COLLI., 2004; SUTTIE., 1999).

Le bersim est un fourrage de haute qualité a croissance rapide qui est
principalement coupé et nourri sous forme de fourrage coupé en vert. Il est souvent
comparé a la luzerne en raison de sa valeur fourragére comparable. Cependant,
contrairement a la luzerne, il n'a jamais été signalé qu'elle cause des gonflements. Il
est légerement moins résistant a la sécheresse, mais il est meilleur sur les sols tres

humides et alcalins. De plus, il peut étre semé au début de l'automne et peut donc

19



Synthese bibliographique

fournir de la nourriture avant et pendant les mois les plus froids (SUTTIE., 1999). 1l
est tres productif lorsque les températures augmentent apres I'hiver (HANNAWAY et
COLL., 2004; SUTTIE, 1999). Les graines sont abondantes dans des conditions
favorables. Le bersim peut aussi €tre transformé en ensilage avec de 1'avoine ou étre
nourri avec de la paille hachée (HANNAWAY et al., 2004; SUTTIE., 1999). Le
paturage est possible, mais moins fréquent que la coupe. Le trefle de bersim peut aussi

étre utilisé comme engrais vert (HANNAWAY et al., 2004).

Figure 3: Fleur du trefle d'alexandrie (Trifolium alexandrinum L.)

(https://alchetron.com/Trifolium-alexandrinum)
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I1.5.1.1. Classification

Tableau 4: Classification de l'espece Trifolium alexandrinum L.

Domaine

Biota

Reégne

Plantae (HAECKEL., 1866)

Sous-Regne

Viridaeplantae

Infra-Regne

Streptophyta ( JOHN, WILLIAMSON &
GUIRY., 2011)

Classe Equisetopsida (C.AGARDH., 1825)

Clade Tracheophyta (SINNOTT ex Cavalier-
SMITH., 1998)

Clade Spermatophyta

Sous-Classe

Magnoliidae (NOVAK ex TAKHT.,
1967)

Super-Ordre

Rosanae (TAKHT., 1967)

Ordre

Fabales (BROMHEAD., 1838)

Famille

Fabaceae (LINDL., 1836)

Sous-Famille

Papilionoideae (DC., 1825)

Super-Tribu Robinioids
Genre Trifolium.L (1753)
Espéce Trifolium alexandrinum L. (1755)

(BOCK B., 2018)
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I1.5.1.2. Centre d'origine de I'espece

Le bersim provient probablement de Syrie. Il a été introduite en Egypte au 6e
siccle (HANNAWAY et al., 2004), en Inde au 19e siecle et au Pakistan, en Afrique
du Sud, aux Etats-Unis et en Australie au 20e sicle. Il est également cultivé dans
certaines régions du Sud de 1'Europe et on tente de le cultiver dans des régions plus
septentrionales, comme la Bretagne. Le bersim a été I'un des especes fourrageres qui
s'est propagé le plus rapidement ces derniers temps, principalement dans des
conditions d'agriculture a petite échelle (SUTTIE., 1999). Les superficies cultivées
ont atteint 1,3 million d'hectares en 2007 en Egypte (EI-NAHRAWY, 2011) et 1,9
million d'hectares en Inde (I.C.A.R., 2012). Le Maroc a adopté le bersim au début du
20e siecle et 50 000 ha ont été cultivés sous irrigation en 2005 (MERABET et al.,
2005).

Le bersim est surtout considéré comme une culture d'hiver dans les régions
subtropicales, car il pousse bien en hiver doux et se rétablit fortement apres la coupe.
Il ne pousse pas bien dans des conditions estivales. Il est cultivé a partir de 35°N
jusqu'aux tropiques, du niveau de la mer jusqu'a 750 m (1500 m dans le nord-ouest de
L'Himalaya) (HANNAWAY et al., 2004; SUTTIE., 1999). Le bersim a une certaine
tolérance au gel, jusqu'a -6°C et jusqu'a -15°C pour certains cultivars (SUTTIE.,
1999). 1I peut pousser dans des zones ou les précipitations annuelles varient entre 550
mm et 750 mm. Il peut supporter une certaine sécheresse et de courtes périodes
d'engorgement. Il fait mieux que la luzerne dans les sols a forte humidité et est tres
productive sous irrigation. Il est modérément tolérant a la salinité et peut pousser sur
une vaste gamme de sols, bien qu'il préfere les sols fertiles et Limoneux aux sols
argileux avec un pH légerement acide a 1égerement alcalin (6,5-8) (HACKNEY et al.,
2007; HANNAWAY et al., 2004).

I1.5.1.3. La gestion du fourrage

Le bersim ne se multiplie par graines et est généralement semé au début de
l'automne. Le bersim peut €tre semé sur un lit de semence conventionnelle ou directe
percé. 1l peut €tre semé seul ou en combinaison avec d'autres especes. 1l est mélangé a
de l'herbe (raygrass) ou a une céréale d'hiver comme l'avoine pour produire un

ensilage de haute qualité. Le bersim peut étre intégré dans un systeme de culture riz-

22



Synthese bibliographique

blé, comme un fourrage d'hiver et de printemps: il est alors semé avant ou juste apres
la récolte du riz. En Australie, le bersim est semé avec d'autres légumineuses comme

le trefle d'arrowleaf (Trifolium vesiculosum), le trefle persan (Trifolium resupinatum)

ou le trefle de balansa (Trifolium michelianum). Dans certaines régions, on seme du

bersim avec des légumes comme le sarson (Brassica juncea) ou des navets (SUTTIE.,

1999).

Sous irrigation, le bersim doit étre semé plus tot et irrigué sur une base
hebdomadaire au début. De 10 a 15 irrigations sont généralement nécessaires pour la
production fourragere (SUTTIE., 1999). Au Maroc, le bersim irrigué a produit de 8§ a
10 t DM/ha (BOUNEJMATE., 1997). Les types tres ramifi€s et productifs tels que
Miscawi et Kahdrawi peuvent produire 4-6 boutures par saison alors que Saidi ne peut
étre coupé que deux fois. Fahl bersim est un cultivar a faible ramification et est plus
adapté aux zones seches (HANNAWAY et al., 2004; SUTTIE., 1999). Le bersim
devrait étre coupé lorsque les bourgeons basaux sont courts (environ 2 a 4 cm de
hauteur) de sorte qu'ils échappent a la coupe, ce qui nuirait a la repousse et au

rendement en fourrage (VILLAX., 1963).
e Paturage

Le bersim ne donne pas de bons résultats en paturage, car le bétail peut
endommager ses bourgeons supérieurs. Lorsque le paturage est prévu dans des
paturages irrigués, il doit commencer avant que le gazon ne soit trop érigé. Le gazon
devrait étre brouté jusqu'a une hauteur de 5 a 6 cm et la période de repos devrait étre

d'environ 30 a 40 jours entre les périodes de paturage (HACKNEY et al., 2007).
e Fourrage vert

C'est un fourrage vert de haute qualité. Le bersim devrait étre coupé de 50 a 60
jours apres la plantation, puis tous les 30 a 40 jours (SUTTIE., 1999). Le rendement le
plus élevé en protéines avec un rendement en fibres relativement faible a été obtenu
en coupant la plante a une hauteur d'environ 40 cm. Cinq a six boutures peuvent étre
faites sous irrigation et une ou deux a la fin de la saison fraiche dans les terres seches

(GOHL., 1982).
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e Foin

Le bersim ne convient pas bien au foin car ses tiges succulentes ne sechent pas
facilement. Lorsque le bersim est destiné au foin, seule la dernieére coupe a ressort doit
étre utilisée car elle est plus seche. Il peut aussi €tre utile de flétrir le bersim sur le

terrain, puis de le laisser sécher sur les toits pour en faire du foin (SUTTIE., 1999).

e Ensilage

On peut mélanger le bersim avec du mais haché a 20% pour obtenir un ensilage
de haute qualité (SHAUG SUEPETA et al., 2000). I est possible de faire de l'ensilage
avec du bersim et de la mélasse a 5% (GAAFAR et al., 2011).

I1.5.1.4. Impact sur I'environnement

e Amélioration du sol et lutte contre 1'érosion

Le bersim est une 1égumineuse fixatrice d'azote. Il peut nécessiter 1'inoculation
de rhizobium a I'extérieur de sa zone d'origine (HaACKNEY et al., 2007). Comme
culture d'hiver, il fournit une couverture de sol et prévient I'érosion. Comme engrais
vert, le bersim a intercalé avec 1'avoine dans une rotation mais/soja/avoine + le bersim
a augmenté le rendement du mais de 10% et a retourné 43 kg N/ha

(GHAFFARZADEH., 1997).

e Le controle des mauvaises herbes

Le bersim semé en mélange avec l'avoine ou le raygrass étouffe les mauvaises
herbes pendant I'établissement et repousse apres la coupe au moment de la récolte de

I'avoine (CLARK., 2008).

11.5.2. Trifolium repens L.

Le trefle blanc (holllandais) Trifolium repens L. est un herbe vivace qui

appartient a la famille des 1égumineuses (Leguminosae Juss.), variété de typicum, a la
fois diploide (2n = 2x = 16) et les plantes tétraploides (2n = 4x = 32) sont connues
(PCTERSONE & BIRKMANE., 1980 ; ZOHARY & HELLER., 1984 ; HOLMS.,
1992 ; VOYSEY et al., 1994 ; UVA et al., 1997 ; JANSONE., 2008). Le Trefle blanc

se produit dans le monde entier et est I'une des especes végétales cultivées dans le
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tempéré zone climatique dans les prairies, les cours, les jardins, le long des routes et

rues, etc. (ROZE., 2003 ; ROZE., 2007 ; RAVAGNANI et al., 2012).

Le trefle blanc est une 1égumineuse dicotylédone qui croit en association et en
compétition avec diverses especes d'herbes. Il existe trois types de trefle blanc ; le
type sauvage (petites feuilles, stolons fins) ; le type hollandicum (feuilles moyennes,

stolons épais) et le type giganteum ou ladino (feuilles tres larges) (ERITH., 1924).

Le trefle blanc est utilisé en association avec des graminées (ray-grass, fétuque,
dactyle ...). Cette espece constitue un excellent fourrage qui présente une bonne
qualité nutritive, une bonne digestibilité et appétence. En effet, sa matiere seche est
constituée de 20 a 30% de composés azotés, de 11% de sucres solubles, de 4 a 7% de
lipides, de 6 a 9,5% d'acides organiques (ANDRIEU., 1983) et de minéraux (calcium,
magnésium et phosphore) (FRAME et NEWBOULD., 1986). Le trefle blanc
contribue également a la richesse du fourrage et du sol par sa capacité a fixer 1'azote

atmosphérique grace a la présence de nodosités en symbiose avec Rhizobium

leguminosarum bv. trifolii.

Figure 4: Fleur du trefle blanc (Trifolium repens L.)
(https://alchetron.com/Trifolium-repens)
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I1.5.2.1. Classification

Tableau 5: Classification de l'espece Trifolium repens L.

Domaine

Biota

Régne

Plantae (HAECKEL., 1866)

Sous-Regne

Viridaeplantae

Infra-Regne

Streptophyta ( JOHN, WILLIAMSON &
GUIRY., 2011)

Classe Equisetopsida (C.AGARDH., 1825)

Clade Tracheophyta (SINNOTT ex Cavalier-
SMITH., 1998)

Clade Spermatophyta

Sous-Classe

Magnoliidae (NOVAK ex TAKHT.,
1967)

Super-Ordre

Rosanae (TAKHT., 1967)

Ordre

Fabales (BROMHEAD., 1838)

Famille

Fabaceae (LINDL., 1836)

Sous-Famille

Papilionoideae (DC., 1825)

Super-Tribu Robinioids

Genre Trifolium.L (1753)

Espece Trifolium repens L. (1753)

Variété Trifolium repens var. biasolettii (STEUD.
& HOCHST; ASCH. & GRAEBN.,
1907)

Variété Trifolium repens var. (GIGAS
CHEVALL., 1827)

Variété Trifolium repens var. (POZZICOLA
BRIQ., 1913)

Variété Trifolium repens var. repens L.,(1753)

(BOCK B., 2018)
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I1.5.2.2. Centre d'origine de 1'espece

Le trefle blanc semble étre originaire des régions méditerranéennes
(VAVILIOV., 1951, cité par DAVIES et YOUNG., 1967). C'est dans 1'Herbarum
Tomus de Brunfels (1532), cité par ERITH (1924) qu'apparaissent les premiers essais
de classification du treéfle blanc. Pendant plus de deux siecles, il sera dénommé
Trifolium pratense album C'est en 1753 que LINNE sépare le trefle blanc du trefle

violet et lui donne le nom de Trifolium repens.

On pense que le genre Trifolium est originaire de la Méditerranée au début du
Miocene, il y a 16-23 millions d'années (ELLISON et al., 2006). Le trefle blanc est
également originaire de la région méditerranéenne de 1I'Europe et s'est propagé a
travers I'Europe et I'Asie occidentale avec des animaux migrateurs avant l'histoire
enregistrée. La domestication du trefle blanc a eu lieu il y a 400 ans aux Pays-Bas et a
migré avec les colons européens vers divers continents sur lesquels il est maintenant
considéré comme naturalisé (ZEVEN., 1991 ; LANE et al., 1997). Le tréfle blanc a eu
tendance a se naturaliser dans les régions tempérées du monde avec plus de 750 mm
de précipitations annuelles (JAHUFER et al., 2001). Les principales zones de culture
du trefle blanc dans le monde sont en Europe occidentale, en Amérique du Nord, en

Australie et en Nouvelle-Z€élande.
I1.5.2.3. La gestion du fourrage

Le trefle blanc est utilis€ dans une pelouse mélangée avec des herbes. Il est
utilisé pour le paturage, le foin de paturage et la couverture du sol dans des situations
horticoles. Il est tres important dans les industries laitieres, de la viande et de la laine,
ce qui améliore considérablement les rendements de ces produits (AYRES et al.,

2000).
e Avantages

Il y a beaucoup d'avantages a utiliser le trefle blanc dans les paturages. Il a une
valeur nutritive élevée parce qu'il fournit une riche source de protéines et de
minéraux, et a un apport volontaire élevé par les animaux de paturage, ce qui
contribue de maniere importante a l'approvisionnement alimentaire tout au long de

I'année. En outre, il est adaptable a un large éventail de sols et de conditions
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environnementales et se combine bien avec de nombreuses herbes vivaces (FRAME.,

2003 ; BETTS & AYRES., 2004).

Une caractéristique tres souhaitable du trefle blanc dans les paturages est sa
capacité de fixation de l'azote, un résultat de la relation symbiotique entre le trefle
blanc et la bactérie Rhizobium trifolii, résultant en la formation de nodules dans
lesquels le Rhizobium fixer 1’azote atmosphérique. Les facteurs environnementaux
tels que le pH du sol, la lumiere, la défoliation, la température, 1'état nutritif du sol et
le stress hydrique peuvent influencer l'infection par le rhiziobium, la nodulation et les
processus de fixation de 1'azote, ainsi que la croissance de 1'hote et la demande d'azote

(CRUSH., 1987).

Plus récemment, le trefle blanc a été étudié pour son potentiel dans la
phytogestion des sols pollués par les métaux. Il a ét€ démontré que des métaux tels
que le cadmium, le zinc et le plomb sont pris et s'accumulent dans les racines des
plantes. Dans le trefle blanc, les niveaux du stress oxydatif s'est avéré €tre controlé

par la plante (BIDAR et al., 2007).

Le trefle blanc est une plante précieuse pour la production de miel dans un
certain nombre de pays, y compris l'Australie, la Nouvelle-Zélande, la Grande-
Bretagne, les parties septentrionales des Etats-Unis, le Canada et certaines parties de
I'Europe (HOWES., 2007). 1l a été dit qu'une plus grande quantité de miel est obtenue
de cette plante a travers le monde que de toute autre plante individuelle (HOWES.,

2007).
e Inconvénients

Il y a quelques inconvénients a la culture du taquet blanc. Le trefle blanc a une
persistance et un rendement variables d'une année a l'autre en raison d'une faible
sécheresse et d'une mauvaise tolérance a la chaleur, et il faut donc de bonnes
précipitations estivales ou une bonne irrigation. Des sols a fertilité moyenne a élevée
contenant du phosphore et du soufre sont nécessaires pour obtenir de bons rendements
et une gestion soigneuse du paturage est nécessaire. Bien que le tifeque blanc
améliore la teneur en azote du sol, l'azote produit est moins prévisible que 1'épandage

d'engrais (FRAME., 2003 ; BETTS & AYRES., 2004).
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11.6. L’effet de la salinité sur le trefle

La contrainte saline s’associe souvent au déficit hydrique pour limiter la
production des especes végétales. Chez les 1égumineuses, cet effet est d’autant plus
perceptible que la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique est tres sensible a la
contrainte saline (LAUTER et al., 1981). La salinité affecte la multiplication et la
survie du rhizobia dans le sol et la rhizosphere (ALEXANDER., 1984), inhibe le
processus d’établissement de 1’infection rhizobienne, entrainant une diminution du
nombre de nodules, réduit leur contenu en léghémoglobine (DELGADO et al., 1994),
diminue I’activité de la nitrogénase (DELGADO et al., 1993), altere la diffusion
intranodulaire de 1’oxygene (SERRAIJ et al., 1994) et modifie le statut ionique
(SERRAIJ et al., 1998). Toutefois, la diminution des photosynthétats fournis pourles
nodules (BEKKI et al., 1987 ; GEORGIEV. & ATKINS., 1993 ; JEFFREY et al.,
1985] et la réduction des substrats fournis pour la respiration des bactéroides
(DELGADO et al., 1993) constituent la principale limitation de la fixation
symbiotique de 1’azote sous contrainte saline. Le métabolisme azoté et la synthese
protéique sont également séverement affectés par le stress salin, il en résulte un
développement anormal des plantes et une diminution du rendement (PESSARAKLI
et al., 1989). Il a également ét€ démontré que certains composés notamment les sucres
solubles et la proline s’accumulent dans les tissus des plantes cultivées sous stress
salin (IRIGOYEN et al., 1992 ; LARHER et al., 1991). Ils seraient impliqués dans
des mécanismes d’ajustement osmotique. D’autres molécules azotées comme la
glycinebétaine (FLOWERS et al., 1977 ; GERARD et al., 1991 ; GIRUJA et al., 2002)
et les polyamines (LE DILY et al., 1991) interviendraient également dans le méme
sens. A D’échelle cellulaire, la salinité affecte 1’ultrastructure des chloroplastes
(ACKERSON. & HERBERT., 1981 ; SALAMA et al., 1994) et plus particulierement
celle des granas (BAKER., 1991 ; RAHMAN et al., 2002). Chez le petit pois, le stress
salin provoque la perte de 1’enveloppe chloroplastique, 1’apparition de gouttelettes
lipidiques et la dégradation des membranes thylakoidiennes (OLMOS. & HELLIN.,
1996). L’accumulation de grains d’amidon a été également souvent rapportée

(KEIPER et al., 1998 ; LOCY et al., 1996 ; SALAMA et al., 1994).

29



Synthese bibliographique

III. Les bio-fertilisants
II1.1. Définition

Un bio-fertilisant est simplement une substance qui contient des micro-
organismes vivants qui lorsqu'elle est appliquée au sol, une graine ou une surface
végétale colonise la surface rhizosphere et favorise la croissance en augmentant 1'offre
ou la disponibilité de nutriments pour la plante hote (VESSEY., 2003). Un bio-
fertilisant est une forme modernisée de fertilisant organique dans laquelle des
microorganismes bénéfiques ont été incorporés (SWATHI., 2010). Selon HARI et
PERUMAL., (2010) le bio-fertilisant est le plus souvent désigné sous le nom de
souches sélectionnées de microorganismes bénéfiques du sol cultivés en laboratoire et
emballés dans des supports appropriés. Dans un sens large, le terme bio-fertilisant
peut étre utilisé pour inclure toutes les ressources organiques pour la croissance des
plantes qui sont rendues sous forme disponible pour 1'absorption des plantes par des
micro-organismes ou des associations ou interactions végétales (KHORSO et

YOUSEEF., 2012).
I11.2. Différents types

Les bio-fertilisants sont classés en différents types selon le type ou le groupe de
microorganismes qu'ils contiennent. Le tableau 6 montre la classification des bio-
engrais sur la base des différents types de micro-organismes utilisés. Les différents

types de bio-fertilisant comprennent:

v Bio-fertilisants fixateurs d'azote (BFA): Exemples incluent Rhizobium Spp.,
Azospirillum Spp. et les algues bleu-vert; Elles agissent en fixant l'azote
atmosphérique et en le transformant en formes organiques (utilisables par les
plantes) dans le sol et les nodules racinaires des légumineuses, les mettant
ainsi a la disposition des plantes. Les bio-fertilisants fixateurs d'azote sont des
biofertilisateurs spécifiques aux cultures (CHOUDHURY et KENNEDY.,
2004).

v’ Bio-fertilisant pour la solubilisation du phosphate (BSP): Les exemples
incluent des Bacillus Spp., Pseudomoona Spp. et Aspergillus Spp. Ceux-ci
agissent en solubilisant les formes insolubles du phosphate dans le sol, afin

que les plantes puissent les utiliser. Le phosphore présent dans le sol se
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présente principalement sous forme de phosphate insoluble qui ne peut &tre
absorbé par les plantes. Cependant, plusieurs bactéries et champignons du sol
possedent la capacité de transformer ces phosphates insolubles en leurs formes
solubles. Ces organismes y parviennent en sécrétant des acides organiques qui
abaissent le pH du sol et provoquent la dissolution des formes liées de
phosphate, ce qui les rend disponibles pour les plantes (GUPTA., 2004).
Biofertilisants mobilisateurs de phosphate (BMP): Les exemples sont des
Mycorhizes. Ils travaillent en récupérant les phosphates des couches de sol et
la mobilisation du phosphore insoluble dans le sol ou ils sont appliqués.
CHANG et YANG., (2009) ont déclaré que le bio-fertilisant solubilisant le
phosphore (BSP) agit parfois comme agent de mobilisation du phosphate.
Biofertilisant favorisant la croissance des plantes (PGPB): Des exemples
de rhizobactéries de croissance des plantes sont Pseudomonas Spp. etc: ces
travaux produisent des hormones et des anti-métabolites qui favorisent la
croissance des racines, la décomposition de la matiere organique qui aident a
la minéralisation du sol, augmentant ainsi la disponibilité des nutriments et
améliorant le rendement des cultures (KHORSO et YOUSEF., 2012)
(BHATTACHARYYA et JHA., 2012). Les PGPB sont des bio-fertilisants
spécifiques a la culture.

Bio-fertilisant pour la solubilisation du potassium (BSK): Les exemples
incluent des Bacillus Spp. et Aspergillus niger. Le potassium dans le sol se
présente principalement sous forme de minéraux silicatés inaccessibles aux
plantes. Ces minéraux sont disponibles uniquement lorsqu'ils sont lentement
érodés ou solubilisés. Les micro-organismes solubilisants le potassium
solubilisent les silicates en produisant des composé€s organiques, les acides qui
provoquent la décomposition des silicates et aide a 1'élimination des ions
métalliques en les rendant disponibles pour les plantes. Les bio-fertilisants qui
solubilisent le potassium sont des bio-fertilisants a large spectre.
Biofertilisants mobilisateurs de potassium (BMK): Le Bacillus Spp.est un
exemple de bio-fertilisant qui mobilise le potassium. Ceux-ci agissent en
mobilisant les formes inaccessibles de potassium (silicates) dans le sol.
Certains bio-fertilisants phosphorés solubilisants tels que Bacillus Spp. et
Aspergillus Spp. mobilisent le potassium et solubilisent également le

phosphore.
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v Bio-fertilisant oxydant le soufre (BOS): Un exemple de microorganisme
oxydant le soufre est Thiobacillus Spp. Ceux - ci travaillent en oxydant le

soufre en sulfates qui sont utilisables par les plantes.

Tableau 6: Différents micro-organismes utilisés dans la Production de bio-fertilisant.

Groupes Exemples

Bio-fertilisants fixateurs d'azote

Free-living Azotobacter, Bejerinkia, Clostridium, Klebsiella, Anabaena, Nostoc
Symbiose Rhizobium, Frankia, Anabaena, Azollae
Association symbiose Azospirillum

Bio-fertilisant pour la solubilisation du phosphate
Bactéries Bacillus megaterium var, Phosphaticum, Bacillus subtilis, Bacillus circulans
Fungi Penicillum Spp. Aspergillus awamori

Biofertilisants mobilisateurs de phosphate
Mycorhizes Arbusculaires Glomus Spp., Gigaspora Spp., Acaulospora Spp.

Scutellospora Spp. and Sclerocystis Spp.

Ectomycorhizes Laccaria Spp. Pisolithus Spp, Boletus Spp. and Amanita Spp.
Mycorhize éricoide Pezizella ericae
mycorhize orchidée Rhizoctonia solani

Bio-fertilisant pour micro-nutriments

Bacillus Spp Silicate et zinc solubilisateurs
PGPR
Pseudomonas Pseudomonas fluorescens

(RITAIKA et UPTAL., 2014)
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I11.3. Les bio-fertilisants a base de champignons arbusculaires

Le r6le majeur des CMA est I'amélioration des nutritions hydrique et minérale
de la plante grace a des transferts de 1'eau et des éléments minéraux, en particulier le
phosphore et I'azote, du CMA vers la plante hote. Il en résulte une amélioration de la
croissance des plantes mycorhizées. En effet, I'élongation des hyphes extra-racinaires
augmente la surface de contact entre les minéraux du sol et la racine. De plus, ils
peuvent explorer des zones non accessibles pour les plantes non mycorhizées pour y
prélever l'eau et les nutriments et les transférer a la plante hote (KHALVATI et al.,

2008).
II1.3.1. Transfert du phosphore

La plupart des sols contiennent de grandes quantités de phosphore organique ou
inorganique estimées entre 200 et 3000 mg/kg de sol (HARRISON., 1987). La majeur
partie du phosphore est le plus souvent sous forme d'orthophosphate inorganique
adsorbé aux autres constituants cationiques du sol pour former des complexes CaPOy4
avec le calcium, a pH élevé, et des complexes FePO4 ou AIPO, avec le fer ou
I'aluminium, a pH faible, ainsi que sous forme de molécules organiques comme la
lécithine ( JAVOT et al, 2007 ; SMITH S.E. et SMITH F.A., 2012). De plus
contrairement a de nombreux autres nutriments minéraux, le phosphore est tres peu
mobile dans les sols (JAVOT et al., 2007). Sous l'action du prélevement racinaire, il
se crée rapidement des zones d'appauvrissement autour des racines. Une faible
proportion (généralement inférieure a 1%) est immédiatement disponible pour les
plantes, qui ont des difficultés a acquérir cet élément alors que leurs besoins sont
grands (SMITH S.E. et al., 2011). En effet, le phosphore est un élément indispensable
a la vie de la plante. Ce composé entre dans la syntheése de nombreuses molécules
telles que 1I'ATP, les nucléotides monophosphate, les phospholipides, certaines
enzymes et co-enzymes (MAATHUIS., 2009). Le phosphore est également stocké
dans les vacuoles sous forme d'inositol-hexa-phosphates (phytates) qui sont
d'excellents chélateurs des cations tels que le Ca**, Mg™, K*, Fe** et Zn*
(MITSUHASHI et al., 2005). La formation et I'hydrolyse de liaisons pyrophosphates
est un mécanisme central dans la régulation de 1'énergie cellulaire (MAATHUIS.,

2009).
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Ainsi, les plantes ont élaborés diverses stratégies augmentant leur capacité
d'absorption du phosphore ou sa disponibilité dans les sols (MARSCHNER., 1995).
La premiere consiste en 1'augmentation de 1'interface racine/sol afin d'accéder a une
plus grande quantité de phosphore directement disponible. La deuxieme stratégie
consiste pour la plante a libérer le phosphore des complexes formés avec les cations
en secrétant des molécules comme le malate ou le citrate qui entrent en compétition
avec le phosphore ou encore des phosphatases capables de minéraliser le phosphore
des composés organiques ( JAVOT et al., 2007). A coté de ces deux stratégies
permettant a la plante de prélever directement le phosphore du sol, la méthode de
prélevement du phosphore la plus commune consiste en la voie dite
“’mycorhizienne’’, via le mycélium extra-racinaire du CMA (SMITH S.E. et al,
2011). Pour accéder aux pools de phosphore du sol inaccessibles aux plantes, les
CMA seraient capables dhydrolyser le phosphore organique en phosphore
inorganique pour le rendre disponible dans le sol a la plante ou encore le transférer
directement a la plante héte (FENG et al., 2002), en échange des glucides provenant
de la plante et transférés vers le CMA a travers l'interface mycorhizienne
(PARNISKE., 2008; BUCKING et SHACHAR-HILL., 2005). D'ailleurs, les cellules
végétales contenant des structures mycorhiziennes contiennent une quantité de
phosphore supérieure aux autres cellules racinaires. Le prélevement du phosphore par
le mycélium extra-racinaire se fait contre un gradient de concentration. Le processus
d'absorption étant énergie dépendant, le phosphore entre dans le cytoplasme via des
symports Pi:H" de haute affinité (JAVOT et al, 2007). Trois transporteurs du
phosphore ont été identifiés chez les CMA, GvPT, GiPT et GmosPT chez Glomus
versiforme, Glomus intraradices et Glomus mosseae respectivement (HARRISON et
VAN BUUREN., 1995 ; MALDONADO-MENDOZA et al., 2001 ; BENEDETTO et
al., 2005).

II1.3.2. Transfert de 1'azote

Comme le phosphore, 1'azote est un composant vital pour le CMA et la plante. 1l
entre dans la formation des phospholipides, des coenzymes et des acides aminés.
L'azote est présent sous deux formes dans le sol: organique et minérale (nitrites,
nitrates et ions ammonium). Le mycélium du CMA est capable de prélever 1'azote

sous forme d'ions ammonium (NH,"), sous forme de nitrates (NO3") (BAGO et al.,
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1996) et sous forme d'acides aminés (HAWKINS et al, 2000), avec une nette
préférence pour les ions NH,* (LOPEZ-PEDROSA et al., 2006). Il peut également
accélérer la dégradation de la matiere organique afin d'en augmenter la
biodisponibilité pour les plantes. L'acquisition de l'azote nécessite l'activité de
transporteurs localisés au niveau de l'interface sol/hyphes extra-racinaires du CMA.
Deux geénes codant pour des transporteurs de 1'azote ont été identifiés chez les CMA,
GintAMTI et GintAMT2 codant pour des transporteurs de haute-affinité aux ions
NH.* chez Glomus intraradices (LOPEZ-PEDROSA et al., 2006 ; PEREZ-TIENDA
etal, 2011).

I11.3.3. Transfert des oligo-éléments du CMA a la plante

Il est également connu que le CMA permet une meilleure absorption d'oligo-
éléments peu mobiles dans les sols, tels que le cuivre, le zinc, le fer, le manganese et
le cobalt. A titre d'exemple, il a été détecté deux fois plus de zinc, fer et manganese et
trois fois plus de cuivre dans des plants d'arachides mycorhizés par Glomus
fasciculatum par rapport a des plants non mycorhizés (KRISHNA et BAGYARAJ.,
1984). Ces oligo-éléments jouent des rdles dans des activités enzymatiques
impliquées dans la photosynthese, la respiration oxydative, la protection contre les
radicaux libres ou encore la biosynthese des lipides (FRAUSTRO DA SILVA et
WILLIAMS., 1991). Plusieurs études ont montré que l'inoculation mycorhizienne
améliore la nutrition en zinc et en cuivre chez le pois chiche, le soja, le trefle et la
luzerne (ROSS et HARPER., 1970 ; SCHOENEBERGER et al., 1989). Cependant,
lorsque certains de ces éléments sont présents en fortes quantités et possedent de ce
fait un caractere toxique, la mycorhization peut jouer un role de protection de la

plante, par une forte rétention de ces éléments (LIU et al., 2000).

I11.3.4. Les intéréts des CMA dans la résistance des plantes aux stresses biotiques

et abiotiques
I11.3.4.1. Résistance aux stress biotiques

L’atténuation des dommages causés par certains agents phytopathogenes
(champignons oomycetes, bactéries ou nématodes) a été démontrée dans de nombreux
travaux chez les racines des plantes mycorhizées par rapport aux non-mycorhizées

(St-ARNAUD et al., 1995 ; FILION et al., 1999 ; SINGH et al., 2000; ELSEN et al.,
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2003; WHIPPS., 2004 ; LIU et al., 2007). Le potentiel des mycorhizes arbusculaires
comme agents de lutte biologique a été répertorié chez des dizaines d’especes
cultivées en association avec plusieurs gloméromycetes pour des infections d’origine
principalement fongique et bactérienne. La majorité des études décrites dans la
littérature concernent des infections racinaires impliquant des genres : Rhizoctonia,
Fusarium, Phytophthora ou Verticillium. Néanmoins, il existe peu de travaux sur le
role des mycorhizes arbusculaires dans la protection des plantes contre les maladies
foliaires (GERNNS et al., 2001 ; FRITZ et al., 2006 ; JUNG et al., 2009 ; MOLLER
et al., 2009). Cet effet protecteur dépend des especes végétales et fongiques et des
conditions environnementales. Cette protection apportée par la colonisation

mycorhizienne résulterait de cinq mécanismes d’action principaux :

e La stimulation de la croissance de la plante par une meilleure nutrition et la
compensation par la symbiose des dommages causés par [’agent
phytopathogéne (WHIPPS., 2004; DALPE., 2005; POZO et al., 2009;
WEHNER et al., 2010).

e La compétition directe ou indirecte entre les CMA et les organismes
phytopathogenes, liées a la disponibilité des nutriments, et des sites d’infection
sur la racine (CORDIER et al., 1998; WHIPPS., 2004, DALPE., 2005; POZO
et al., 2009; WEHNER et al., 2010). 1l a ainsi ét€ montré que Rhizophagus
irregularis affecte la croissance d’une souche virulente de Fusarium
sambicinum, un pathogene de la pomme de terre, et induit chez celui-ci la
répression de I’expression de genes de synthese de mycotoxines (ISMAIL et
al., 2011).

e La transformation morphologique et architecturale de la racine qui pourrait
altérer la dynamique infectieuse du pathogene (WHIPPS., 2004; DALPE.,
2005; POZO et al., 2009; WEHNER et al., 2010).

e La modification du microbiome du sol et de I’augmentation du taux de matiere
organique dans les sols. Ces changements peuvent mener a la stimulation de la
production de composés par la microflore avec une activité antagoniste vers
certains pathogenes racinaires (BAREA et al., 2005; DALPE., 2005; POZO et
al., 2009; WEHNER et al., 2010).

e [’induction ou la suppression de certains mécanismes de défense des plantes,

au niveau moléculaire et enzymatique (DALPE., 2005; POZO et AZCON-
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AGUILAR., 2007; POZO et al., 2009; WEHNER et al., 2010 ; ISMAIL &
HIJRIL, 2010 ; GALLOU et al., 2011 ; JUNG et al., 2012).

I11.3.4.2. Résistance aux stress abiotiques

De nombreux travaux ont mis en évidence 1’effet protecteur des mycorhizes a

arbuscules contre divers stress abiotiques, tels que la sécheresse, la salinité et la

pollution. La meilleure tolérance des plantes mycorhizées, par rapport aux non

mycorhizées, est due a:

Une meilleure nutrition des plantes, leur permettant une meilleure croissance
(EVELIN et al., 2012; HART & FORSYTHE., 2012). Lors d’un stress salin,
le CMA peut augmenter 1’absorption de potassium par la plante et empécher la
translocation du sodium vers les feuilles (ABDEL LATEF & CHAOXING.,
2011; EVELIN et al., 2012). Une plus forte accumulation de potassium par les
plantes mycorhizées en condition de stress salin serait bénéfique pour
maintenir un rapport K'/Na important et influencer la balance ionique du
cytoplasme ou 1’efflux de sodium par les plantes (DAEI et al., 2009; RUIZ-
LOZANO et al., 2012).

Une meilleure nutrition hydrique, liée a une conductivité hydraulique plus
importante (KAPOOR et al., 2008); une morphologie différente du systeme
racinaire induite par les CMA (KOTHARI et al., 1990); une conductance au
niveau des stomates et une transpiration plus importantes (SHENG et al.,
2008); et un ajustement osmotique (ABDEL LATEF & MIRANSARI., 2014).
Une modification de 1’architecture du systéme racinaire au niveau de : la
longueur, le nombre de racines latérales, le diametre et la densité de
branchement (ESPELETA & EISSENSTAT., 1998; BOUKCIM et al., 2001;
PASZKOWSKI & BOLLER., 2002; WU et al., 2012).

Une régulation de la syntheése des polyamines (GOICOECHEA et al., 1998;
SANNAZZARO et al., 2007; CICATELLI et al., 2014). Ces molécules sont
essentielles pour la croissance des plantes (BAGNI & TASSONI., 2001), mais
jouent également un role dans la protections des plantes contre de nombreux
stress abiotiques (sécheresse, salinité, températures extrémes) (RODRfGUEZ-

KESSLER et al., 2006).
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Un ajustement osmotique, grace notamment a une augmentation des contenus
en glucose, fructose, saccharose et proline (SHARIFI et al., 2007;
YOOYONGWECH et al., 2013 ; TALAAT & SHAWKY ., 2014).

Une augmentation d’activités enzymatiques antioxydantes (superoxides
dismutases, catalases, peroxidases), protégeant la plante contre le stress
oxydant induit par divers stress (salinité, sécheresse, pollution) (DEBIANE et
al., 2008, 2009; ZHU et al., 2010; ABDEL LATEF & CHAOXING., 2011).
La production de glomaline, en plus de stabiliser le sol, la glomaline est
capable d’immobiliser des métaux et de réduire ainsi le stress métallique chez
les racines mycorhizées (CORNEJO et al., 2008 ; SEGUEL et al., 2013). De
plus, des études ont montré une contribution positive de la glomaline dans la
tolérance des plantes hotes a la sécheresse et la salinité (AUGE et al., 2001;
WU et al., 2008; HAMMER & RILLIG., 2011).

L’induction de changements moléculaires. Par exemple, il a été révélé que
chaque gene d’aquaporine (canaux a eau) répond différemment a la

colonisation mycorhizienne et le stress imposé (sécheresse, froid ou salinité)

(OUZIAD et al., 2006 ; AROCA et al., 2007 ; JAHROMI et al., 2008).
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I. Matériel
I.1. Matériel végétal et fongique

Les expérimentations ont été menées sur deux especes de Trefle : Trifolium

alexandrinum L. et Trifolium repense L.

Pour les inoculations par les CMA, deux types d’inoculum ont été utilisés :

1.  Un inoculum commercial a base d’un mélange de 6 especes de CMA a
savoir : Rhizophagus intraradices BEG140, Funneliformis mosseae BEG95, Glomus
etunicatumBEG92, Funneliformis claroideum BEG96, Glomus microaggregatum
BEGS56, Funneliformis geosporum BEG199, dépourvu de bio-additives, produit par la
compagnie Symbivit ; Inoculum plus (France).

2. Et un inoculum local produit a partir de la multiplication des souches
naturelles autochtones de sols salins. le piégeage et la multiplication de I’inoculum
mycorhiziens autochtone a duré 18 mois a I’Unité de Chimie Environnementale et
Interaction sur le Vivant a Calais en France. Vu que les champignons mycorhiziens a
arbuscules sont des symbiotes obligatoire, leur multiplication se fait toujours sur les
racines des plantes hotes, dans cas il s’agit du Trefle : Trifolium repens L. En pratique
tous les quatre mois (un cycle de multiplication), La partie aérienne des plantes de
Trefle en culture sont coupées et la partie racinaire est mélangé au substrat avant que
le tout ne soit transféré dans des pots plus grand et que de nouvelles graines sont
mises en culture. A la fin de la phase de multiplication, 1’inoculum obtenu est sous
forme de mélange racinaire mycorhizé, d’hyphes mycorhiziennes, de spores et de
substrat inerte. Les especes de CMA identifié dans cet inoculum sont au nombre de
huit especes : Septoglomus constrictum, Funneliformis geosporum, F. mosseae, F.
coronatum, F. caledonium, Rhizoglomus diaphanus, Rhizoglomus fasciculatus and
Gigaspora gigantea.

1.2. Le substrat

Le substrat utilisé dans la réalisation de ces travaux de recherches provient de
la région de Djelfa et de Modjbara. Les caractéristiques agro pédologiques et

bioclimatiques du site de prélevement du sol sont présentées dans le tableau 7.
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I1. Méthodes
I1.1. Préparation du substrat de culture

Les sols utilisés pour la plantation des deux especes de Trefles sont des sols
naturellement salin, I’un provient de la région de Djelfa et le deuxieme de Moudjbara
présentant un taux de salinité élevé : 2.81 ds.m™ et 1.84 ds.m™ respectivement et ce

selon la classification de Mathieu et al. (2003) In Madani (2008).

Tableau 7: Caractéristiques agro pédologiques et bioclimatique du site de

prélevement :
Nom du M (°C) m (°C) P (mm/an) Altitude coordonnées Q; Etage
site (m) Bioclimatique
Djelfa 34.11 0.69 319.23 1131 34°40°00°N 43.46 Semi-aride a
3°15°00” E hiver froid
pH water CE Salinité Humidité P N (mg.g-1) C C/N
(ds.m-1) (g.1-1) (%) assimilable (mg.g-
(mg.g-1) 1

7.54 2.95 1.72 8.01 0.11 0.23 13.56 33.56
Na MO % Calcaire Calcaire Argile (%) Limon (%) Sable Texture
(meq/100g) total (%) actif (%) (%)
1.35 1.34 12.37 6.15 12 33.35 50.24 Limono-sablo-

argileuse
Nom du M (°C) m (°C) P (mm/an) Altitude coordonnées Q3 Etage
site (m) Bioclimatique
Moudjbara 32.1 0.58 319.23 1131 34°26°35.0”” N 43.46 Semi-aride a

03°27°0.6”’E hiver froid
pH water CE Salinité Humidité P N (mg.g-1) C C/N
(ds.m-1) (g.1-1) (%) assimilable (mg.g-
(mg.g-1) 1}

7.54 1.81 1.72 8.12 0.2 0.3 15.56 51.86
Na MO % Calcaire Calcaire Argile (%) Limon (%) Sable Texture
(meq/100g) total (%) actif (%) (%)
1.35 24 13.65 5.12 5 53.35 41.65 sablo-limoneuse

II.2. Traitement d’inoculation

Des deux types d’inoculum mycorhiziens arbusculaire ont été ajouté au sol a
raison de Sg/pot de a raison de 3 réplica par traitement. Le premier inoculum est

autochtone produit par multiplication a partir de sol salin durant une période de 24
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mois par le trefle. Le deuxieme, un inoculum commercial (Symbivit Inoculum plus,
France). De méme un témoin sans inoculation a été utilisé afin d’évaluer 1’effet de la

salinité sur le développement végétatif des plantes hotes.
I1.3. Dispositif expérimental

Les essais ont été conduits dans des pots en plastique (15 cm de profondeur et
une capacité de 1 kg). Munis d’un dispositif de drainage adéquat. Tous les pots sont
maintenus a des conditions de culture non-contr6lées. Trois traitements différents ont

été effectués :

e Plantes témoins (T) : sans apport de mycorhizes ;

e Plantes mycorhizées avec un inoculum commercial (TC) : Symbivit
(Inoculum plus) ;

e Plantes mycorhizées avec un inoculum autochtone (TA), produit par piégeage

des propagules avec le trefle sur sol naturellement salin.

Figure 5: Mise en place du dispositif expérimental.

I1.4. Estimation des parameétres de croissance

Un contrdle continu des plants est effectué de facon hebdomadaire, la taille des

plants, le nombre de feuilles par pot sont notés.
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Apres 12 semaines de culture, les parties aériennes sont prélevées, la biomasse
fraiche évaluer avant de les séchées a 70°C pendant 72h jusqu’a la stabilisation du

poid. Trois replicats sont utilisés pour chaque traitement.
I1.5. Dosage des protéines totales solubles

Le dosage des protéines se fait selon la technique de Bradford., (1976).
a. Extraction

Prendre 0,1 g de matiere végétale avec 1 ml de tampon d’extraction : tampon
phosphate 0.06 M PH 7, ’extraction se fait a froid (mortier dans la glace pilée) puis
centrifugation a 8000 tours pendant 15 min.
b. Dosage

Prendre 100 pl d’échantillon a doser et ajouter 2 ml de réactif de Bradford
(Annexe 2), apres 2 min du développement de la réaction, la densité optique est lu a
595 nm.

Pour réaliser un courbe étalon de la protéine soluble, préparer avec une solution
mere de BSA (Annexe 7) allant de 0.1 a 1.4 mg.ml" et prendre 100 pl de ces derniers,
puis ajouter 2 ml du réactif de Bradford, la lecture de la densité optique se fait a la

longueur d’onde 595 nm apres 2 min du développement de la réaction.

Figure 6: Dosage des protéines totales. A: Broyage a froid de la matiere végétale
avec tampon phosphate 0.06M pH 7. B : Centrifugation. C : Ajoute 2 ml de réactif de

Bradford. D : Passage en spectrophotometre apreés 2 min du développement des
réactions.

I1.6. Dosage des éléments minéraux

L’extraction des minéraux de la partie aérienne et racinaire des plants est
effectuée a partir de la matiere seche des feuilles broyées.

I1.6.1. Dosage du phosphore

Selon la méthode de TAUSKY et SHORR., (1963). Le phosphore est dosé par

Colorimétrie. La minéralisation est la premiere étape réalisée, en utilisant 1’acide
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chlorhydrique (HCI) (1N) afin de dissoudre toute la matiere organique : 0.5 g de
chacune des poudres, mélangées avec 25 ml d’HCI dans le broyeur. La solution
obtenue est centrifugée pendant 3 min a 3000 tours/min, suivie d’une filtration du
surnageant. Apres filtration, a chaque échantillon une dose de 2 ml du réactif
sulfomolybdique (Annexe 3) et 2 ml d’eau distillée sont ajoutées avant le passage par
spectrophotométrie. Une gamme d’étalon est préparée a base de KH,PO,4 dans les

mémes conditions expérimentales des échantillons dosés.

Figure 7: Dosage du phosphore par colorimetre Selon (TAUSK et SHORR., 1963).
A: Découpage des feuilles. B, C et D : Poids de matiere fraiche et seche a 70 C¢/ 72h.
E : Mettre 0.1g de matiere seche requis et ajoute 5 ml d' HCI. F : Apres la
centrifugation en récupérant le surnagent et filtrage. G: Ajoute 2 ml de réactif
sulfomolybdique. H : Passage en spectrophotometre a 650 nm.

I1.6.2. Dosage des minéraux libres Na®, Cl" et K*

Une prise d’essai de 100 mg sous forme de poudre végétale de chaque
échantillon a été pré-calcinée sur une plaque chauffante et ensuite calcinée dans un
four a moufle a une température de 450 °C jusqu’a 1’obtention d’une poudre
blanchétre. Celle-ci contient tous les minéraux du végétal. Les échantillons ont été par
la suite attaqués a chaud avec 1’acide nitrique (HNO3 0,1 N) pour extraire le
phosphore et d’autres éléments minéraux (Mg, Mn, Fe, Cu et Zn) (PAUWELS et al,,

1992). Le dosage du potassium et du sodium par un photometre a flamme.
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Figure 8: Dosage des éléments minéraux Selon (PAUWELS et al, 1992). A:
Broyage 0.1g de poudre végétale avec 5 ml HCI. B: Evaporation a sec. C: Ajoute 3
ml HNO3 a 10%. D : Ebullition 5 min. E et F: Filtration et compléter 100 ml d'eau
distillée. G et H: Passage en photometre a flamme.

IL.7. Dosage de la chlorophylle

On a utilisé pour l'extraction de la chlorophylle la méthode établie par
(HOLDEN., 1965). L’extraction de la chlorophylle a I’acétone pure a 90% (Annexe
1) : broyage avec 9ml d’acétone pour 100 mg de matiere végétale fraiche,
centrifugation a 5000 tr/min pendant 10 a 15 min a 25 C, jusqu’a I’obtention d’un
liquide limpide. Les caroténoides sont détectés en spectrophotométrie a une DO de
750, 660 et 430. L'étalonnage de l'appareil se fait par la solution témoin d'acétone a
90%. Le calcul des valeurs de la chlorophylle se fait grace a la formule d ARNON.,
(1949) :

Chl.a =12.7 (D.0660) - 2.69 (D.0750).
Chl.b =22.9 (D.0660) - 4.86 (D.0O750).
Chl.a + Chl.b = 8.02 (D.0660) + 20.20 (D.O0750).
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Figure 9: Dosage de chlorophylle. A: Mesure de matiere fraiche. B: Broyage avec
acétone pure a 90%. C et D: Place dans centrifugation. E: Passage en
spectrophotometre a 750, 660 et 430 nm.

I1.8. Dosage de la proline

Un échantillon représentatif de 2 g de maticre végétale fraiche est placé dans un
tube a essai contenant 10 ml de méthanol. Les tubes sont conservés dans un bain
Marie pendant 30 min, puis refroidi a température ambiante. 2 ml de ninhydrine
(Annexe 4) est ajouté au mélange qui est maintenu dans le bain Marie pendant 20
min, puis a été refroidi juste apres dans un bain d’eau glacée. Le mélange réactionnel
a été extrait avec 2 ml de toluene vigoureusement agité et laissé a température
ambiante pendant 30 min jusqu'a la séparation des deux phases. Le chromophore
contenant du toluene (1 ml, phase supérieure) était vermifugé a la température
ambiante et sa densité optique était mesurée a 520 nm par spectrophotometre en
utilisant du toluéne comme solution de calibrage (SADASIVAM et MANICKAM.,

1996). La gamme étalon est établie a partir de la proline pure (Annexe 6).
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Figure 10: Dosage de la proline. A: Echantillon avant chauffage au bain marie. B:
Echantillon apres chauffage au bain marie. C: Séparation des deux phases. D: Passage
la phase supérieure en spectrophotometre a 520 nm.

I1.9. Estimation des activités enzymatiques
I1.9.1. La catalase

100 mg du poids frais foliaire prévenant du méme pot ont été utilisés comme
réplicas biologique. Le matériel biologique a été broyé et homogénéisé dans 1 ml de
tampon phosphate de potassium (100 mM, pH 7.0). Le surnageant est récupéré apres
centrifugation (12 000xg, 5 min, 4°c) et gardé dans la glace jusqu’au dosage de

P’activité.

La catalase est un enzyme permettant la transformation de 1’eau oxygénée
(H20,) en eau (H,O) et dioxygene (O;). Pour mesurer cette activité nous allons mettre
I’extrait enzymatique en contact avec de I’eau oxygénée pendant une durée
déterminée. Nous évaluerons alors 1’activité enzymatique de la catalase en
déterminant la  quantité restante d’eau oxygénée (UNIVERSITE DE
MONTPELLIER., 2010). Pour cela nous effectuerons un dosage au permanganate de
potassium (Annexe 5) en milieu acide suivant les réactions suivantes :

H,0, — >0, +2H " +2¢

MnOs+8H " +5¢ —Mn," + 4 H,O

L’ion permanganate ainsi obtenu (Mn?*) est de couleur rose. Il permet donc de
déterminer 1’équilibre au moment du dosage. Cette coloration n’est pas stable car il se
suit une autre réaction :

2 MnOy + 3 Mn™* + 2 HyO--emmmmmemmmmeenev 5MnO, (s) + 4 H'

Mais toutefois la coloration reste durent une période de 15 secondes au moment

de I’équilibre.
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Figure 11: Dosage enzymatique de catalase. A, B et C: Préparation d'extrait
enzymatique. D: induit 10 ml d'extrait. E: Ajoute 10 ml d'H,O,. F: Ajoute 25 ml de
solution de H,SO4 a 2%. G et H: Dosage de 1'H,O, au permanganate de potassium.

I1.9.2. Le peroxydase ‘POX’

L’activité POX est mesurée selon la technique décrite par ETERSON et al.,
(1995) et LIN et KAO., (1999) en utilisant le gaiacol comme donneur d’hydrogene.
Le milieu réactionnel contient 50 mL du tampon phosphate pH 7, 9 mM de guaiacol
et 19 mM de H,0O,. L’extrait enzymatique est ajouté selon sa concentration en
protéines. La réaction est initiée par 1’addition de H,O, et I’évolution de la cinétique
de I’activité peroxydase est suivie pendant mM- une min a 470 nm. L’activité est
calculée en utilisant le coefficient d’extinction (e = 26.6 1 Cm -1 a 470 nm). Une
unité de POX est définie par la quantité d’enzyme qui entraine la formation d’une

umole de tétraguaiacol par minute.

Figure 12: Dosage enzymatique de peroxydase. A et B : Préparation d'extrait
enzymatique. C : Ajoute 10 ml d'H,O,. D : Suivie de la cinétique de I’activité de la
peroxydase a 470 nm.
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I1.10. Isolement et quantification des spores des CMA

Les spores sont isolé selon la technique du tamisage humide qui consiste a
prendre 10g de sol et les faire passer a travers une série de Tamis : a 45, 125 et 250um
de diametre, récupérer le surnageant de chaque tamis le faire passer sous la loupe
binoculaire. Les spores sont isolées et séparer a priori selon la couleur dans des tubes
a essais content de 1’eau distillée, avant de les monter entre lame et lamelle pour

I’identification.
ILI.11. Analyses statistiques

L’interaction entre les parametres biochimiques testés et les traitements
d’inoculations sont analysé avec une ANOVA afin de définir la relation entre la

salinité/plante/bio-fertilisant.
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I. Résultats :

I.1. Parameétre de croissance

12

=
o

S1: Sol 1 "Djelfa"
S2: Sol 2 "Moudjbara"
Spl: Espéce 1 "Tréfle d'alexandrie

Sp2: Espéce 2 "Tréfle blanc"
T: Témoin
TA: Traitement Autochtone

TC: Traitement Commercial ‘
N

v.

Croissance (cm)/8mois
o N H (o)) [0
il

Traitements d'inoculation/sol/espéce

Figure 13: Résultats des parametres de croissances des deux especes de Trefles dans les deux

types de sols salins étudiés.

Les résultats de la figure 13 montrent clairement une nette amélioration de la croissance
des plantules des deux especes de trefle dans les deux types de sols salins utilis€és comme
substrat. D’un autre coté le traitement d’inoculation commercial améliore en moindre qualité
que le traitement autochtone mais plus significativement que le témoin non inoculé la
croissance des plantules de Trefle.

I.2. Résultats du dosage des protéines totales solubles

Le dosage de protéines totales nous a permis de tracer les histogrammes de la figure 14.
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Figure 14 : Résultats du dosage des protéines des deux especes de Trefles étudiées.
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Les résultats de la figure 14 montrent clairement que le teneur en protéine totaux chez
les deux especes de Trefles est stimulé par I’inoculum autochtone.
1.3. Résultats du dosage des éléments minéraux
1.3.1. Dosage du phosphore

Le phosphore de la matiere végétale des deux especes de Trefles dosé par la méthode
colorimétrique nous a donné les résultats de la figure 15. Nous constatons une fluctuation des
teneurs de phosphore dans les parties aériennes suite a 1’inoculation par les deux types de
traitements spécifiquement pour I’espece 2 (T. repens). L’espece T. alexandrinum n’a pas été
sensible aux traitements d’inoculation dans le sol 1 (CE=1.9 ds.m'l). Tandis que dans le
deuxiéme substrat (CE= 2.8 ds.m'l) I’inoculum autochtone a amélioré la teneur des parties

aérienne en phosphore.
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Figure 15: Résultats du dosage du phosphore chez les deux especes de Trefles étudiées.

1.3.2. Dosage des Na, Cl et K
Le dosage des éléments minéraux K, Na et Cl est un parametre important dans la

détermination de la toxicité des sels vis-a-vis des plantes.
1.3.2.1. Ratio K/Na

Nous avons constaté d’apres les résultats de la figure 16 que le traitement d’inoculation

autochtone favorise la teneur en potassium K par rapport au sodium Na.
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Figure 16: Résultats du dosage des éléments minéraux Na et K dans les parties aériennes des

deux especes de Trefles étudiées.
1.3.2.2. Ratio CI/Na

Nous constatons sur les résultats de la figure 17 que le traitement d’inoculation
autochtone diminue considérablement la teneur des éléments toxiques Na et Cl dans les

parties aériennes des deux especes de Trefles étudiées.
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Figure 17: Résultats du dosage des éléments minéraux Na et Cl dans les parties aériennes des

deux especes de Trefles étudiées.
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1.4. Dosage des chlorophylles :

Le dosage de la chlorophylle a, b réalisé sur la matiere végétale fraiche des deux
especes de Trefles étudier sur les deux sols salin nous a permis de tracer les histogrammes de
la figure 18. Nous constatons que pour le substrat 1 (CE= 1.9ds.m-") I’inoculation avec les
biofertilisants a base de CMA confondus donne de bonnes résultats par rapport au témoin
non-inoculé. Toutefois, I’inoculum autochtone donne de trés bons résultats en matiére de
chlorophylle b pour I’espece 1 (Trefle d’Alexandrie) par comparaison a la deuxiéme espece
(Trefle blanc). Dans le cas du deuxieme sol (CE= 2.85 ds.m'l) I’inoculation a amélioré le taux
de chlorophylle pour I’espece trefle d’Alexandrie avec 1’inoculum commercial, tandis que
I’inoculum autochtone n’a pas donné de bons résultats par rapport au témoin. Concernant
I’espece T. rupens, une légere amélioration du taux de chlorophylle a été obtenue avec
I’inoculum autochtone, alors que les résultats avec 1’inoculum commercial sont presque

identiques a ceux du témoin.
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Figure 18: Résultats du dosage de chlorophylles des parties aériennes des deux especes de

Trefles étudiées.
L.5. Dosage de la proline :

Les résultats du dosage de la Proline apparaissant sur la figure 19 montrent que
I’inoculum autochtone diminue significativement la synthese de la proline chez les deux

especes végétales étudiées, tandis que I’inoculum commercial n’a manifesté aucun effet
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positive sur 1’état de stress des deux especes végétales sur les deux sols salins étudiés et ce en

comparaison avec le témoin non-inoculé.
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Figure 19: Résultats du dosage de la Proline chez les deux especes végétales étudiées.

I.6. Résultats du dosage des activités enzymatiques : (catalase et peroxydase <’POX"’)
1.6.1. Catalase
Le dosage de I’activité enzymatique Catalase nous a permis d’obtenir les résultats de la

figure 20.
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Figure 20 : Résultats du dosage de 1’activité enzymatique Catalase.

Les résultats de la figure 20 montrent une activité enzymatique améliorée par les deux

traitements d’inoculation par comparaison aux témoins non-inoculés. La comparaison entre
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les deux traitements d’inoculations montre une amélioration avec le traitement autochtone par
rapport au traitement commercial.
1.6.2. Peroxydase ’POX"’

Les résultats du dosage de I’activité enzymatique Peroxydase (POX) nous ont permis de
réaliser les graphes de la figure 21.

Nous pouvons constater d’apres la figure 21 que I’inoculum autochtone stimule
positivement 1’activité enzymatique POX dans les deux sols salins étudiés et pour les deux
especes de Trefles. Parallelement, I’inoculum commercial de son coté a jouer un rdle positif
pour I’amélioration de I’activité enzymatique dosée en comparant les résultats avec ceux du

témoin non-inoculé.
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Figure 21: Résultats du dosage de I’activité enzymatique Peroxydase.

L.7. Analyse statistique

L’analyse de la variance réalisée pour les parametres €tudiés combiné au nombre de
spores par espece de CMA montre clairement un effet significativement positif du traitement
d’inoculation sur le développement physiologique des deux especes de trefles étudiées
(Tableau 8). Les résultats montrent que les especes de trefles sont significativement
influencées par I’inoculation arbusculaire et beaucoup plus par le traitement autochtone par

comparaison au traitement commercial.
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Tableau 8 : L’interaction entre les especes de trefles, le sol et les traitements d’inoculation :

Espeéces x Sol Sol x traitement Especes x Sol x Traitement
inoculation d’inoculation
Especes Sol

Valeur de F 29.144  77.016 2.68 3.36 0.79

Inoculation HkE Hokk ok kg ok
mycorhizienne

autochtone

Valeur de F 34.24 28.90 5.64 1.180 0.28

Inoculation * ok * ** *
mycorhizienne

commercial

*:p<0.05 ; #* : p<0.01 ; *** : p<0.001.
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I1. Discussion

Notre présente étude a porté sur ’impact des champignons mycorhiziens arbusculaire
sur le développement et les fonctions biochimiques de deux especes de trefles sur des sols

naturellement salins des régions semi-arides algériennes.

Les trefles sont des plantes fourrageres de grandes valeurs nutritives qui sont treés peu
utilisé dans les steppes algériennes a salinité élevée. De ce fait ’introduction d’un facteur

symbiotique permettant leur adaptation dans ces milieux serait d’une grande utilité.

Dans notre étude, nous avons constaté que les deux especes de Trefles étudiées, T.
alexandrinum et T. repens ont réagis positivement aux traitements d’inoculation autochtone et
ce sur les deux substrats étudiés. De méme nous avons également constaté que 1’espece
T.repens s’est développée plus significativement que 1’espece 7. alexandrinum. Ces résultats
concordent avec ceux d’EL-HINDI et al. (2017) et MEGLOULI et al. (2018), qui ont travaillé
dans les mémes conditions. Cette croissance positive peut €tre attribuée a 1’amélioration de la
nutrition minérale qui est constaté par 1’augmentation du taux de phosphore dans les parties
aériennes des plantules inoculées avec le traitement autochtone. Ces parametres combinés
indiquent une meilleure adaptation a la salinité des deux especes de trefles. En effet,
I’amélioration de la tolérance a la salinit€ par I’apport des champignons mycorhiziens
arbusculaires est conditionnée par un perfectionnement de ’activité photosynthétique et une
meilleure efficacité d’absorption hydrique (RUIZ-LOZANO et al., 2000). Un effet
comparable de I’inoculum autochtone a été enregistré avec Gossypium arboreum (BADDA et
al., 2014), et également avec Casuarina equisetifolia (DIAGNE et al., 2018). La biodiversité
de I’'inoculum autochtone et 1’adaptation a la salinité et aux conditions environnementales des
zones semi-arides ont certainement contribué a cette performance. Ces observations nous
permettent de suggérer que le comportement et 1’efficacité des inoculums mycorhiziens
arbusculaires seraient liés a leurs milieux d’origine et plus précisément aux facteurs

environnementaux de leurs habitats.

Nous avons enregistré une amélioration de la teneur en chlorophylle chez les plantules
inoculées par rapport aux plantules non-inoculées notamment celles traitées avec 1’inoculum
autochtone. En effet, il a souvent été établi que les champignons mycorhiziens arbusculaires
affectent la physiologie et la biochimie de la plante hote par une augmentant de la

photosynthese qui se manifeste par les taux élevés de chlorophylle (DIAGNE et al., 2018).
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L’adaptation des plantules des deux especes de Trefles au stress salin est associée aux
changements biochimiques au niveau de la plante : accumulation des protéines totaux et de la
proline, changement de la composition lipidique des membranes, altération de 1’expression de
certains génes (TAIN et al., 2004). D’apres nos résultats, le stress salin n’a pas conduit a une
accumulation de proline dans les tissus foliaires des plantules inoculées par les deux types
d’inoculum arbusculaires. Des résultats semblables ont été enregistrés avec les travaux

d’ELHINDI et al. (2017) et ceux de DIAGNE et al. (2018).

Les résultats du dosage des éléments minéraux dans notre présente étude ont permis
d’enregistrer une augmentation de I’absorption des ions K' dans les plantules de T.
alexandrinum et T. repens inoculé spécialement avec I’inoculum autochtone, avec une
réduction de ’absorption de Na* et CI'. L’inoculum commercial a manifesté un effet positif
chez T. alexandrinum dans le sol 2 CE= 2.95ds.m™". L’augmentation des ions K* a pour effet
de réduire Deffet toxique des ions Na' et CI" avec une amélioration de la croissance
végétative. Les résultats de cette étude sont conformes avec les précédents travaux de TAIN et
al., (2004) ; CENGIZ et al., (2009) ; GARG and PENDAY, (2016) ; EL-HINDI et al., (2017).
Parmi les mécanismes qui ont permis aux plantes mycorhizées de montrer une meilleurs
tolérance a la salinité c’est la mise en valeur de la conductance stomatique (AUGE et al.,
2008), de I’amélioration de la transpiration, du taux des ions K" et de la quantité de
phosphore. Les ions K" sont vital pour la plante afin qu’elle puisse faire face aux stresses
abiotiques, cette soluté cationique joue un rdle clés dans la conductance stomacale (ELHINDI
et al., 2017). Ce qui nous permet de conclure clairement que la tolérance des plantes inoculées
avec les CMA a la salinité est en partie le résultat de la prévention de 'absorption de Na* et
son transfert par les racines aux parties aériennes. En outre I'amélioration apportée par les
CMA a l'absorption du phosphore peut aussi étre un facteur de tolérance a la salinité. Ce
phénomene peut étre €lucidé par le role du phosphore dans le maintien de la stabilité de la
membrane vacuolaire et compartimenter par la suite les ions Na* a D’intérieur de la vacuole
afin qu’ils n’endommagent pas I’équilibre osmotique (BOTHE et al., 2012 ; ELHINDI et al.,
2017). Ceci permet également de maintenir le fonctionnement équilibré de la voie
métabolique sans qu’elle ne soit déstabilisée par les ions Na®, ce qui a comme résultat final de
réduire les effets néfastes de la salinit¢ (KHALED et TEIXEIRA DA SILVA., 2010). En
Outre, il a été prouvé que 1’accroissement de 1’absorption du phosphore par les CMA aide la

vacuole a maitriser I’infiltration des anions CI'. Ceci peut €tre expliquer par un bon drainage
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du carbone effectuer par les hyphe des CMA, ce qui améliore le transfert des anions mobiles
tel que CI' (ELHINDI et al., 2017).

La proline joue un rdle dans la résistance de la plante a la salinité, c’est ’'un des facteurs
qui contrdlent I’ajustement osmotique, en effet 1’accumulation de la proline est considéré
comme un signe de stress salin chez les plantes (YOSHIBA et al., 1997). Dans la présente
étude la teneur en proline chez les plantules de T. alexandrinum et T. repens sous les
conditions de salinité sont significativement faible chez les plantules inoculées par rapport a
celles non-inoculées et plus précisément chez les plantules inoculées avec 1’inoculum
autochtone par rapport a I’inoculum commercial. Cette diminution dans 1’accumulation de
proline chez les plantules mycorhizées indique que ces plantules sont moins stressées.

Les résultats de notre étude mettent en évidence I’effet positif des souches de CMA
autochtone sur le développement et le rendement fourrager des deux especes de Trefles, ce
rendement peut étre évalué par la teneur en protéine qui représente 1’élément essentiel aux
bétails attendus de ces types de plantes. Ceci pourrait s’expliquer par une augmentation du
taux de photosynthétats de la plante grice aux CMA (NDOYE et al.,, 2016). De méme,
NDOYE et al. (2013) expliquent que la réponse des plantes a I’inoculation mycorhizienne
dépend des interactions: CMA/plante/sol. De plus notre étude a mis en évidence 1’efficacité

de deux interactions 7. alexandrinum/CMA autochtone/Sol salin et 7. repens/CMA/Sol salin.
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Cette étude a démontré que le Trefle d’Alexandrie et le Trefle blanc répondent bien a
I’inoculation avec des champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) en conditions semi-
controlées. De plus cette étude suggere que les especes de CMA autochtones pourrait jouer un
role important dans 1’amélioration de la croissance des deux especes de Trefles: T.
alexandrinum et T. repens, et que ces mémes especes jouent un role important dans la
résistance des deux especes de trefles aux stresse salin des zones semi-arides algériennes. 1l a
également été constaté que I’inoculation avec les souches autochtones de CMA a amélioré les
fonctionnalités biochimiques par 1’augmentation des parametres de photosynthese et ceux de
la résistance a la salinité. Il est important de signaler que les especes de trefles ont des rdles
écologiques qui peuvent se manifester dans I'enrichissement des sols, la limitation des
parcelles, ils ont également un rdle antiérosif et peuvent étre utilisés comme biocarburant.

De ce fait, le fait d'améliorer la production des différentes especes de l€égumineuses par
la biofertilisation a base de champignons mycorhiziens arbusculaire, permet d'améliorer non
seulement le rendement économique et fourrager de ces especes, mais également il y a une
modification positive de 1'écosysteme. Le role des biofertilisants va au-dela de 'amélioration
des plantes, il touche également les rendements animaliers, plus la valeur nutritionnelle des
fourrages est optimiser plus la qualité et la quantité des productions animaliere est améliorée.

Tout est 1ié dans les écosystemes, et ces liaisons méritent d'étre étudiées d'une facon
plus approfondie. En effet des travaux complémentaires devront &tre menés pour étudier
I’impact agronomique des CMA sur la croissance et la productivit¢ des deux especes de
Trefles et la gestion de la fertilité des sols a grande échelle dans les parcelles paysannes afin
de faire des recommandations sur I’utilisation des CMA comme biofertilisants. Il serait
également intéressant d'approfondir les études, et confier l'impact de la bio fertilisation sur

I'élevage dans les écosysteémes steppiques.
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Annexes

1.

Acétone pure a 90% : Pour 100 ml: 90 ml acétone pure + 10 ml d’eau
distillée.

Réactif de Bradford : Bleu de Coomassie G250 100mg ; Ethanol a 95%
50mL ; Acide phosphorique (HsPO4) a 85% 100mL ; dH,O QSP 1L (a
conserver a +4°C a I'abri de la lumiere).

Réactif sulfomolybdique: Pour 100 ml: 8g molybdate d'ammonium + 40
mL d’eau distillée et dissoudre (tiédir éventuellement puis laisser refroidir)
apres ajouter 40 mL d’eau distillée + 24 mL acide sulfurique.

Solution de Ninhydrine : dans la hotte mesuré 200 mg de ninhydrine et
ajoute 100 ml de propanol.

Solution de permanganate de potassium : 2.7 de permanganate de
potassium et 270 d’eau distillée.

Solution de proline pure : 40 mg de proline pure — 50 ml d’eau distillée ;
Prendre 1 ml et ajouter 25 ml d’eau distillée ([ ] = 0.08 mg/ 25 ml).

Solution mere (stock) de sérumalbumine (BSA): a 2g/. (2mg/mL) ou
obtenue a partir de solubilisation de BSA lyophilisée dissoute dans de 1'eau

distillée.



Résumé

Résumé :

De faibles travaux sont consacrés a 1’inoculation par les champignons arbusculaires
(CMA), notamment sur des sols naturellement salins. L'objectif de ce travail est
d'étudier la contribution de [D’inoculation par les champignons arbusculaires
autochtones et commerciaux sur le développement végétatif de deux variétés de
Trefles (Trifolium alexandrinum L.et Trifolium repens L.) cultivé sur des sols salins
prélevés des régions semi-arides. Les résultats obtenus ont montré une réduction des
taux de proline plus significative avec I’inoculum autochtone signifiant un niveau de
stress plus faible. Les deux types d’inoculum ont montré une absorption des ions K+
et du phosphore accompagné d’une réduction des ions Na+ et Cl-. D’un autre coté
I’inoculum autochtone stimule plus significativement [’activité enzymatique par
rapport a I’inoculum commercial. Les résultats de cette étude permettent d’entamer de
nouvelles perspectives dans le domaine de la bio fertilisation des sols salins. Les
souches autochtones sont une nouvelle innovation a exploiter.

Mets clés: CMA, inoculum commercial, inoculum autochtone, Trifolium
alexandrinum L., Trifolium repens L. proline, la bio fertilisation.

Abstract:

There is little work being done on inoculation by arbuscular fungi (CMAs), especially
on naturally saline soils. The objective of this work is to study the contribution of
inoculation by native and commercial arbuscular fungi to the vegetative development
of two varieties of clover (Trifolium alexandrinum L.et Trifolium repens L.) grown on
saline soils from semi-arid regions. The results obtained showed a more significant
reduction in proline levels with native inoculum indicating a lower stress level. Both
types of inoculum showed absorption of K'ions and phosphorus accompanied by a
reduction in the Na® and Clions. On the other side, the native inoculum stimulates
enzymatic activity more significantly compared to commercial inoculum. The results
of this study lead to new perspectives in the field of bio fertilization of saline soils.
Native strains are a new innovation to be exploited.

Key-words: CMAs, native inoculum, commercial inoculum, Trifolium alexandrinum
L., Trifolium repens L. proline, bio fertilization.
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