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RESUME

Au terme de notre travail qui a visé I'étude de la tolérance a la salinité de
deux espéces de pistachier : pistachier vrai (Pistacia vera L.) et pistachier de
I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.) en appliquant différentes concentrations de NaCl
(0, 11.7,17.55, 23.4, 29.25 et 35.1 g/l), dans le but de déterminer I'effet du stress
salin sur la structure des chromosomes, le taux de germination des graines et sur
les caractéres morpho-physiologiques afin de sélectionner des plants tolérants a

la salinité.

Pour la partie cytogénétique, nous n'avons pas pu déterminer I'effet du
stress salin sur la structure des chromosomes car il été difficile de dénombrer les
plaques métaphasiques sur les pointes racinaires observées. Quant a la
germination des graines des deux espéces de pistachier, sous I'effet de la salinitée,
nous avons obtenu des taux de germination élevés chez les graines non
contraintes (témoin), ces taux diminuent pour les traitements : T2 (11.7 g/l) et T3
(17.55 g/l), et ils sont beaucoup plus faibles chez les traitements les plus sévéres
T4 (23.4 g/l), T5 (29.25 g/l) et T6 (35.1 g/l).

D’aprés les résultats obtenus concernant la vitesse de croissance, on peut
dire que les plantules de Pistacia vera L. présentent une croissance plus rapide
que celle des plantules de Pistacia atlantica Desf. Nous constatons que la
longueur de la tige et celle de la racine sont affectées en fonction de I'espéce et
de la concentration en NaCl. Les plantules qui résistent mieux aux sels sont
celles du Pistacia vera L. suivies de celles du Pistacia atlantica Desf. Nous
assistons aussi a une diminution considérable du nombre de feuilles chez les deux

especes.

Les niveaux de stress salin appliqués ont induit une baisse de la teneur en
chlorophylle des feuilles et une augmentation notable des teneurs en proline dans
les feuilles et dans les racines des plantes traitées pour les deux espéces. Nos
résultats montrent que les concentrations élevées en NaCl dans la solution

nutritive entrainent une diminution du taux des sucres solubles au niveau des



feuilles et en paralléle nous avons enregistré une accumulation de ces substances

au niveau de la partie racinaire.

Mots clés : Pistacia vera L., Pistacia atlantica Desf., stress salin, cytogénétique,

physiologie.



ABSTRACT

At the end of our work involved the study of salinity tolerance of two species
of pistachio : Pistacia vera L. and Pistacia atlantica Desf. applying different NaCl
concentrations (0, 11.7, 17.55, 23.4, 29.25 and 35.1 g/l) in order to determine the
effect of salt stress on the structure of chromosomes, the seed germination rate
and the morpho-physiological characteristics for selecting plants tolerant to

salinity.

For cytogenetic part, we have not been able to determine the effect of salt
stress on the structure of chromosomes as it was difficult to count metaphase
plates observed on root tips. As for the seed germination of two species of
pistachio, under the effect of salinity, we obtained high germination in seeds
unstressed (control), these rates decline for treatments: T2 (11.7 g/l) and T3
(17.55 g/l), and they are much lower in the most severe treatment T4 (23.4 g/l), T5
(29.25 g/l) and T6 (35.1 g/l).

From the results obtained concerning the growth rate, we can say that
seedling Pistacia vera L. exhibit faster growth than seedlings Pistacia atlantica
Desf. We note that the length of the stem and the root are assigned depending on
the species and the concentration of NaCl. The seedlings that are more resistant
to salts are those of Pistacia vera L. followed by those of Pistacia atlantica Desf.

We also see a considerable decrease in the number of leaves in both species.

Salt stress levels applied induced a decrease in chlorophyll content of
leaves and a significant increase in proline content in the leaves and roots of
treated plants for both species. Our results show that high concentrations of NaCl
in the nutrient solution lead to lower rates of soluble sugars in leaves and in

parallel we recorded an accumulation of these substances at the root portion.

Keywords: Pistacia vera L., Pistacia atlantica Desf, salt stress, cytogenetic,

physiology.
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INTRODUCTION

La salinisation est le processus majeur de la dégradation des terres. En
moyenne, le monde perd 10 hectares de terres cultivables par minute, dont 3
hectares a cause de la salinisation [1]. 10 a 15% des surfaces irriguées (20 a 30
millions d’hectares) souffrent, a des degrés divers, de problémes de salinisation
[2]. En Afrique, prés de 40 M d’hectares sont affectés par la salinisation, soit pres
de 2% de la surface totale [1]. Les sols salins sont trés répandus a la surface du
globe, leur salinité constitue I'un des principaux problémes du développement

agricole [3].

Les zones arides et semi-arides couvrent une grande partie des pays de la
frange méridionale du pourtour méditerranéen. Dans ces régions, la disponibilité
des eaux, leur salinité et celle des sols sont parmi les principaux facteurs limitant
la productivité végétale [4]. L’introduction des espéces tolérantes au stress salin

est 'une des techniques utilisées pour faire face a ce probléme.

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

de graines en condition de stress salin.

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

impliqués dans leur tolérance a la salinité.

En réponse au stress salin, les plantes simulent des changements

significatifs que se soit sur le plan morphologique ou physiologique.
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Parmi ces espéces: Pistacia vera L. et Pistacia atlantica Desf. qui
appartiennent a la famille des Anacardiacées. Les pistachiers sont dioiques, pour
fructifier il est nécessaire de lui fournir une pollinisation croisée, il faut donc planter

un pied male et un pied femelle.

L’objectif de cette étude est de déterminer l'effet du stress salin sur la
structure des chromosomes, le taux de germination des graines, et sur les
caractéres morpho-physiologiques de deux espéces du pistachier Pistacia vera L.

et Pistacia atlantica Desf.
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CHAPITRE 1

PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Présentation des espéces

1.1.1. Le pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.)

1.1.1.1. Historique

Le fameux bétoum des Dayas remonte aux années 1700. Dans sa
publication « flora atlantica » parue en 1798, le botaniste frangais René Louiche
Desfontaines décrira et présenta, pour la premiére fois au monde scientifique, le
pistachier de I'Atlas. Ce dernier fut souvent confondu avec P. térébinthus; en
1909, LAPIE l'appelait «Térébinthe » [5].

Le pistachier est une Angiosperme dicotylédone dioique appartenant a la
famille des Anacardiacées. L'étude monographique du genre comprend 4 sections
et 11 espéces; Pistacia vera L. est la seule espéce produisant des fruits

comestibles [6]. Il est probablement originaire d'Asie centrale [7].

1.1.1.2. Répartition du Pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.)

1.1.1.2.1. Dans le monde

Pistacia atlantica Desf. ainsi que ses sous-espéces: Cabulica, Mutica,
kurdica et Atlantica, occupent une aire trés vaste englobant le Maroc, I'Algérie, la
Tunisie, la Lybie, la Turquie, la Syrie, la Jordanie, le Palestine occupé, I'lran et
I'Afghanistan [8].

KHALIF [9], indique que la région méditerranéenne est la plus riche en

espéeces du pistachier et compte plusieurs espéces telles que :
* Le lentisque: Pistacia lentiscus.

* Le bétoum: Pistacia atlantica.
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* Le térébinthe: Pistacia terebinthus.
* Le pistachier palestinien: Pistacia palestinae.

Le Pistachier de I'Atlas est associé dans le Proche-Orient aux Quercus
ithaburensis (chéne vélani), en Afrique du Nord a Ziziphus lotus (jujubier sauvage)
[10].

1.1.1.2.2. En Algérie

Les populations des pistachiers : P. lentiscus, P. terebinthus, P. atlantica se
trouvent a I'état de groupements isolés concentrés particulierement dans les
régions des Dayas entre Djelfa et Tiaret en passant par Laghouat [11].
MONJAUSE [11], rapporte que le pistachier de I'Atlas se trouve entre Mascara,
Sidi Bel Abbés, Saida, M'sila, Biskra, au sud de Laghouat, au Mzab, a Ouargla,

dans le secteur de Sahara et dans le Hoggar.

BABA AISSA [12] et BELHADJ [13], ajoutent que le pistachier de I'Atlas est
une espéce nord-africaine, endémique, relativement commune dans toute I'Algérie
(avec une prédilection pour les lieux arides), mais moins répandue dans le

Sahara: Hassi R'mel, Hoggar et Tassili.

1.1.1.3. Systématique

Selon EMBERGER [14], Pistacia atlantica Desf est classé taxonomiquement

de la fagon suivante :
Régne : Végétal
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiosperme
Classe : Dicotylédones
Ordre : Térébinthales
Famille : Anacardiaceae

Sous-famille : Rhoiadeae
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Genre : Pistacia
Espeéce : Pistacia atlantica Desf.

1.1.1.4. Caractéristiques morphologiques et physiologiques

1.1.1.4.1. Le port

Le pistachier de [I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.) ; elbetoum, botma,
betouma ou btouma en Arabe local et Iggh en berbére, est un bel arbre [5], [10],
son allure évoque celle du fréne.Dans les bonnes conditions, le bétoum peut
atteindre 25 meétres de hauteur et 1 métre de diamétre au niveau du tronc [5]. Le

port est arrondi, a ramification étalée [12], [13] (Figure 1.1).

Figure 1.1 : Port botanique du pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.) [13]

1.1.1.4.2. Les feuilles

Les feuilles du pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.) sont caduques.
Elles sont composées, alternes et mesurant jusqu'a 12 cm de longueur totale
(Figure 1.2) [15].
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Figure 1.2 : Feuille du pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.)

1.1.1.4.3. Les fleurs

D'apres MONJAUZE [5], le pistachier de I'Atlas est un arbre dioique, dont
on distingue les fleurs males et les fleurs femelles portées par des pieds différents.
Sa pollinisation est anémophile, rarement entomophile.

La floraison a lieu en été [12], [13], les fleurs sont apétales de couleur
rougeatre; les fleurs femelles sont en grappes axillaires a calice trés réduit et a
ovaire de 3 stylets. Les fleurs méales sont des grappes terminales a calice de 3 a 4
sépales et 5 a 7 étamines [5] et [15]. MORSLI [16], a identifié quatre stades
phénologiques pour la floraison méale (Figure 1.3) et cing pour la floraison femelle
(Figure 1.4) :

- Floraison méale

> Inflorescence groupée
> Pré-déhiscence des inflorescences
» Déhiscence des inflorescences

» Fanage des inflorescences.
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Figure 1.3 : Fleurs males du pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.). (A)
Grappes rameuses des fleurs males, (B) Fleur isolée (x40), (C) Eclatement des
anthéres au niveau des fentes de déhiscence (x40), (D) Coupe transversale d’une
anthére (x40), (a) Fente de déhiscence, (b) Grains de pollen, (c) Anthére éclatée,
(d1) Anthere, (d2) Sépale, (d3) Bractée [17].

- Floraison femelle

» Fleurs femelles non apparentées

» Début d'apparition des fleurs

» Fleurs apparentées

» Fleurs femelles en cours de pollinisation

> Fleurs femelles fécondées.
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Figure 1.4 : Fleurs femelles du pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.). (A)
Grappes de fleurs femelles (x10), (B) Fleur femelle isolée (x50), (d1) Stigmates,
(d2) Style, (d3) Ovaire, (d4) Sépale [17].

1.1.1.4.4. Le fruit

Les fruits sont appelés EIKhodiri par les populations locales, appellation
due a la prédominance de la couleur vert foncé a maturité [13]. Le fruit est une
drupe mesurant entre 6 a 8 mm de long sur 5 8 6 mm de large [18]. Il est ovale et

quelque fois trapu (Figure 1.5). Il atteint sa maturation en Septembre [5].

Figure 1.5 : Fruits du pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.). (A) Début de la
fructification (x20), (B) Maturation, (b1) Stigmate, (b2, C1) Fruit jeune, (C2) Fruit
mar [17].

1.1.1.4.5. Le systéme racinaire

KHICHANE [19], montre que le systéme racinaire du pistachier de I'Atlas
est trés vigoureux, pouvant atteindre 6 métres de profondeur ce qui lui assure une
bonne fixation au sol. Il présente un type d'architecture bien hiérarchisée,

comportant un épais pivot vertical, orthogéotrope a croissance rapide et de fines
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racines latérales plagiotropes a croissance lente et peu durable. La croissance est

lente et ne produit qu'a partirde 5 a 7 ans [12], [13].

1.1.1.5. La multiplication

Comme la plupart des plantes, le pistachier de |'Atlas (Pistacia atlantica
Desf.) peut se multiplier par deux modalités de propagation qui s'opposent par de
nombreuses caractéristiques: la reproduction sexuée et la reproduction asexuée.
Selon BOXUS [20], la reproduction par voie sexuée donne souvent naissance a la
création des types génétiques nouveaux par recombinaison des génes, lors de la
fusion des gameétes. Au contraire, la multiplication végétative faisant intervenir
seulement le processus de mitose reproduira des individus conformes aux

parents.

a- Reproduction sexuée ou générative

Selon BONNE et al. [21], la reproduction sexuée est souvent utilisée dans
les stratégies d'amélioration. Elle permet la création d'un matériel nouveau,
présentant par rapport au matériel disponible une supériorité qualitative et
quantitative, par le biais de la recombinaison des genes portés par les deux
parents. La germination des semences de Pistacia atlantica Desf. passe pour étre
difficile et capricieuse [22]. Cette difficulté est due a plusieurs facteurs qui sont
liés, soit a la semence elle-méme, soit aux conditions de récolte et de
conservation des graines. La maturité de la semence joue un réle important, car
une immaturité a la récolte se traduit généralement par une faculté germinative
faible et surtout par une inaptitude a la conservation [23]. D'aprés MONJAUZE [5],
la semence du pistachier de I'Atlas est trés huileuse pour étre conservée plus d'un
printemps, mais conservée en chambre froide, elle peut rester quelques années.
Cependant, KHELIL et KHELLAL [22], affirment que les graines du bétoum
perdent leur faculté germinative trés rapidement aprés quelques mois de
conservation au frais. D'aprés MORSLI [16], la reproduction sexuée de cette
espéce aboutit le plus souvent a la production de fruits parthénocarpiques. Ce

phénoméne se traduit sur le terrain par une diminution de semences fertiles.
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Les graines de feuillus présentent souvent des phénoménes de dormance,
qui s'opposent a leur germination, c'est le cas de la graine du pistachier, qui est
affectée d'une dormance embryonnaire associée a une légere inhibition
tégumentaire [24]. Les mécanismes de la dormance et de son élimination ont
donné lieu a un certain nombre de recherches, faisant intervenir soit des facteurs

physiques soit des facteurs chimiques [25].

Le froid est un facteur important pour la levée de la dormance [26]. Cela a
été déja signalé par MONJAUZE [27] disant que, les graines du bétoum exigent
une stratification, et elles ne doivent étre semées qu'a une température moyenne
ayant atteint au moins 12° C. Il ajoute aussi que le pourcentage de la germination
est globalement au maximum aprés 30 jours de la stratification, mais la vitesse de

germination augmente graduellement avec la durée du traitement au froid

appliqué.

D'apres CHAUSSAT et BIGOT [28], le traitement a l'acide gibbérellique
permet généralement une meilleure germination des embryons dormants.
GASPAR [29], affirme qu'une bonne germination a été observée chez les graines

du pistachier traitées avec 50 ppm de I'AG3 et stratifiées pendant 36 jours.

Selon BROUSSE [30], les coques des graines de Pistacia atlantica Desf.
génent la germination et doivent étre enlevées avant la plantation. Le pourcentage
ne dépasse pas 50 % lorsque les graines en coque sont trempées pendant une
journée dans de l'eau du robinet a 10°-15° C. Le méme auteur ajoute que le
mésocarpe doit étre éliminé, car il est considéré comme un inhibiteur de
germination. AIT RADI [31], obtient en laboratoire, apres 45 jours d'essai 60 % de
germination pour les graines scarifie¢es mécaniquement, et 20 a 28 % de
germination avec des graines traitées a l'aide d'une solution normale d'acide
sulfurique (49 g/l). ALETA et al [32], soulignent qu'une scarification chimique en
utilisant l'acide sulfurique concentré augmente le pourcentage; en facilitant la
levée de l'inhibition des semis, mais elle n'influe pas sur la rapidité de germination.
D'autre part, la présence de cet agent acidifiant dans le milieu humide, de
germination, favorise l'apparition a 20° C de champignons qui endommagent les

semis.
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b- Reproduction asexuée ou végétative

La reproduction asexuée est basée sur deux principes : la totipotence
cellulaire et le pouvoir de régénération (la dédifférenciation puis la différenciation)
[33] et [34]. MARGARA [35], ajoute que la propagation végétative, quelles que
soient les modalités, implique toujours la formation de méristémes nouveaux par
le phénoméne de régénération. Les horticulteurs ont depuis des siécles,
développé des techniques artificielles de multiplication végétative comme le
bouturage, le marcottage et le greffage. En reproduisant des individus
génétiquement identiques a la plante-mére, ils créent ainsi des clones homogénes
[20]. BOXUS [20], note que l'introduction des techniques de multiplication "in vitro"
ou "micropropagation" a bouleversé complétement la reproduction végétale. En
effet, partant d'un fragment de plante placé en conditions plus ou moins
aseptiques, la plante-mére peut étre multipliée en un an en plusieurs millions

d'exemplaires, et cela a l'infini.

1.1.1.6. Exigences pédo-climatiques du Pistacia atlantica Desf.

a- Exigences pédologiques

De point de vue édaphique, Pistacia atlantica Desf. se trouve planté sur
une large gamme de sols, tels que les sols gypso-calciques, préférant ceux
profonds et bien drainés [36]. KHALIF [9], a noté que le bétoum préfére cependant
des sols argileux et argilo-limoneux (Daya a Ziziphus lotus), mais aussi les

alluvions des plaines [10].

BELHADJ [13], souligne que le pistachier de I'Atlas se régénére et pousse
toujours a l'intérieur du Ziziphus lotus qui constituerait une bonne protection aux
jeunes pousses, contre les vents et le paturage. En plus de cela, le sol ou les
feuilles du Z. lotus tombent deviendrait acide et faciliterait ainsi la germination des
graines. Enfin, il faut retenir que les zones de culture de l'olivier et de I'amandier

paraissent étre favorables au développement du pistachier [36].
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b- Exigences climatiques

Selon MONJAUZE [27], le pistachier de I'Atlas ne serait a sa place que
dans la moitié de I'étage aride tempéré et de I'étage semi-aride, se trouvant
généralement dans les dayas. MAGGS [37], a recommandé de retenir l'isotherme

5° C comme limite pour la culture du pistachier.

Par ailleurs, KHELIL et KELLAL [22] ont retenu l'isotherme 2° C pour la
délimitation des zones a vocation pistachier en Algérie. Il faut noter que cette
espéece supporterait des températures de -17° C [36] a -30° C [38]. Cependant,
cette espéce reste trés sensible aux gelées printaniéres qui détruisent les fleurs
[38]. D'aprés BROUSSE [30], le bétoum supporte bien les températures les plus

basses (-12° C a Djelfa) que les températures élevées (49° C a Ghardaia).

D'apres EVREINOFF [39], l'altitude d'implantation du pistachier de I'Atlas
varie de 100 a 1200 m d'altitude. Il semble que l'altitude comprise entre 600 a
1200 m permet un meilleur développement de l'espéce. Elle se contente d’une

faible pluviométrie de I'ordre de 150 mm et parfois moins [40].

BOUDY [41], ajoute que le bétoum se développe sous une tranche
pluviométrique trés faible; jusqu'a 150 mm. Alors que, MONJAUZE [5], note que le
bétoum ne peut se développer que sous une tranche pluviométrique allant de 250
a 600 mm.

1.1.1.7. Intéréts de lI'espece

Le pistachier de I'Atlas est I'une des espéces autochtones qui jouent un réle
considérable, dans les régions arides et semi-arides. L'ensemble de l'arbre;
feuilles, fruits, bois et racines, a des usages multiples, constituant des intéréts

socio-économiques et écologiques importants [42].

a- Intéréts écologiques

Le pistachier de I'Atlas est I'espéce la plus représentée de la steppe
pastorale et des zones arides en raison de sa rusticité et de sa résistance a la
sécheresse. Le bétoum occupe généralement les sols peu profonds grace a son

systéme racinaire puissant. |l contribue favorablement a la lutte contre I'érosion et
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la désertification qui menace constamment les régions arides et semi-arides [42].

BELHADJ [13] ajoute que Pistacia atlantica Desf. est utilisée pour la

fixation des dunes et ce comme brise-vents.

Le pistachier de I'Atlas tolere parfaitement les conditions de salinité les plus
extrémes, donc cette espéce peut valoriser de larges régions arides et semi-

arides ou le probleme de salinité s'accentue de plus en plus [7].

b- Intéréts socio-économiques

C'est une espece utilisée comme porte-greffe de Pistacia vera L., elle est
considérée comme la plus résistante a I'asphyxie racinaire par rapport aux autres

espéces du genre Pistacia [43].

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

de matiére séche [42].

Selon OZENDA [18], le bois du bétoum est largement utilisé comme

combustible seulement sa dureté le met quelque peu a I'abri des coupes.

Les populations locales utilisent les semences du bétoum a des fins
culinaires et médicinales [13]. Le méme auteur ajoute que le fruit est riche en huile
trés énergétique, comestible, a un godt trés proche de celui du beurre. L'écorce
produit une résine mastic qui exsude naturellement de fagon abondante par temps
chaud. Trés utile comme antiseptique, antifongique et dans des maladies

abdominales [12].

BELHADJ [13], trouve que le fruit séché préparé en tisane aurait également
une action contre le diabéete. On utilise uniquement les fruits verts, les fruits rouges
sont écartés. Les graines sont séchées, moulues et mélangées avec de l'eau
sucrée pour en fabriquer de petites galettes. Les graines sont aussi consommées

séchées comme des «amendons » puisqu'elles sont aromatisées.
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1.1.2. Le pistachier vrai (Pistacia vera L.)

1.1.2.1. Historique

Les pistachiers sont vraisemblablement originaires des régions forestiéres
subtropicales et I'ancienne zone méditerranéenne, les espéces ayant subi par la

suite une forte xérophitisation.

En ce qui concerne Pistacia vera L., le plus important du genre puisqu'il
donne seul des fruits comestibles, la détermination de l'aire géographique
d'origine est assez difficile en raison de l'ancienneté de la culture qui a conduit a

une vaste dispersion dans les pays chauds de I'Asie occidentale.

Si I'espéce se rencontre actuellement dans les pays méditerranéens, en
Crimée et en Transcaucasie, elle n'a été observée, a I'état sauvage que dans la
partie orientale de son aire actuelle : Syrie, Perse, Afghanistan et surtout
Turkestan [44].

1.1.2.2. Répartition du Pistachier vrai Pistacia vera L.

1.1.2.2.1. Dans le monde

Le pistachier vrai est une espéce fruitiere appartenant a la famille des
Anacardiaceées. |l est cultivé dans les régions arides et semi arides d’Asie (Moyen-
Orient) et d’Afrique (Maghreb) mais aussi en Australie, dans quelques pays
d’Amérique (Etats-Unis et Mexique), et dans les régions d’Europe

meéditerranéenne [45].

Le pistachier est trés peu répandu dans les pays du Sud de
pédoclimatiques favorables et les intéressants aspects agronomiques et
commerciaux que présente cette culture qui pourrait constituer une alternative
pour de vastes zones européennes méridionales. Il existe seulement une petite
production commerciale en Gréce, en ltalie (Sicile) et, depuis trés peu de temps,

en Espagne.
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En ltalie, la récolte est de I'ordre de 2 000 t par an sur une superficie de 4
000 ha. La zone productrice la plus importante est celle de Bronte (Sicile), ou le
pistachier pousse dans des conditions tres marginales de culture. La variété la

plus répandue est Bianca ou Napoletana, d’excellente qualité pour I'industrie [46].

Comme dans la plupart des pays méditerranéens, les romains introduisirent
le pistachier dans la Péninsule Ibérique. Sa culture se développa pendant le
Moyen Age mais a I'Europe Moderne, pour des raisons inconnues, cette culture
disparut de la Péninsule. Durant la derniere décade, une relance de cette culture a
été encouragée. Actuellement, il existe en Espagne environ 800 ha de jeunes
vergers, localisés principalement en Catalogne, en Andalousie, en Estrémadure et
en Castille-La Manche. Le pistachier présente un intérét potentiel considérable

pour de vastes zones d’Espagne et du Portugal [47] et [48].

1.1.2.2.2. En Algérie

En Algérie, I'introduction du pistachier est relativement récente ; entre 1970
et 1980, 400 ha ont été introduits et des vergers furent crées dans différentes
zones du pays, répartis dans les wilayas de Saida, Bouira, Batna, Djelfa, Mascara
[49] et le travail de KEBOUR [50].

Le Pistacia vera L. est trés peu cultivé en Algérie malgré les énormes

possibilités de développement de la culture [51].

Les variétés autorisées actuellement pour la production et Ila

commercialisation sont :

» Variétés d’origine Syrienne : Achouri, Bayadhi, Batouri, Nebdjmel, Adjmi,

Boundouki et Mirouahi.
» Variétés d’origine Turque : Abioudh, Achoury, Intabi, Halabi, yazourdi.

» Variétés d’origine Américaine : Allep, Kay, Bronty, Kermane.

En Algérie, les variétés introduites ou utilisées sont d’origine Syrienne [49].
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1.1.2.3. Systématique

D’aprés DAVANTCHI in [52], le genre Pistacia serait dérivé du mot persique
que les iraniens emploient pour désigner les fruits.

Regne : Végétal

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Térébinthales

Famille : Anacardiaceae

Genre : Pistacia

Espéce : Pistacia vera L.

1.1.2.4. Caractéristiques morphologiques et éco-physiologiques

1.1.2.4.1. Le port

Arbre ou arbuste de 8 a 10 m de haut a écorce grise cendrée, gercée, a
frondaison ample de branches pendantes peu ramifiées. Le bois, trés dur, lourd et
résistant est d'abord jaune puis brun rougeéatre sur les arbres adultes. Son

développement est lent mais sa vie est longue (de 150 a 500 ans) [44].

Figure 1.6 : Port botanique du pistachier vrai Pistacia vera L.
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1.1.2.4.2. Les feuilles

Les feuilles sont caduques, imparipennées, tomenteuses jeunes, glabres,
luisantes au-dessus et coriaces a I'état adulte. Elles ont de 3 a 5 folioles presque
sessiles (rarement une seule). La foliole terminale est plus grande et les latérales
plus rondes. Les sujets males plus vigoureux ont des feuilles plus grandes que les
pieds femelles. Le pétiole, trés court, est pubescent, a peine marginé ou anguleux
[44].

Figure 1.7 : Feuille du pistachier vrai (Pistacia vera L.)
1.1.2.4.3. Les fleurs

La floraison : d’avril a juin du pistachier est de couleur verdatre, jaune ou
rouge. Les fleurs sont en panicules axillaires (figure 1.8-a), dressées, la fleur
femelle a ovaire supére posséde un seul ovule anatrope. La fleur male, périgone,
a 5 étamines trés courtes a anthéres grosses, jaunes et riches en pollen (figure
1.8-b) [44].

Figure 1.8 : a- Fleur du pistachier vrai (Pistacia vera L.), b- anthére remplie de

grains de pollen.
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1.1.2.4.4. Le fruit

Le fruit est une drupe séche, monosperme, ovale, pédonculée et divisée en
deux valves. C'est une amande riche en potassium, en cuivre et en magnésium.
Le brou est mince, sec, rougeétre et vert-jaune ; lI'endocarpe est plus ou moins

déhiscent a I'apex [44].

Figure 1.9 : Fruits du pistachier vrai (Pistacia vera L.)

1.1.2.4.5. La graine

La graine mono-embryonnée, allongée, vert clair, est riche en huile (60%),
protéines et substances extractives non azotées, elle contient une quantité notable

de phosphore organique et a une valeur antineurique et antistérile [44].

Figure 1.10 : Les graines du pistachier vrai (Pistacia vera L.)
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1.1.2.5. La multiplication

Les pistachiers sont dioiques, il faut donc au moins un pied male et un pied
femelle pour assurer la pollinisation croisée, puis la fructification. La différenciation
des organes floraux se produit en automne et la floraison qui commence a la fin
du mois de mars sur les arbres méles avec une avance de 10 a 15 jours sur les
arbres femelles, est graduelle et débute toujours par le bas des panicules. La

fécondation est anémophile, les insectes ne jouant qu'un rble secondaire [44].

Le semis de graines ne donne pas de bons résultats. On a souvent recours
au greffage sur des espéces du méme genre : le pistachier de I'’Atlas ou bétoum et
le térébinthe. La transplantation des jeunes pieds, qui réussit bien, se fait en

motte.

Diverses techniques de multiplication sont mises en ceuvre, tels que le
semis suivi du greffage, le bouturage, le micro-greffage et la culture in vitro [32] et
[53].

1.1.2.6. Exigences pédo-climatiques du Pistacia vera L.

1.1.2.6.1. Exigences pédologiques

Le pistachier est réputé aimer les sols calcaires et étre peu exigeant en

matiere de nature des terres.

EVREINOFF [39], estime que les terres lIégéres argilo-calcaires, pierreuses
et séches contenant au moins 25 % de chaux sont celles qui lui conviennent

particulierement, tandis qu'il redoute les terrains humides et décalcifiés.

Par contre, SPINA et PENNISI [38] font remarquer, les premier, qu'en
Sicile, les beaux vergers de la région de Catarre et de la zone de I'Etna sont sur
des sols acides trés pauvres en calcaire et que l'adaptation aux terrains peu
profonds et rocheux peuvent étre utilisés.
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1.1.2.6.2. Exigences climatiques

D'apres SPINA et PENNISI [38], la caractéristique la plus frappante du
pistachier est sa trés grande résistance a la sécheresse, supérieure méme a celle

du caroubier. Il est également résistant au sel (jusqu’a 4 voire 6 g/l de NaCl).

EVREINOFF [39], estime que le pistachier supporte des froids de — 15°C
mais qu'il est encore mieux adapté a la chaleur qu'au froid. Ou en conclut que les
expositions chaudes ensoleillées et aérées Iui sont indispensables et que c'est
avant tout un arbre de coteaux, de pentes fortes et d'altitude élevée (jusqu'a 1200

m au Turkestan).

WHITEHOUSE [7], écrit que le pistachier se développe mieux dans des
régions ayant des hivers assez frais, propres au repos végétatif de I'arbre, et des
étés longs, chauds et secs. lls font remarquer qu'en Iran, les meilleurs vergers de
pistachiers, sont plantés a une altitude de 1300 a 1400 m sur un plateau réputé
comme un des endroits les plus désertiques du monde, ou les chutes de pluie
varient de 150 a 450 mm par an et les températures de — 18°C a + 40°C.
L'absence des froids suffisants serait la cause, d'aprés eux, de l'irrégularité de

fructification autour de Los Angeles, a Indio et a Sacraton (Arizona).

En résumé, il est possible de dire; avec WHITEHOUSE [7] que "les régions

de culture de I'amandier et de l'olivier paraissaient favorables au pistachier".

1.1.2.7. Intéréts de I'espece

Le pistachier vrai ou pistachier comestible (Pistacia vera L.), est un arbre
d’avenir dans notre pays. Il est d’un intérét économique et écologique certain
pouvant croitre dans des conditions trés séches, ne dépassant pas 200 mm de
pluviométrie. Sa culture s’est beaucoup développée au cours de ces derniéres
décennies en raison d’'une demande croissante dont I'objet particuliérement en

patisserie et pharmacologie.

Le pistachier est une espéce recommandée pour la mise en valeur des
zones marginales ou menacées par |'érosion ou la culture des autres espéces
fruitiére est rendue impossible en raison de l'aridité climatique. Elle peut procurer

une rentabilité assez correcte si elle est inféodée aux terrains a vocation fruitiére.
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Le pistachier a aussi 'avantage d’étre résistant a la sécheresse, au calcaire et a la
salinité [44].

1.2. Salinité et réponse des plantes au stress salin

1.2.1. La salinité des sols

1.2.1.1. Généralités sur la salinisation des sols

Les sols salés sont caractérisés généralement par des propriétés
physiques, chimiques et biologiques défavorables a la croissance des végétaux.
Les sols salés se caractérisent par des teneurs élevées de sels solubles dans la

solution du sol [54].

Selon CALVET [55], les sols salés et les sols sodiques, possédent en effet
une phase liquide trés riche en sel dissous qui leur confére des propriétés souvent
défavorables, en particulier a I'égard des plantes. Ces sols salés représenteraient
sur la planéte une superficie de I'ordre de 260 M a 340 M d’hectares, en fonction
de l'intensité du phénomeéne pris en compte, trés répartis dans les régions arides a

semi-aride.

La salinité est par définition I'accumulation des sels solubles dans le sol ou
sur sa surface [56]. Selon MARLET et JOB [57], la salinisation est un terme
générique caractérisant une augmentation progressive de la concentration des
sels dans les sols sous l'influence d’apport d’eau d’irrigation salée, de l'aridité du
climat ou de conditions hydrologiques particulieres (lessivage insuffisant, proximité

de la nappe...).

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

tendance a 'augmenter [58].
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1.2.1.2. Causes de la salinisation des sols

-La salinisation primaire : 80% des terres salinisées ont une origine naturelle. On

parle alors de salinisation “primaire”, due aux sels se formant lors de l'altération
des roches ou a des apports naturels externes [59]. Selon CITEAU et al [59] la
salinisation primaire est liée a la proximité de lI'océan ou a l'altération de roches

salines.

-La salinisation secondaire : 20% des terres salinisées, soit prés de 15 M ha sur le

continent africain, ont une origine « anthropique ».0On parle alors de salinisation
“secondaire”, induite par l'activité humaine, liée aux pratiques agricoles et en
particulier a lirrigation [59]. Selon CITEAU et al [60], la salinisation secondaire
d'origine anthropique, liée principalement a la pratique de lirrigation avec des

eaux légérement salées.

1.2.1.3. La genése des sols salins

DUCHAUFOUR [61] signale que la formation d’un sol salin résulte
généralement de l'accumulation de sels dans les horizons de surface. Ce

processus dépend essentiellement de deux conditions :

a. Une condition climatique ou la demande évaporative est grande conduisant
ainsi a des concentrations d’ions souvent trés élevées. Ces concentrations
interviennent dans la pédogenése par la formation de minéraux résultant de

I’évaporation et de cristallisation des sels dissous.

b. Une condition de station : concernant la présence obligatoire d’une source de
sel. Les sels les plus fréquemment présents dans la solution du sol des sols salés
correspondent aux cations : sodium (Na®), potassium (K'), calcium (Ca*"),
Magnésium (Mg?*), et aux anions : carbonates (CO3%), sulfates (SO4%), chlorure
(CIN), nitrates (NO3").



34

Les sels présents dans la solution du sol ont trois origines principales [55] :
a. L’altération des minéraux est la source naturelle dominante.

b. Le transport dans le sol d’eaux chargées en sels minéraux est une source

(nappe salée) ainsi que l'intrusion d’eaux marines dans les zones cotieres.

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

d’origine agro-industrielle.

Selon l'origine de ces sels, on peut distinguer une salinisation naturelle, que
'on peut dénommer primaire, et une salinisation anthropique, généralement liée a

l'irrigation que I'on appellera secondaire [62].

1.2.1.4. Les conséquences de la salinisation des sols

L’excés de sel modifie principalement les propriétés physico-chimiques et
biologiques dans le sol. Les effets chimiques sont liés a la concentration des
solutions et a la valeur du pH.

Selon STENGEL et GELIN [63], il existe deux cas spectaculaires du

changement du pH du sol qui peuvent survenir au phénoméne de la salinisation :

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

totalement insolubilisés.

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

profondeur.

La dégradation physique des sols peut intervenir pour de trés faibles
teneurs en sels alors que la dégradation chimique et les effets biologiques sont

encore quasi nuls [62]. Dans le cas des sols riches en sodium, les effets sur les
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propriétés physiques deviennent prépondérants et s’expliquent par le réle

spécifique de cet élément sur les argiles.

D’aprés DONAHUE [64], le sodium présent en solution va s’échanger sur
les sites externes des feuillets, par son effet sur la couche diffuse des argiles ;
'argile aussi bien que la matiére organique est dispersée, ce qui provoque un
tassage serré des particules de sol. Ce tassage des particules réduit le volume et
le nombre des espaces poreux, et de ce fait, I'eau et I'air ne peuvent se mouvoir

rapidement dans le sol.

Les densités des populations microbiennes dans les sols salés relativement
plus faibles que dans les sols sains [65]. DOMMERGUE [66] ; mentionne que la
baisse de la microflore totale ne s’observe qua des niveaux de salinité

relativement élevés.

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

stabilité structurale et I'alimentation des cultures [67].

1.2.2. Le stress salin

1.2.2.1. Définition du stress salin

Le stress est fondamentalement un concept de mécanique, défini par les
ingénieurs et les physiciens comme étant une force exercée par unité de surface
d’'un objet. En réponse au stress, I'objet oppose une déformation, ou un
changement de dimensions. Il est difficile de définir aussi précisément le stress en
biologie. LEVITT a considéré que la terminologie employée en physique peut et
devrait étre appliquée aux organismes vivants, mais en pratique, le concept de
stress en biologie contient des connotations plus générales. La définition, peut-
étre la plus pertinente d’un stress biologique, serait «une force ou une influence

hostile qui tend a empécher un systéeme normal de fonctionner » [68].
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Chez les végétaux, le stress peut étre représenté comme étant une
agression ou contrainte provoquée sur une plante par des variations des facteurs
climatiques ou liés au sol. On parle par exemple : de stress hydrique (manque
d’eau), de stress thermique (chaud ou froid), de stress lumineux (intensité
lumineuse excessive) et de stress salin : brusque élévation de la teneur en sel

dans le milieu racinaire [69].

1.2.2.2. Effet de stress salin sur les végétaux

La salinité du sol est lI'un des principaux facteurs environnementaux qui
affectent la production agricole dans les régions arides et semi-arides [70], est un
probléeme majeur affectant I'agriculture dans le monde [71]. Processus
d’accumulation de sels a la surface du sol et dans la zone racinaire qui
occasionne des effets nocifs sur les végétaux et le sol ; il s’en suit une diminution
des rendements et, a terme, une stérilisation du sol. Les sels provenant de I'eau
d’irrigation s’accumulent dans le sol en provoquant 'augmentation de la pression
osmotique et peuvent conduire a la stérilisation du sol. D’une fagon générale, la
relation entre le rendement relatif des cultures et la salinité est a peu prés linéaire
sur la base de comparaison entre le rendement de la méme culture en sols salé et

non salé [72].

1.2.2.2.1. Effet sur I'absorption

Le stress salin influence la croissance a travers de nombreuses facettes du
métabolisme, tel que I'absorption des éléments nutritifs et leur distribution au sein
de la plante [73], l'altération de la photosynthése et de la respiration, la synthése

des protéines et des acides nucléiques.

En présence de sel, I'absorption des cations Na*, Ca®* et Mg** dépasse
souvent celle des anions CI-, PO4~ et NOs, ce qui engendre un déficit anionique
pour le végétal. Dans les feuilles, les chlorures (CI") sont toujours accumulés
proportionnellement a la teneur globale en sel et en 29 plus grandes quantités que
le Na* [74].
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Le chlore, en entrant en compétition avec le NOg3, inhibe dans les plantes
sensibles aux sels I'absorption et le transport a longue distance de cet anion vers
les parties aériennes et engendre ainsi une carence nutritionnelle qui est estimée
par la différence entre la teneur globale en cations majeurs Ca®*, K*, Mg?* et Na*

et la teneur en CI” [75].

D'apres RASANEN [76], le stress salin réduit dramatiquement la fixation de

I'azote N et I'activité nitrogénase de nodosités chez les Iégumineuses herbacées.

1.2.2.2.2. Effet sur le métabolisme cellulaire

Sous les conditions salines, il y a un changement dans le modéle
d'expression des génes et des changements qualitatifs et quantitatifs dans la

synthése des protéines [77].

Le stress salin induit une perturbation de la composition lipidique et
protéique au niveau de la membrane cellulaire, affectant ainsi sa stabilité [78]. La
présence du sel en forte concentration inhibe principalement le métabolisme
cellulaire et la photosynthése par I'imposition d’'un stress osmotique sur la cellule

et par la toxicité du sodium et du chlorure dans le cytoplasme [79].

1.2.2.2.3. Effet sur la photosynthése

Le développement des plantes est le résultat de l'intégration et la régulation
des processus physiologiques dont le plus dominant est la photosynthése. La
croissance du végétal autant que la production de biomasse est une mesure de la
photosynthése nette et comme les stress environnementaux affectent la
croissance donc affectent la photosynthése. Le stress salin cause des effets a

long et a court terme sur la photosynthése [80].

La teneur en sel élevée dans les tissus influence directement les enzymes
photosynthétiques et par voie de conséquence les réactions d’échange de lumiére
et de gaz [81]. Or, la réduction de la photosynthése a long terme entraine
linhibition de la formation et de I'expansion de la feuille ainsi que I'abscission

précoce de cette derniere [82].
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1.2.2.2.4. Effet sur la respiration

D'apres RAINS [83], la plante augmente sa respiration en condition de
stress salin. L'accroissement de la respiration résulte de I'énergie nécessaire a
I'absorption ionique, produisant ainsi un effet néfaste sur la balance d'énergie

disponible pour la plante.

1.2.2.2.5. Effet sur la croissance et le développement

Dans les zones arides et semi-arides, la salinité des sols et des eaux
d’irrigation est 'un des principaux facteurs abiotiques qui limitent la productivité

végétale et le rendement agricole [4].

La réponse immédiate du stress salin est la réduction de la vitesse de
I'expansion de la surface foliaire ce qui conduit a l'arrét de I'expansion si la
concentration du sel augmente [84]. Le stress salin résulte aussi dans la

diminution de la biomasse séche et fraiche des feuilles, tiges et racines [85].

La salinité accrue est accompagnée par une réduction significative dans la
biomasse racinaire, la hauteur de la plante, le nombre de feuilles par plante, la
longueur des racines et la surface racinaire chez la tomate [86]. La salinité est une
contrainte majeure qui affecte la croissance et le développement des plantes [87].
La salinité des sols et des eaux demeure, pour les régions arides et semi arides,
un obstacle majeur a la croissance des végétaux. En effet, les sels accumulés
dans le sol peuvent limiter ou complétement arréter la croissance du végétal suite

a une élévation de la pression osmotique du milieu et/ou a l'effet toxique

spécifique des éléments [88].

Un stress salin extréme conduit au nanisme et a I'inhibition de la croissance
racinaire. Les feuilles deviennent sclérosées avant méme d’avoir fini leur

croissance et I'organisme tout entier risque de dépérir assez vite [89].

1.2.2.2.6. Effets toxiques

Certains sels peuvent étre toxiques pour les plantes et peuvent en affecter
la balance nutritionnelle s’ils sont présents en concentration excessive ou en

proportion anormale [90]. Selon MAILLARD [91], des concentrations excessives
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d’ions chlorures et sodium dans la solution du sol peuvent causer une toxicité
dans la plante. Ces ions peuvent étre absorbés soit par les racines soit par contact
direct avec les feuilles. Si 'eau d'irrigation a une salinité proche de concentrations
critiques, il sera nécessaire d’en doser précisément les concentrations en ions

chlorites et sodium.

Les effets nutritionnels de la salinité incluent les deux actions primaires du
sel sur les plantes : la toxicité directe due a I'accumulation excessive des ions
dans les tissus et un déséquilibre nutritionnel provoqué par I'excés de certains
ions. Des concentrations salines trop fortes dans le milieu provoquent une
altération de la nutrition minérale des plantes [92]. L’accumulation des ions
Na‘dans la plante limite I'absorption des cations indispensables tels que K' et
Ca?*. Il y aurait une compétition entre Na* et Ca®* pour les mémes sites de fixation

apoplasmique [93].

1.2.2.3. La réponse des plantes au stress salin

La résistance d’'une plante a la salinité s’exprime par sa capacité a survivre
et a produire dans des conditions de stress salin. Les plantes développent
plusieurs stratégies pour limiter le stress salin, qui different selon la catégorie de la
plante [94].

Chez les plantes sensibles au NaCl, le Na* s’accumule dans les racines,
puis exclu des feuilles, ces plantes sont dites « excluder ». A l'inverse, les plantes
tolérant le NaCl, sont dites « includer » car elles ont en général des feuilles plus
chargées en Na' que les racines lorsqu’elles sont cultivées en présence de sel
[93].

1.2.2.3.1. Les mécanismes morphologiques

La succulence, qui se traduit par une accumulation d'eau dans les cellules
constitutives des tissus des organes aériens, est l'un des caractéres les plus
communs aux halophytes. La succulence des cellules foliaires augmente, se
traduisant par une augmentation de ['épaisseur des feuilles sont l'une des
modifications qui apparait de fagon plus importante chez les espéces les plus

tolérantes. On note de plus la réduction de la surface foliaire, [95]; la présence
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d'une cuticule épaisse et I'apparition plus précoce de la lignification de quelques
organes chez les plantes de types includer, les flux de sodium sont
essentiellement ascendants (en rose) et le sel est accumulé dans les parties
aériennes. Chez celles de type excluder, la plus grande partie du sodium véhiculé
vers les feuilles est réexporté vers les racines via le phloéme (en bleu).
Les intensités relatives des flux sont symbolisées par la largeur des traits a la fin

de leur cycle de vie [96].

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

milieu interne [97].

1.2.2.3.2. Les mécanismes physiologiques

En conditions stressantes, les plantes peuvent réagir en mettant en ceuvre
des meécanismes, entre autres, physiologiques et biochimiques impliquant une

activité enzymatique [98].

- L'ajustement osmotique

L'ajustement osmotique est un processus par lequel le potentiel hydrique de
la plante peut étre diminué sans étre accompagné d’'une baisse de la turgescence
[76]. BELL [99] et RASANEN [76]; définissent I'ajustement osmotique comme une
accumulation active de solutés par la plante en réponse au déficit hydrique
croissant dans le sol et/ou la plante en maintenant la turgescence ou en réduisant
le taux de perte de celle-ci, comme réponse a la baisse du potentiel hydrique.
L'ajustement osmotique se produit alors a travers une compartimentation d'ions
toxiques loin du cytoplasme dans la vacuole et/ou a travers I'accumulation de

solutés organiques, tel que les solutés compatibles dans le cytosol [100].
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L’un des principaux caractéres physiologiques de tolérance aux contraintes
du milieu est I'ajustement osmotique. Celui-ci est réalisé grace a une accumulation
de composés osmorégulateurs conduisant a une réduction du potentiel osmotique

permettant ainsi le maintien du potentiel de turgescence [101].

Selon HASSANI et al. [102], I'ajustement osmotique apparait aujourd’hui
comme un mécanisme majeur d’adaptation aux stress ionique et osmotique qui
s’exprime par la capacité d’'un végétal a accumuler, au niveau symplasmique et de
maniére active des ions tels que les K* , Na* et CI” ou des composés organiques
tels les sucres solubles (fructose, glucose, tréhalose, raffinose), aminoacides
(proline, glycine bétaine, R-alaninebétaine, prolinebétaine). Ce phénomeéne
permet le maintien de nombreuses fonctions physiologiques (photosynthése,
transpiration, croissance...) et peut intervenir a tous les stades du développement
du végétal. Il permet une protection des membranes et des systemes
enzymatiques surtout dans les organes jeunes, la proline semblant jouer un réle

dans le maintien des pressions cytosol vacuole et de régulation du pH.

L’ajustement osmotique est 'un des mécanismes adaptatifs principal, qui
comporte I'accumulation des molécules en réponse a un stress hydrique [103]
grace a linduction des geénes impliqués dans la synthése des acides aminés
comme la proline, la glycine bétaine des hormones tels que I'acide abscissique
[104].

> L'accumulation de proline

L’accumulation de la proline est une des stratégies adaptatives
déclenchées par la plante face aux contraintes de I'environnement [105]. Chez les
halophytes, la proline est un marqueur intéressant pour évaluer leur résistance au
stress salin [106]. L'accumulation des solutés compatibles induit une diminution du

potentiel hydrique et permet I'absorption de I'eau de I'environnement.

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

de la synthése de proline ont été démontrées chez les plantes.
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La premiére utilisant le glutamate et la deuxieme emploie I'ornithine comme
précurseur. La dégradation de proline chez les plantes a lieu dans des
mitochondries et est catalysée par la proline déshydrogénase (ProDH), également
appelée proline oxydase. Il est démontré que la dégradation de la proline est
inhibée sous le stress hydrique et salin. Une diminution dans le niveau de ProDH
ARNm et de Il'activité de ProDH a pour conséquence I'accumulation de la proline
[107].

L’accumulation de la proline, induite par les stress, peut étre le résultat de
trois processus complémentaires : stimulation de sa synthése, inhibition de son
oxydation et/ou altération de la biosynthése des protéines [108]. L’accumulation
de ces composés organiques au niveau des organes est un phénomeéne lié aux

régimes salins et a I'espece [109].

» L'accumulation de sucre

Chez diverses espeéces, plus ou moins résistantes, il a été observé une
augmentation des sucres totaux résultant d’'un blocage de la glycolyse ou du

saccharose provenant d’'une forte hydrolyse de I'amidon [110].

Selon HADJADJ [109], 'accumulation des sucres solubles est importante
dans les feuilles des plantes d’Atriplex halimus L. et d’Atriplex canescens Pursh.

soumises a un stress salin [79].

1.3. Généralités sur la cytogénétique

1.3.1. Données générales sur la cytogénétique

La cytogénétique est la science qui fait le lien entre la cytologie et la
génétique. Elle a pris une part active a la compréhension des mécanismes
héréditaires et du monde végétal dans sa diversité. C'est aussi une des
nombreuses disciplines sur lesquelles s'appuie I'amélioration des plantes. Elle se
situe avant tout en amont de la sélection. JAHIER [111], note que la cytogénétique

participe a :

- la connaissance du matériel végétal utilisé: nombre de chromosomes,

polyploidie, alloploidie....
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- I'établissement de carte génétique,

- l'exploitation de la variabilité intra-spécifique et interspécifique ou induite.

Par ailleurs, la cytogénétique a trouvé un nouveau domaine d'application
dans ['étude et I'utilisation des produits issus de culture "in vitro" (hybrides
somatiques, variants somaclonaux). La cytogénétique peut étre impliquée au
niveau méme de la création variétale en participant a I'explication et la résolution

de problémes ponctuels rencontrés par les sélectionneurs : instabilité, stérilité.

1.3.2. Etude des chromosomes lors de la division cellulaire

JAHIER [111], rapporte que les méthodologies employées, en
cytogénétique, sont nombreuses. Elles concernent avant tout ['étude des
chromosomes lors de la mitose et la méiose, par les techniques classiques mais

aussi par des techniques plus récentes: hybridation in situ.
1.3.2.1. La mitose

La mitose est le processus par lequel une cellule-mére donne deux cellules
filles absolument identiques a elle-méme. Elle conduit a la répartition du matériel
génétique en parts eégales lors de la division cellulaire. La mitose comprend quatre

etapes principales :

- La prophase : au cours de laquelle les chromosomes deviennent apparents
se fissurent longitudinalement en deux filaments identiques: deux chromatides
sceurs. A la fin de cette étape, la membrane nucléaire se fragmente et semble

disparaitre.

- La métaphase : pendant laquelle les chromosomes se répartissent dans un
plan appelé plaque métaphasique ou plaque équatoriale, située au plant

équatoriale d'un fuseau de division constitué de microfibrilles.

- L'anaphase : correspond a la séparation des deux chromatides de chaque
chromosome et a leur migration de part et d'autre de la plaque équatoriale vers les

deux péles du fuseau de division.
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- La télophase : durant laquelle les chromosomes sont scindés en deux lots
identiques, le fuseau de division disparait, la membrane nucléaire réapparait, deux
noyaux sont formés, contenant la méme garniture chromosomique que le noyau
parental. Apres cette phase, la cellule entiére se divise et chaque cellule fille

formée contient un des noyaux fils.

1.3.2.2. Observation des chromosomes, techniques de base

Les techniques d'observation des chromosomes n'ont pas cessé d'évoluer
depuis les premiers examens du noyau par Flemming, en 1882. Ceci signifie que
l'intérét, que le monde scientifique a porté aux chromosomes ne s'est jamais
démenti. Les chromosomes ont a la fois une certaine constance et un certain
polymorphisme, aussi bien pour ce qui concerne leur nombre que leur forme, leur
phénotype. JAHIER [111], note que les techniques présentées ont pour objectif la

réalisation de préparations chromosomiques qui permettent de :

- Dénombrer les chromosomes ;
- Etudier leur morphologie pour I'établissement de caryotype ou pour la mise

en évidence de modification chromosomique.

Le matériel d'étude est constitué de semences germées, de plantes ou de
tissus en culture "in vitro", placés dans des conditions permettant une croissance
active. Le prélévement des tissus se fait au moment, ou le pourcentage de cellules
en division (index mitotique) est élevé. JAHIER [111], signale sept phases

principales pour la réalisation des préparations:

1.3.2.2.1. Le prétraitement

Il se fait par trempage des tissus en division dans un agent mitoclassique
qui a pour effets principaux de :
- bloquer les divisions mitotiques au stade métaphasique,

- contracter les chromosomes.

Les agents utilisés sont la colchicine, I' a -bromonaphtaléne et I'eau froide
(0 a2°C). L' a -bromonaphtaléne est le plus utilisé en raison de sa facilité d'emploi

et de son codt. [112].
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1.3.2.2.2. La fixation

La fixation a pour but d'assurer une immobilisation des constituants
cellulaires dans un état aussi voisin que possible de I'état vivant. Elle doit étre
adaptée, a la préservation des constituants chimiques (ADN) et de la structure
nucléaire ou chromosomique [112]. Selon JAHIER [111], les fixateurs utilisables
sont trés nombreux. Ceux qui sont utilisés dans les techniques décrites sont:
I'acide acétique et les fluides | et Il proposés par Carnoy (1986). Carnoy |: éthanol-
acide acétique (3:1), Carnoy IlI: éthanol- chloroforme- acide acétique (6:3:1). La
durée de la fixation doit étre supérieure a 30 minutes; elle peut étre prolongée

pendant quelques jours [112].

1.3.2.2.3. Le stockage

Il est possible de différer les autres phases. Le matériel peut étre conservé
pendant plusieurs mois dans I'éthanol, le plus souvent éthanol 70%. Certains

fixateurs comme le Carnoy | peuvent également servir de solution de stockage.

1.3.2.2.4. L'hydrolyse

Cette étape est généralement nécessaire pour obtenir ultérieurement un
bon étalement des cellules et des chromosomes entre lame et lamelle. L'agent le
plus fréquemment employé pour le ramollissement des tissus est l'acide
chlorhydrique. L'hydrolyse dissout les sels pectiques de la lamelle moyenne et
permet I'éclaircissage du cytoplasme. En outre, I'acide chlorhydrique libére les
groupements aldéhydiques sur les molécules de sucre de I'ADN par destruction

des liaisons entre les bases puriques et le désoxyribose.
1.3.2.2.5. La coloration

Le colorant le plus utilisé est le réactif de Schiff, préparé a partir de la
fushine basique. Il se fixe sur les groupements aldéhydiques libérés lors de
I'nydrolyse, pour donner une coloration rouge aux chromosomes. Cette technique
de coloration est appelée technique "Feulgen" décrite pour la premiéere fois par
FEULGEN en 1926.
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1.3.2.2.6. Le montage

Ces techniques présentées concernent les mitoses dans les méristémes
racinaires. Dans ce cas, la zone méristématique hydrolysée est colorée et isolée,
déposée sur une lame dans une goutte d'eau acétique ou de carmin acétique, et
écrasée entre lame et lamelle pour assurer la dissociation des cellules. Il faut
eviter un écrasement trop violant car il y a risque d'éclatement des cellules. Puis,
afin d'assurer un bon étalement des chromosomes, un léger chauffage de la lame

est conseillé avant d'exercer une pression homogéne sur la lamelle.
1.3.2.2.7. L'observation

Les chromosomes végétaux ont une longueur moyenne d'environ 6 pm.
Les cellules en division sont repérées rapidement au microscope photonique a
I'aide d'un objectif de faible grossissement G=10 généralement. L'observation des
chromosomes est faite a un grossissement supérieur entre 1000 et 1500 (oculaire
x objectif). La conservation des préparations pendant plusieurs années peut étre
souhaitée pour de nombreuses raisons (lames de démonstration, possibilité

d'étudier ultérieurement le matériel pour un autre objectif....).

1.3.2.3. Etablissement de caryogrammes

JAHIER [111], note qu'il est possible d'obtenir par cellule un caryotype,
représentation sous forme de dessin ou de photographie de chaque paire
chromosomique. L'ensemble de ces caryotypes permet d'établir une carte
d'identité chromosomique ou caryogramme. L'auteur ajoute que le caryogramme

peut étre recherché :

- pour des raisons d'ordre taxonomique, correspondant alors a l'acquisition

d'un nouveau critere de classification,
- pour I'étude des remaniements chromosomiques.

L'établissement d'un caryogramme repose sur l'analyse d'un minimum de
15 a 20 plaques métaphasiques complétes présentant des chromosomes bien

étalés et trés nets.
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1. Objectif

Le présent travail a pour objectif de déterminer I'effet du stress salin sur la
structure des chromosomes, le taux de germination des graines et sur les
caracteres morpho-physiologiques de deux espéces du pistachier : pistachier vrai
(Pistacia vera L.) et pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.) afin de

sélectionner des plants tolérants a la salinité.

2.2. Lieu de I'expérimentation

L’étude a été menée dans le laboratoire d'amélioration des plantes.
Département des sciences agronomiques. Faculté des Sciences de I'Université de

M'sila.

2.3. Matériel végétal

Le matériel d'étude est constitué de graines de deux espéces de pistachier :
Pistacia atlantica Desf et Pistacia vera L (figure 2.1). Les graines de pistachier de
I’Atlas ont été récoltées en Septembre 2012 dans un peuplement naturel de la
région d'El Gueddid dans la wilaya de Djelfa. Celles du pistachier vrai ont été
récoltées en Octobre 2013 a partir d’'une pépiniére d’arbres fruitiers et forestiers

dans la wilaya de Bordj Bouaririd;.

& T

Figure 2.1 : Les graines de pistachier vrai (A) et celles du pistachier de I'Atlas (B)
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2.4. Méthodes d'étude

2.4.1. L'effet de la salinité sur la structure des chromosomes

2.4.1.1. Conditions de germination des graines

a. Stratification

Ces graines matures ont subi un traitement au froid humide a une
température de 4° C durant 40 jours, dans le but de lever la dormance (la
stratification). Une fois cette durée écoulée, ces derniéres sont trempées dans
'eau distillée qui est renouvelée régulierement pendant 24 heures afin de ramollir
I'épicarpe (inhibiteur tégumentaire). Par un test densimétrique nous avons éliminé

les graines qui flottent car elles sont vides.
b. Scarification

Elle est importante pour lever la dormance tégumentaire des graines de

pistachier. Le mésocarpe vide a éte éliminé a l'aide d'un coupe-ongle.
2.4.1.2. Germination

Les tests de germination ont été effectués sous différentes concentrations
de chlorures de sodium. Pour chaque espéce, les graines au nombre de 90, sont
désinfectées a I'hypochlorite de calcium 6 % pendant 15 minutes, puis rincées

trois fois a I'eau distillée stérile [113].

Elles sont ensuite mises a germer dans des boites a Pétri couvertes de
papier filtres. Dans un cas, nous avons ajouté 10 ml de I'eau distillée (témoin),
dans les autres cas, nous avons ajouté 10 ml de solution contenant 11.7g/l,
17.559g/1, 23.49/1, 29.25¢g/l ou 35.1 g/l de NaCl (figure 2.2: A1 et Ay).

Les boites sont mises a l'obscurité dans un incubateur réglé a une
température de 25°C. Lorsque les radicules atteignent une longueur de 0.5 a 1
cm, les prélévements sont effectués (figure 2.2: B4 et B»).
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Figure 2.2 : La mise en culture et 'émergence de la radicule (A1 : graines non
germées de pistachier de I'Atlas, B1 : graines germées de pistachier de I'Atlas,
A2 : graines non germées de pistachier vrai et B2: graines germées de

pistachier vrai)

2.4.1.3. Techniques d’observation des méristémes racinaires

Différentes méthodes sont décrites pour I'étude des chromosomes, elles
mettent en jeu I'application d’agents chimiques pour le prétraitement, la fixation et
la coloration des cellules en division. Ces méthodes sont largement décrites dans
le cahier des « Techniques de cytogénétique végétale » [111]. L’emploi d’'une
technique adéquate doit permettre une bonne séparation des chromosomes avec

des détails morphologiques permettant I'établissement correct du caryotype.
- Prélévement

Apres la germination, nous avons prélevé les pointes racinaires ayant une
longueur de 0.5 a 1 cm sous loupe binoculaire. Les prélevements sont effectués

selon trois périodes durant la journée :
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- les prélévements matinaux : a 5h et 8h.
- les prélévements de 'aprés midi a 13 et 15h.

- les prélévements de fin de journée a 18h.
- Prétraitement
Trois agents mitoclassiques ont été utilisés :

- a-bromonaphtaléne pendant 2 h a 5° C,

- 8 Hydroxy-quinoléine pendant 3 h a température ambiante,
- l'eau glaciale (0 °C) pendant 18 h,

- La colchicine (1 mg/2 ml) pendant 24 h a 5° C.

- Fixation
La fixation est réalisée dans une solution composée de :

- Carnoy [: éthanol- acide acétique (3:1), pendant 30 minutes a température
ambiante,
- Carnoy ll: éthanol-chloroforme-acide acétique (6:3:1), pendant 24 h a 5° C,

- Acide acétique pendant 30 minutes a température ambiante.

- Stockage

Le matériel végétal peut étre conservé pendant plusieurs mois dans une solution
d'éthanol 70 % a 4 °C.

- Hydrolyse

Pour obtenir un meilleur étalement des cellules, I'hydrolyse est une étape

nécessaire qui se fait dans une solution d'HCI (1N) a 60 °C pendant 14 minutes.
- Coloration

Afin de mettre en évidence les zones méristématiques, les racines

hydrolysées sont colorées par :

- Le réactif de Schiff pendant 2 h a température ambiante.

- Coloration avec : 3% de Giemsa + 97% de Po4 buffer pendant une heure.
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- Montage entre lame et lamelle

Aprés coloration, les racines sont récupérées et disposées sur une lame. La
zone méristématique (la plus colorées) est découpée, dans une goutte de carmin

acétique et écrasée entre lame et lamelle, pour assurer la dispersion des cellules.

- Observation microscopique

Les cellules en division sont repérées au microscope photonique a l'aide
d'un objectif de faible grossissement (X 10) puis grossissement (X 40) pour une
bonne visualisation de I'image. Le dernier grossissement est celui de I'objectif (X

100) a immersion.

2.4.2. L'effet de la salinité sur la germination et la croissance des plantules de

deux espéces du pistachier

2.4.2.1. Mise en culture

Les graines au nombre de 90 de chaque espéce, sont décortiquées
manuellement et stérilisées dans une solution d’hypochlorite de calcium a 6 %
pendant 15 minutes, puis sont rincées trois fois a I'eau distillée stérile afin
d'éliminer toute trace d'hypochlorite de calcium [113]. Enfin, elles sont mises a
germer dans des boites de Pétri tapissées du coton et du papier filtre. Dans
chaque boite de Pétri sont versées 10 ml d’eau distillée (témoin) et 10 ml de
solution saline a 11.7, 17.55, 23.4, 29.25 et 35.1 g de NaCl /L. Chaque essai
porte sur 30 graines, soit 3 répétitions de 5 graines par boite de Pétri et par
traitement. La germination est faite dans un incubateur avec une température

constante de 25°C.

Le taux de germination est suivi durant 15 jours en calculant le pourcentage
cumulé de germination chaque deux jours, I'émergence de la radicule étant

l'indicateur de la germination [114].
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2.4.2.2. La croissance

La croissance des plantes est suivie dans des pots (12 cm de diamétre) qui
contiennent 1/3 de sable et 2/3 de tourbe et laissés croitre dans une chambre de
culture dont les conditions sont: la température est de 22 °C et le

photopériodisme fixé a 8 h d’obscurité et 16 h de lumiére.

Aprés un temps de transplantation de 15 jours, les plants sont soumis au

stress salin par application de différents traitements par une solution saline a base

de NaCl. Les plants des deux espéces sont exposés a différents traitements (0,
11.7, 17.55, 23.4, 29.25 et 35.1 g de NaCl /L). (figure 2.3)

Figure 2.3 : La transplantation des plants

2.4.3. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental est de type factoriel a deux facteurs en
randomisation totale. Le premier facteur représenté par l'espéce du pistachier
avec deux modalités (pistachier vrai: Pistacia vera L. et pistachier de I'Atlas :
Pistacia atlantica Desf.) codée E1, E2 et le deuxiéme facteur est représenté par le
NaCl (agent de stress) avec 6 modalités codées de C4 a Cg. Les données figurent

au tableau 2.1.
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Tableau 2.1 : Le dispositif expérimental

Facteurs
Facteur 1: Espéce Facteur 2: Concentration en NaCl
(gl
E1: pistachier vrai (Pistacia vera L.) C4 (0)
C, (11.7)
C5 (17.55)
E2: pistachier de I'Atlas (Pistacia C4(23.4)
atlantica Desf.) Cs (29.25)
Cs (35.1)
Traitements
T1: E41Cy; Ta: E4Co; Ta: E4Cs; Ta: Eq1Cy; Ts: E1Cs; Te: E1Ce ; T17: EoCyq; T2t E2Co;
T3 E2Cgs; T4t EoCa; Ts': EoCs; Te': E2Ce.

2.4.4. Parametres étudiés

a. Parameétres morphologiques

Les parameétres étudiés au cours de ce travail sont :

- Taux de germination final : Ce paramétre constitue le meilleur moyen
d’identification de la concentration saline qui présente la limite physiologique de
germination des graines. Il est exprimé par le rapport nombre de graines germées

sur nombre total de graines [115].

- Vitesse de croissance : Elle est calculée selon I'évolution de la longueur de la

tige en fonction du temps.

- Longueur des racines et des tiges : La longueur de la racine primaire et celle de
la tige sont mesurées a I'aide d’'une régle graduée et ce pour évaluer la croissance

de la plante vis-a-vis du stress.

- Nombre de feuilles.
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b. Paramétres physiologiques

La connaissance des seuils de tolérance des espéces nécessite la

connaissance de leurs aptitudes physiologiques vis-a-vis du stress salin. Les
analyses physiologiques qui ont été effectuées sont : mesure de la chlorophylle,
dosage de proline et dosage des sucres solubles.
- Mesure de la chlorophylle : La teneur en chlorophylle, mesurée a l'aide d'un
chlorophylle-métre (figure 2.4). L'appareil utilise deux longueurs pour mesurer les
chlorophylles en éliminant les variations des propriétés optiques des feuilles. Le
Chlorophylle-Métre fournit un indice de teneur en chlorophylle sans unité :
Chlorophyll content index (CCI). Cette valeur est obtenue par le rapport entre
I‘absorption a 655 et 940 nm.

Figure 2.4 : Mesure de la teneur en chlorophylle
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- Dosage de la proline

La proline est dosée par la méthode de TROLL ET LINDSLEY(1954),
simplifiée et mise au point par DRIER et GORING (1974). Cette méthode se base
sur la coloration rouge produite par l'interaction de la proline avec de la ninhydrine

dans un tampon acide.
- Extraction

100 mg de matériel végétal, est prélevé puis mis dans de tube a essai
auquel on ajoute 2 ml de méthanol a 40 %, le tout est ensuite porté au bain marie
a 850 C pendant une heur. Les extraits peuvent étre conservés dans les piluliers

en plastique au congélateur.

- Préparation de la solution mére de proline S1

20 mg de proline sont mis dans une fiole jaugée de 100 ml sur lequel on

verse du méthanol a 40 % jusqu'a atteindre 100 ml.

- Préparation de la solution mére de proline S2

-10 ml de la solution mére S1 est porté dans une nouvelle fiole jaugée de 100 ml,
on ajuste a 100 ml avec du méthanol 40%, on obtient une solution S2 de 20 pug/ml
de proline.
-10 fioles jaugées de capacité 10 ml sont prises et numérotées de 1 a10.
-On porte dans chacune d’elle 1410 ml de la solution S2, puis chacune est ajustée
a10 ml avec du méthanol 40 %.
- ensuite 11 tubes a essai sont numérotés de TOa T10 dont chacun contiendra :
TO= 1 ml du méthanol qui servira a faire le zéro a la lecture de la DO
T1=1 ml prélevé de la fiole n°1, soit 2 ug de proline
T2=1 ml prélevé de la fiole n°2, soit 4 ug de proline
T3= 1 ml prélevé de la fiole n°3, soit 6 ug de proline
T4=1 ml prélevé de la fiole n°4, soit 8 ug de proline
T5= 1 ml prélevé de la fiole n°5, soit 10 ug de proline
T6= 1 ml prélevé de la fiole n°6, soit 12 ug de proline
T7=1 ml prélevé de la fiole n°7, soit 14 ug de proline

T8= 1 ml prélevé de la fiole n°8, soit 16 ug de proline
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T9= 1 ml prélevé de la fiole n°9, soit 18 ug de proline

T10= 1 ml prélevé de la fiole n°10, soit 20 ug de proline

- Préparation du Réactif

On mélange dans une bouteille en verre :

300 ml d’acide acétique
80 ml d’acide ortho phosphorique D = 1.7 Solution A
120 ml de H,O stérile

Soit n le nombre de tube a dosé (extraits et étalons)
On met dans un bécher

(n+4) 25 mg de ninhydrine
(n+4) ml de la solution A Solution B ——» Agiter

(n+4) ml d’acide acétique

- Dosage

- Porté le bain marie a 1000C

- Prendre 1 ml de I'extrait

- Mettre 2 ml de la solution

- Ces tubes sont mis au bain marie pour une demi-heure. On obtient une
coloration rose

- Laisser refroidir. Puis additionner 5 ml de benzéne a chaque tube

- Deux phases se distinguent : une supérieure et une inférieure, on agite les tubes
- Finalement on pipete la phase organique qu’on dépose dans des tubes propres
contenant chacun une spatule de Na;SO,4 (une pincée).

- La lecture de la densité optique se fait a 528 nm.
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Figure 2.5 : La courbe d’étalonnage du dosage de la proline

(Y=aX+b : Y : Densité optique, X : teneur en proline)

Figure 2.6 : Dosage de proline
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- Dosage des sucres solubles

Nous avons procédé au dosage des sucres totaux dans les feuilles des

plantes selon la méthode de Dubois, (1956).
- Principe

La méthode de Dubois et al. (1952) permet de doser les oses et les hexoses en
utilisant le phénol et l'acide sulfurique concentré, en présence de ces deux
réactifs, les oses donnent une couleur jaune-orange dont [lintensité est

proportionnelle a la concentration des glucides.
1- Préparation de I'’échantillon au dosage

a- Extraction des glucides :

- Peser 5 g de I'échantillon dans un bécher de 250 ml et additionner 200 ml
d’eau distillée et 1.5 g de carbonate de sodium pour neutraliser I'acidité.

- Porter a ébullition, tout en agitant, pendant 30 minutes.

- Transvaser, aprés ébullition, dans une fiole de 500 ml.

b- Dosage:
Prendre 5 ml de filtrat, les faire diluer dans 50 ml d’eau distillée, a partir de
cette solution prendre 1 ml et faire introduire dans un tube a essai, ajouter 1
ml de la solution de phénol a 5 % et agiter soigneusement, puis 5 ml de
l'acide sulfurique sont ajoutés en 5 secondes. La température atteint
environ 110 °C. Aprés agitation rapide (agitateur vortex) laisser refroidir a
I'obscurité durant 30 minutes, lire I'absorbance a 490 nm et déterminer la

teneur en sucres en se référant a la courbe d’étalonnage de glucose.
2- Préparation de la courbe d’étalonnage

a- Dissoudre 100 mg de glucose dans 100 ml d’eau distillée ;

b- Prendre de la solution précédente 4 ml et compléter a 50 ml ;

c- Préparer une série de tubes a essai dans lesquels on verse 0.1 ml ...... 0.9
ml a partir de la solution fille (4/50) ;

d- Compléter les volumes a 1 ml avec de I'eau distillée ;

e- Ajouter 1 ml de phénol a 5 % a tous les tubes a essai et agiter

soigneusement ;
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f- Verser en 5 secondes 5 ml de lacide dans chaque tube et agiter
rapidement ;

g- Laisser refroidir a la température de la salle pendant 30 minutes et a
I'obscurité ;

h- Lire la densité optique a 490 nm.

Tubes 0 1 2134 |5 |6 |7|8]|09

Solution de glucose| 0 [0.1]/02/03|04|05/06|0.7[0.8|0.9
(ml)

Eau distillée (ml) 09/0807(06|05{04(03/0.2]|01

Phénol (ml)

Acide sulfurique (ml)

ol »| = =
o
01 .
o
o
o
o
o

Concentration (ug/l)

0.9
0.8 - y =0.0162x + 0.0583
. R? = 0.9845

Densité optique
© o o o o
N w BN (&3] »

©
=

o
=3 2

10 20 30 40 50 60
Concentration pg/ml

Figure 2.7 : La courbe d’étalonnage du dosage des sucres solubles

(Y=aX+b : Y : Densité optique, X : teneur en sucres)
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Figure 2.8 : Dosage des sucres solubles

2.4.5. Analyse statistique

Pour toutes les concentrations utilisées, chaque résultat correspond a la
moyenne de 3 répétitions. Les résultats sont soumis a I'analyse de la variance a
deux facteurs et les moyennes sont comparées selon la méthode de Newman et
Keuls, basée sur la plus petite amplitude significative. Chaque moyenne est
affectée d'une lettre, les moyennes suivies d'une méme lettre ne sont pas

significativement différentes.
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1. Résultats de l'effet de stress salin sur la structure des chromosomes

3.1.1. Préléevement

Les observations que nous avons effectuées, ont permis de déduire que les
prélevements réalisés selon les trois périodes durant la journée montrent qu'il
existe une période qui semble étre la plus favorable pour l'obtention d'un

maximum de mitose.
3.1.2. Prétraitement

Les prétraitements a la colchicine n'ont pas permis de montrer les mitoses
pour les deux espéces : Pistacia vera L. et Pistacia atlantica Desf. Les mémes

résultats sont obtenus avec I'eau glaciale et le 8-hydroxy-quinoléine.

Pour I' a-bromonaphtaléne, les courtes durées d'une heure et de deux
heures ne sont pas suffisantes. CHAIB [116], rapporte que lorsqu'on utilise une
durée qui dépasse les 4 h avec de forte concentration de I'a-bromonaphtaléne, il

se produit un arrét complet de la division.
3.1.3. La fixation

Au cours de nos essais, nous n'avons pas pu distinguer une différence
entre les trois fixateurs utilisés : carnoy |, carnoy Il et I'acide acétique, a différentes

durées.

3.1.4. Le stockage

Le stockage du matériel végétal traité dans de l'alcool parait étre favorable

car il permet de garder intact le matériel végétal.
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3.1.5. L'hydrolyse

L'hydrolyse a I'HCL (1N) a 60°C pendant 14 minutes, semble étre moins
efficace car elle ne permet pas un bon ramollissement des tissus qui deviennent

de ce fait moins faciles a étaler (figure 3.1).

Figure 3.1 : Etalement insuffisant des tissus et un mauvais écrasement
3.1.6. La coloration

La coloration basée sur les deux colorants (réactif de Schiff et Giemsa +

Po,4 buffer), n’a pas donné de meilleurs résultats (figure 3.2).

Figure 3.2 : Observation des pointes racinaires sous microscope optique
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3.1.7. Observation des chromosomes

L'examen des pointes racinaires apres écrasement entre lame et lamelle,
se fait a l'aide d'un microscope optique. Les plaques métaphasiques sont rares,
malgré le trés grand nombre d'observations effectuées. L'observation des
chromosomes a été faite a un grossissement supérieur. Les chromosomes sont

généralement rares et trés petits, leur observation est trés difficile.

Selon FASIHI et GHAFFARI [117], I'étude de chromosomes chez le
pistachier est trés difficle car ses chromosomes sont extrémement petits.
L'observation de la conduite chromosomique dans cette espéce suggére que
I'enroulement chromosomique est tellement rapide que les chromosomes du
zygoténe deviennent courts et épais, assemblés autour du nucléole comme un

bouton synizétique.

Selon FASIHI et GHAFFARI [117], on dénombre chez Pistacia atlantica
Desf. 28 chromosomes : c'est une espéce diploide avec un génome 2n=28 et
n=14.

Fréqguemment, la méiose de Pistacia vera L. était réguliére et présentait 15
bivalents au cours de la premiére métaphase. Les conclusions obtenues par les
études mitotiques sont en accord avec les études méiotiques et le complément

chromosomique (2n = 30) [117].

Au cours de notre travail nous n'avons pas pu dénombrer les plaques

métaphasiques sur les pointes racinaires observées.
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3.2. Résultats de l'effet du stress salin sur les plants de pistachier

Aprés un mois sous l'effet du stress salin, la présence de NaCl dans I'eau
d’irrigation a entrainé des modifications d’ordre morphologiques et physiologiques

chez les plantules de Pistacia vera L. et de Pistacia atlantica Desf.

3.2.1. L'effet du stress salin sur les paramétres morphologiques

Dans notre étude, nous nous sommes intéressée en premier lieu a l'effet
des différentes concentrations en NaCl (0 g/l, 11.7 g/l, 17.55 g/l, 23.4 g/l 29.25 g/l
et 35.1 g/l) sur la germination des graines et la croissance des plantules de
Pistacia vera L. et Pistacia atlantica Desf. Pour y parvenir, nous avons commenceé
par les paramétres morphologiques ou on a calculé le taux de germination et la
vitesse de croissance et mesuré : la longueur de tige, la longueur de racine et
compté le nombre de feuilles. Les photos ci-dessous (figure 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 et

3.7) montrent I'état des plantes au début et a la fin de 'expérimentation.

Figure 3.3 : Germination des graines en fonction des différentes concentrations en
NaCl : T1(0 g/l), T2 (11.7 g/l), T3 (17.55 g/l), T4 (23.4 g/l), T5 (29.25 g/l) et T6
(35.1 g/l



Figure 3.4 : Plantules de Pistacia vera L. aprés 15 jours de transplantation

Figure 3.5 : Plantules de Pistacia vera L. aprés 30 jours de transplantation
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Figure 3.6 : Plantules de Pistacia atlantica Desf. aprés 15 jours de transplantation

W v

Figure 3.7 : Plantules de Pistacia atlantica Desf. aprés 30 jours de transplantation
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3.2.1.1. L'effet du stress salin sur le taux de germination final

Statistiquement, I'interaction entre les deux facteurs a un effet hautement
significatif sur le taux de germination des graines (Tableau 1, appendice A, figure
3.8).

Les résultats montrent que, quelle que soit I'espéce (Pistacia vera L. ou
Pistacia atlantica Desf.), le taux de germination des graines stressées est réduit
comparativement au témoin et ceci pour les cinq concentrations utilisées (11.7,
17.55, 23.4, 29.25 et 35.1 g/l).

Les espéces sont classées selon le test de Newmen et Keuls en six

groupes homogenes :
Groupe A : représenté par le traitement T'1 ;
Groupe AB : représenté par le traitement T1 ;
Groupe BC : représenté par le traitement T2 ;
Groupe CD : représenté par les traitements T°2 ;
Groupe D : représenté par le traitement T3 ;

Groupe E : représenté par les traitements T4, T5, T6, T'3, T4, T 5et T'6.
(Tableau 3.1)
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Figure 3.8 : Variation du taux de germination final en fonction de l'interaction

des deux facteurs (Espéce, Concentrations en NaCl)

Discussion

La salinité agit sur la germination des graines en ralentissant sa vitesse, ce
qui expose les semences aux risques de NaCl, en diminuant plus au moins
fortement son taux, ainsi il réduit I'utilisation des réserves nutritives des graines
[118].

Selon YAPSANIS et al. [119]; la salinité intervient sur la germination des

graines par deux effets :

a- L’effet osmotique se traduit par la difficulté que trouve I'embryon a absorber une
quantité d’eau suffisante pour déclencher les processus métaboliques de la

germination.
b- L’effet toxique résulte de I'envahissement de 'embryon par Na* et CI".

La salinité affecte la germination par une faible hydratation des réserves
nutritives [120] et une diminution de l'activité des enzymes impliqués dans la

germination des graines [121].
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La diminution de [lindice de germination correspond soit a une
augmentation de la pression osmotique externe, ce qui affecte I'absorption de
l'eau par les graines et/ou bien a une accumulation des ions Na+ et Cl- dans
'embryon. Cet effet toxique peut conduire a [laltération des processus
métaboliques de la germination et dans le cas extréme a la mort de 'embryon par
exces d’ions. Le retard de la germination des graines ainsi que la diminution de la
moyenne de germination journaliére de deux génotypes avec 'augmentation de la
concentration saline est expliqué par le temps nécessaire a la graine de mettre en
place des mécanismes lui permettant d’ajuster sa pression osmotique interne
[122].

3.2.1.2. L'effet du stress salin sur la vitesse de croissance

3.2.1.2.1. Pistacia vera L.

En observant la courbe, nous constatons que les trois traitements : T1, T2,
T4, présentent une vitesse de croissance rapide par rapport aux : T3, T5, T6 qui

ont une vitesse de croissance stable (figure 3.9 et 3.10).

16
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Figure 3.9 : Courbe de la vitesse de croissance pour Pistacia vera L.

en fonction des différentes concentrations en NaCl
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Figure 3.10 : Variation de la croissance des plantules de Pistacia vera L.

sous l'effet de différentes concentrations salines aprés un mois

3.2.1.2.2. Pistacia atlantica Desf.

La courbe de la vitesse de croissance permis de dire que durant la
premiére semaine du stress salin, les plantules du Pistacia atlantica Desf.
présentent une croissance de la partie aérienne, mais a partir de la deuxiéme
semaine elle se stabilise pour les cinqg derniers traitements (T2, T'3, T4, T'5, T'6)
contrairement aux plantules du premier traitement (T°1) qui continuent leur

croissance (figure 3.11 et 3.12).
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Discussion

D’aprés les résultats obtenus concernant la vitesse de croissance, on peut
dire que les plantules de Pistacia vera L. présentent une croissance plus rapide

que celle des plantules de Pistacia atlantica Desf.

Ainsi, on peut déduire que le stress salin agit d’'une fagon négative sur la
vitesse de croissance des plantules de Pistacia vera L. et Pistacia atlantica esf. en

blogquant I'allongement de la partie aérienne.

Pour s’adapter au stress salin, la plante peut éviter les dommages par la
réduction de la croissance [123], [124]. C’est I'effet le plus commun des stress
abiotiques sur la physiologie des plantes ; la réduction de la croissance est une
capacité adaptative nécessaire a la survie d’'une plante exposée a un stress
abiotique. En effet, ce retard de développement permet a la plante d’accumuler de
I'énergie et des ressources pour combattre le stress avant que le déséquilibre
entre lintérieur et I'extérieur de 'organisme n’augmente jusqu’a un seuil ou les
dommages seront irréversibles. La croissance est inversement corrélée a la

résistance au stress salin d’'une espéce / variété [125].

3.2.1.3. L'effet du stress salin sur la longueur de tige

L’analyse de la variance inter-facteurs révele une action trés hautement

significative sur la moyenne de la longueur de la tige (figure 3.13).

L’étude de linteraction entre les deux facteurs : concentration du NaCl et
espéce, nous montre que la moyenne de la longueur de la tige la plus élevée est
obtenue avec les plantules du pistachier vrai non contraintes (témoin) avec 14.2
cm. Elles sont suivies par celles soumises a la concentration 11.7 g/l de NaCl
avec 9.3 cm, et avec 9 cm pour le traitement T4 (23.4 g/l de NaCl).

En second, nous avons les plantules du pistachier de I'Atlas non contraintes
(ttmoin T'1) avec une moyenne de 5.7 cm, suivies des traitements : T3, T5, T6 et

T4 avec une moyenne de 5 cm.
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Les plantules qui présentent les moyennes de la longueur de tige les plus

basses, sont celles issues des traitements : T2, T'3, T'5, T'6 avec une moyenne

de 4 cm.
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Figure 3.13 : Variation des moyennes de la longueur de tige
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Discussion

'espéce et de la concentration en NaCl.

sels sont celles du Pistacia vera L. suivies de celles du Pistacia atlantica Desf.

Nous constatons que la longueur de la tige est affectée en fonction de

A partir de 11.7 g/l de NaCl, la croissance et I'allongement des plantules

Les plantules qui résistent mieux aux

sont ralenties. Cette réduction semble étre due a la présence de sodium dans le

milieu qui bloque I'assimilation de certains éléments nutritifs nécessaires au

développement des tiges par le phénoméne d’antagonisme [127].

L’effet de la salinité sur les végétaux se situe principalement au niveau de

la croissance cellulaire et se traduit par une réduction des dimensions de la plante

[128].
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L’effet dépressif de la salinité sur la croissance des plantes peut avoir deux
causes principales : les difficultés d’alimentation en eau et en nutriments et la

toxicité des ions accumulés en excés dans la plante [129].

Les sels induisent une augmentation de la taille des vaisseaux conducteurs
et du diametre des tiges ce qui entraine la diminution de la longueur des tiges
[130], [131].

3.2.1.4. L'effet du stress salin sur la longueur de racine

L’analyse de la variance inter- facteurs révele une action trés hautement

significative sur la longueur de la racine principale.

L’étude de l'interaction des deux facteurs espéce et concentration du NacCl,
montre que la moyenne de la racine principale la plus élevée est obtenue avec les
plantules du Pistacia vera L. soumises a la concentration de 17.55 g/| de NaCl
avec 16 cm par rapport au témoin qui présente une moyenne de 15.5 cm (figure
3.14). Elle est suivie par les plantules soumises a la concentration 11.7 g/l de

NaCl avec 14.7 cm; ces trois traitements représentent le groupe A.

Le groupe B est représenté par les plantules soumises a 23.4 et 35.1 g/l de
NaCl qui sont moins résistantes au sel avec des moyennes de 8 et 9 cm, suivies
par le groupe C qui renferment les plantules du Pistacia atlantica Desf. soumises a

0, 11.7 et 29.25 g/l avec une moyenne de 5 cm.

Les moyennes les plus faibles sont enregistrées chez les plantules du
pistachier vrai soumises a une concentration de 29.25 g/l et celles du pistachier de
I'Atlas soumises a 17.55 et 23.4 g/l de NaCl avec les moyennes : 3, 3.5 et 2.5

respectivement, c’est le dernier groupe (Groupe D). (Tableau 3.1)
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Figure 3.14 : Variation des moyennes de la longueur de racine

en fonction de l'interaction des deux facteurs

Discussion

Nous constatons que les deux facteurs ont un effet sur la longueur de la

racine principale.

La longueur de la racine principale la plus marquée est obtenue avec les
plantules de Pistacia vera L., cette résistance est acquise par I'espéce comme

réponse a I'environnement de I'espéce [132].

La concentration 17.55 g/l de NaCl, stimule la croissance des plantules de
Pistacia vera L. avec une moyenne de 16 cm par rapport au témoin qui présente

une moyenne de 15.5 cm.

Au-dela de 17.55 g/l du sel, nous constatons une diminution progressive au

fur et a mesure que les concentrations augmentent.

La concentration 35.1 g/l de NaCl, entraine une inhibition de I'allongement

des racines qui peut étre due au phénomeéne de toxicité [133].
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Les racines sont directement en contact avec la salinité du sol et elles
constituent la premiére ligne de défense contre le stress salin, des plantes ayant
un systéme radiculaire long sont capables d’absorbées plus d’eau et s’échapper
aux zones salines. Un systéme racinaire profond et dense joue un role clé dans

I'ajustement osmotique sous les conditions salines [134].

La diminution du potentiel hydrique provoqué par la salinité stimule le
développement des racines en profondeur et cela a recherche de I'eau, ce qui
implique le développement de la partie racinaire en dépit de la partie aérienne
[135].

3.2.1.5. L'effet du stress salin sur le nombre de feuilles

L’analyse de la variance inter-facteurs espéces et concentrations en NaCl,

révele une différence trés hautement significative (figure 3.15).

Nous constatons qu’il y a un effet remarquable de la salinité sur le nombre
de feuilles par plant pour les différents traitements. Il est observé que le traitement
T1 (témoin) présente le nombre de feuilles le plus élevé par rapport aux autres

traitements.

Ces résultats sont vérifiés par le biais du test de Newman et Keuls au seuil
de 5% faisant ressortir 4 groupes distincts, ou I'on note que le nombre de feuilles
le plus élevé est relevé au niveau du traitement témoin T1 (0 g/l) qui se classe en
groupe A, ensuite viennent les jeunes plantes du traitement T4 (23.4 g/l) ayant un
nombre de feuilles moins important dans le groupe B. Les plantes des traitements
T1, T2 et T3, qui possédent un nombre de feuilles faible se classent dans le
groupe C, les autres traitements se trouvent dans le dernier groupe avec des

valeurs plus faibles avec une moyenne de 4, groupe D.
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Discussion

A partir de cette étude, nous constatons que les plantules issues des
graines du pistachier vrai résistent mieux au sel avec une moyenne de 8.83,

contre 4.72 pour les plantules issues des graines du pistachier de I'Atlas.

Le témoin présente le nombre de feuilles le plus important. Les
concentrations allant de 11.7 a 23.4 g/l de NaCl présentent une diminution du
nombre de feuilles mais au-dela de 29.25 g/l de sel, nous assistons a une
diminution considérable du nombre de feuilles concernant les plantules de
pistachier vrai. Celles du pistachier de I'Atlas présentent un nombre de feuilles

presque stable a partir de la premiére concentration en NaCl (11.7 g/l).

Le sel inhibe tous les parameétres de croissance des plantes, ceci s’explique
par le fait que 'augmentation de la teneur en NaCl entraine une diminution de
I'hydratation des tissus et une réduction de I'expansion cellulaire, par conséquent

une diminution de nombre de feuilles et de la biomasse des plantes [136].
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Une forte salinité dans le sol, est percue pour la plante comme une

diminution de la disponibilité en eau [137].

Le stress salin provoque une réduction de nombre de feuilles émises et une

diminution de la durée de la phase productive des plantes chez le cocotier [138].

MUNNS [139], considére que l'assimilation du carbone par les plantes
serait affectée par la salinité a cause de la réduction de I'indice foliaire plutét que

du taux de photosynthése.

Le nombre réduit des feuilles en présence de la contrainte saline confirme
les résultats de SATTI et al. [140], ou I'émission d’'un nombre réduit de feuilles est

'une des réponses des plantes sensibles en milieu salin.



Tableau 3.1 : Valeurs moyennes et écarts types des paramétres morphologiques

Les facteurs Les paramétres
F1 F2 (NaCl Taux de Longueur Longueur | Nombre de
Espece g/l) germination de tige de racine feuilles

c1 77.33+4.62° |142+02% [155+05°% |16+ 1°
C2 65.33+6.11° | 9.3+0.1° 147+0.1% |8+£1°

E1 C3 46.67 £6.11° |55+02 |16+0.5° 8+£1°
C4 13.33+10.07° [9+0.3° 9+0.2° 13 £1°
C5 9.33+£6.11° |5+0.19% 3+0.5° 4 +1°
C6 267+231° |55+0.1° [8+0.1° 4+1°
c1 02 + 4°° 5.73+0.87° | 5.67 + 1.15° | 9.33+1.15°
C2 54.67+6.11° | 423+ 0.68% | 5.5+ 1.32° | 4.67+1.15°

E2 C3 20 +17.44° |3.87+1.09° |[25+05° |3.67+0.58°
C4 25.33+14.05° | 53+0.85° [35+0.5% |40
C5 4 + 4° 4.4 +0.17° | 507 +1.01° | 3.67+0.58"
C6 9.33 £ 10.07° | 4.1£ 0.458% | 3.667+1.15° | 3 + 1¢

E1: Pistachier vrai; E2: Pistachier de I'Atlas; C1: Concentration 0 g/l de NaCl; C2:
Concentration 11.7 g/l de NaCl ; C3: Concentration 17.55 g/l de NaCl; C4: Concentration
23.4 g/l de NaCl; C5: Concentration 29.25 g/l de NaCl; C6: Concentration 35.1 g/l de
NaCl.
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3.2.2. L'effet du stress salin sur les paramétres physiologiques

Les changements morphologiques analysés précédemment comme une
réponse au stress salin des espéces étudiées, sont en réalité le résultat
morphologique de l'effet de la salinité sur le métabolisme de ces plantes. Nous
analysons dans ce chapitre les paramétres physiologiques en fonction de
lintensité du stress salin chez deux espéces de pistachier. Ces parameétres
(teneur en chlorophylles, en sucres solubles et en proline) sont souvent mesurés

pour I'étude de la réponse des différents végétaux au stress salin.

3.2.2.1. L'effet du stress salin sur la teneur en chlorophylle

L’analyse de la variance a deux criteres de classification montre une
différence trés hautement significative entre les moyennes (Tableau 5, Appendice
A).

D’aprés le tableau 3.2, on remarque que la teneur de chlorophylle varie
d’'une maniére trés hautement significative d’un traitement a un autre. Cependant
le taux le plus élevé a été obtenu avec le traitement T6 qui représente le groupe A,
suivi par le traitement T4 (groupe B) avec une teneur moyenne de chlorophylle de
21 CCI, traitement T2 (groupe CD) et le traitement. Chez les plantules non
stressées (témoin) nous avons enregistré une teneur en chlorophylle de 14 CCl,
ce traitement appartient au groupe C. Celles du traitement T2 appartiennent au
groupe CD. Dans le groupe DE, nous avons enregistré une teneur de chlorophylle
de 8 CCI pour le traitement T'1 (figure 3.16).

Le dernier groupe E comprend les traitements : T3, T5, T2, T'3, T4, T 5 et

T°6, qui présentent des teneurs en chlorophylle allant de 3.7 jusqu’a 0.83 CCI.
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Figure 3.16 : Variation des moyennes de la teneur en chlorophylle

en fonction de l'interaction des deux facteurs

Discussion

Les niveaux de stress salin appliqués ont induit une baisse de la teneur en
chlorophylle des feuilles pour les deux espéces. Un comportement semblable a
été observé chez un nombre de plantes : la framboise [141], le tournesol [142], et

chez une halophyte Plantago coronopus L. (Plantain corne de cerf) [143].

La diminution de l'activité photosynthétique chez des plantes sous stress
salin est citée par plusieurs auteurs comme étant I'une des causes majeures de la
réduction de la croissance et de la productivité végétale [144], [145]. BETHKE et
DREW [146] notent que la baisse de la teneur en chlorophylle des plantes en
condition de salinité serait la conséquence de la réduction de l'ouverture des
stomates, visant a limiter les pertes en eau par évaporation et par la méme
'augmentation de la résistance a I'entrée du CO, atmosphérique nécessaire a la
photosynthése. La baisse de la teneur en chlorophylle durant la période de stress

serait la conséquence de l'effet dépressif des sels sur I'absorption de certains
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éléments indispensables tel que : Fe et Mg qui sont impliqués dans la synthése de
la chlorophylle [147].

Selon SUTINEN et al. [148], la diminution de contenu de chlorophylle est
une réponse généralement rapportée chez les plantes face au stress salin, elle est
litge a la fermeture des stomates et a la diminution consécutive de la

photosynthése.

La salinité provoque une dégradation de la chlorophylle et une

accumulation de la fraction soluble des composés azotés [149].

Une étude faite sur Spinacia oleracea a montré que I'accumulation de Na+
au niveau des feuilles inhibe la conductance somatique et la photosynthése et

cause la diminution de la teneur des pigments chlorophylliens [150].

3.2.2.2. L'effet du stress salin sur la teneur en sucres solubles

3.2.2.2.1. Dans les feuilles

Aprés I'analyse de la variance de l'interaction entre les deux facteurs, nous
avons enregistré qu’il y'a une différence significative entre les traitements

(Tableau 6, appendice A).

Le test de Newman et Keuls (Tableau 3.2 et figure 3.17) classe les

différents traitements en 4 groupes homogeénes :
Groupe A : représenté par les traitements T1 et T'1.
Groupe AB : représenté par les traitements T2, T3, T4 et T'5.
Groupe BC : représenté par les traitements T2, T4 et T'6.

Groupe C : représenté par les traitements T3, T5 et T6. (Tableau 3.2)
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Figure 3.17 : Variation des moyennes de la teneur en sucres solubles

dans les feuilles en fonction de l'interaction des deux facteurs

3.2.2.2.2. Dans les racines

Une différence trés hautement significative a été révélée par I'analyse de la

variance pour l'interaction entre la salinité et 'espéce (Tableau 7, appendice A).

Le test de Newman et Keuls (Tableau 3.2 et figure 3.18) a permis de faire

ressortir neuf groupes homogeénes :
Groupe A : représenté par le traitement T'6 ;
Groupe B : représenté par le traitement T6 ;
Groupe C : représenté par le traitement T'5 ;
Groupe D : représenté par le traitement T4 ;
Groupe E : représenté par le traitement T3 et T4 ;

Groupe F : représenté par le traitement T3 ;
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Groupe G : représenté par le traitement T2 ;
Groupe H : représenté par le traitement T'1et T2 ;

Groupe | : représenté par le traitement T'6.
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Figure 3.18 : Variation des moyennes de la teneur en sucres solubles

dans les racines en fonction de l'interaction des deux facteurs

Discussion

Depuis longtemps, il est connu que le taux des sucres augmente
considérablement chez les plantes soumises aux différents types de stress [151].
En effet, cela a été vérifié pour le stress salin chez le céleri [152], 'orge [153],
chez Zygophyllum album [154]. Les variétés présumées plus tolérantes
sembleraient accumuler des quantités plus élevées que les variétés sensibles.
ASHRAF et TUFAIL [155], ont déterminé la quantité totale des sucres solubles
chez cinqg variétés de tournesol ; leur résultats montrent que les lignés résistantes
accumulent plus de sucres que les lignés sensibles. Des résultats analogues ont

été obtenus chez le tabac [156].

Les sucres solubles contribuent jusqu'a 50% de l'ajustement osmotique
chez les glycophytes en conditions salines [157]. Les sucres solubles accumulés

sous stress sont considérés comme des osmorégulateurs et des osmoprotecteurs
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[158]. Plusieurs fonctions de protection ont été identifiées, parmi lesquelles la
stabilisation des membranes et des protéines en cas de déshydratation et limiter

I'agrégation des protéines dénaturées.

L’accumulation des sucres solubles en réponse a la salinité se fait en dépit
de la diminution de la fixation de CO, des feuilles [151]. Lors d’un stress, les
réserves amylacées sont progressivement utilisées suit a leur conversion rapide
en saccharose, qui pourrait étre associé a une inhibition de la synthése de
I'amidon [159].

Nos résultats montrent que les concentrations élevées en NaCl dans la
solution nutritive entrainent en parallele une diminution du taux des sucres
solubles au niveau des feuilles. Les différentes concentrations de NaCl ne causent
pas des variations au niveau de I'accumulation des sucres solubles, c’est-a-dire
gu’il n y a pas une accumulation progressive des sucres solubles en fonction du

stress salin.

3.2.2.3. L'effet du stress salin sur la teneur en proline

Les fonctions métaboliques des plantes se trouvent souvent
perturbées en conditions de stress salin et notamment le métabolisme des
acides aminés libres dont la proline constitue, pour de nombreuses espéces

I'élément principal de modification.

3.2.2.3.1. Dans les feuilles

Une différence trés hautement significative a été révélée par I'analyse de la
variance pour linteraction entre la salinité et 'espéce (Tableau 8, appendice A),
chez le pistachier de ['Atlas, I'accumulation de la proline, dans les feuilles
augmente progressivement avec l'intensité du stress salin. Les niveaux de stress
salin appliqués ont induit une augmentation notable des teneurs en proline dans

les feuilles des plantes traitées.

Le test de Newman et Keuls (Tableau 3.2 et figure 3.19) a permis de faire

ressortir sept groupes homogeénes :
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On constate que les teneurs les plus élevées sont enregistrées chez les
traitements 17,55 g/l pour le pistachier de I'Atlas avec une moyenne de 594
Mg/100mg MF (Groupe A).

Groupe B : représenté par le traitement T'5 ;

Groupe C : représenté parle T'6 ;

Groupe D : représenté parle T2 ;

Groupe E : représenté parle T4 ;

Groupe F : représenté par les traitements : T1, T4 et T'2;

Groupe G : représenté par les traitements : T3, T5, T6 et T'2.
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Figure 3.19 : Variation des moyennes de la teneur en proline dans les feuilles

en fonction de l'interaction des deux facteurs
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3.2.2.3.2. Dans les racines

A lissue de nos essais, les résultats obtenus (tableau 9, appendice A)
montrent que la modification des concentrations en NaCl d’un traitement a un

autre entraine une action trés hautement significative sur le taux de proline.

Le taux le plus élevé a été obtenu avec les traitements T'6 (542 ug/100mg
de MF) qui représente le groupe A, suivi par le traitement T'5 qui appartient au
groupe B avec la moyenne 108 ug/100mg de MF. Le groupe C est représenté par
le traitement T°'4 avec une moyenne de 50 ug/100mg de MF. Une valeur moyenne
est relevée chez le groupe D (T'1), suivie par le groupe E qui est représenté par
les traitements T4 et T6 avec les moyennes: 19 et 17 pg/100mg de MF

respectivement.

Les plus faibles valeurs sont enregistrées au niveau des trois derniers
groupes ; le groupe EF qui est représenté par les traitements : T1 et T2 avec une
moyenne de 13 pg/100mg de MF suivi par le groupe FG qui comprend : T3, T5 et
T2 pour une teneur moyenne allant de 6 jusqu'a 5 ug/mg de MF et le groupe G
qui vient en derniére place, on trouve le T'3 avec une teneur en proline de 1.25
Mg/100mg de MF. (Tableau 3.2, figure 3.20)

o 600 - 542.497
>
o i
£ 500
o
=
S 400 -
=
E 300 - m Pistachier vrai
°© ; : .
S 200 - m Pistachier de I'Atlas
S 108.748
5 100 | 27562 5625 4,5 90187
2 13.187_ 13.083 6.069°° 19.038m 5 1468 17.1
D
= 0

C1l C2 C3 C4 C5 C6

Traitements

Figure 3.20 : Variation des moyennes de la teneur en proline dans les racines

en fonction de l'interaction des deux facteurs
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Discussion

L’augmentation de la concentration des acides aminés, en particulier la
proline a été observée chez plusieurs espéces de plantes soumises a un stress
salin [160]. ASHRAF et FOOLAD [161] notent qu’il y a une forte corrélation entre
la tolérance a la salinité et 'accumulation de proline des plantes soumises a un

stress salin. Cependant, cette régle n’est pas applicable pour toutes les espéces.

LONE et al. [162], notent que I'application exogéne de la proline en
condition saline induit une diminution de I'accumulation de Na* et CI™ au niveau de

la tige, et une amélioration dans la croissance des plantes chez l'orge.

AHMED et al. [163] mentionnent que chez Agrostis stolonifera I'écotype
tolérant accumule plus de proline en réponse a la salinité que I'écotype sensible.
Alors que le comportement du riz a 'accumulation de proline est contradictoire par
une forte concentration en proline des feuilles des cultivars sensibles a celui des
cultivars résistants [164]. Cette augmentation induit le maintien d’une pression

osmotique interne élevée [165].

En effet, la proline semble jouer un réle important dans la réponse des
plantes a la salinité. La proline peut intervenir en régulant par 'augmentation de sa
concentration la pression osmotique interne, mais aussi en inhibant les
mécanismes d’auxésis ; elle constitue un stock d’azote utilisable par la plante a la
période de stress [166]. Le réle de 'accumulation de la proline reste encore mal
connu : s’agit-il d’'un simple symptome de souffrance [167] ou d'un véritable

mécanisme de tolérance ? [168].
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Tableau 3.2 : Valeurs moyennes et écarts types des paramétres physiologiques

Les facteurs

Les paramétres

F1 F2 Teneur en

E NaCl
(@) chlorophylle sucres solubles Proline

feuilles racines feuilles racines

E1 C1 14.13+7.7° | 14.0¢13.0° | 10.4+0.6' | 20.8+0.0f 13.1+ 7.6°
C2 11.3+3.3% | 12.3%1.6° | 25.3+0.89 | 81.6+2.7¢ | 13.0+ 7.54°f
C3 3.1+0.1° 0+0° 27.4+0.9 0+0° 6.0+ 5.7
C4 21.5+3.2° 11.7+6.0°° | 33.5+0.7¢ | 20.0+0.4' 19.0+ 1.5°
C5 0.8+0.2° 0+0° 0+0 0+0° 5.1+ 3.7
C6 28.+0.7° 0+0° 40.2+0.7° 0+0°9 171+ 3.0°

E2 | C1 8.0+1.8% 27.2+4.3% | 22.1+0.1" | 20.3+0.6' 27.5+0.1°
C2 3.7+2.9° 17.7£8.8%° | 22.7+0.4" | 2.4+1.8° 5.6+ 0.6
C3 2.9+1.2° | 24.6+£15.6® | 29.2+0.6° | 594.3+1.8° 1.2+ 0.69
C4 2.5+1.0° 18.1£6.9%° | 30.0£1.0° | 42.1+2.8° 50.1+ 0.0°
C5 2.7+0.6° 15.8+1.0%° | 37.9+0.5° | 243.9+2.0° | 108.7+0.9°
C6 2.2+1.0° 16.2+9.0% | 42.8+1.3% | 124.37+1.2° | 542.4+0.6°

E1: Pistachier vrai; E2: Pistachier de I'Atlas; C1: Concentration 0 g/l de NaCl; C2:
Concentration 11.7 g/l de NaCl ; C3: Concentration 17.55 g/l de NaCl; C4:
Concentration 23.4 g/l de NaCl; C5: Concentration 29.25 g/l de NaCl; C6:
Concentration 35.1 g/l de NaCl.
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CONCLUSION

Au terme de notre travail qui a visé I'étude de la tolérance de deux espéces
de pistachier : pistachier vrai (Pistacia vera L.) et pistachier de I'Atlas (Pistacia
atlantica Desf.) a la salinité en appliquant différentes concentrations de NaCl, dans
le but de déterminer I'effet du stress salin sur la structure des chromosomes, le
taux de germination des graines et sur les caractéres morpho-physiologiques afin
de sélectionner des plants tolérants a la salinité; il ressort que ces deux espéces
répondent differemment aux différentes concentrations appliquées. Nous avons

relevé a cet effet :

- Pour la partie cytogénétique, nous n'avons pas pu déterminer I'effet du
stress salin sur la structure des chromosomes car il est difficile de dénombrer les

plaques métaphasiques sur les pointes racinaires observées.

- Pour la germination des graines des deux espéces de pistachier:
pistachier vrai (Pistacia vera L.) et pistachier de I'Atlas (Pistacia atlantica Desf.)
sous l'effet de la salinité, nous avons obtenu des taux de germination élevés chez
les graines non contraintes (témoin), ces taux diminuent pour les traitements : T2
(11.7g/1) et T3 (17.55g/1), et il sont beaucoup plus faibles chez les traitements les
plus sévéeres T4 (23.4g/l), T5 (29.25¢g/l) et T6 (35.1g/1).

- Pour 'ensemble des résultats concernant les parametres morphologiques
et physiologiques, I'effet de niveau du stress salin a été significatif pour toutes les

variables analysées.

- Nos essais ont révélé une accumulation plus importante en proline chez
les plantules traitées par le NaCl que le témoin. De méme, pour les sucres
solubles les taux les plus élevés ont été enregistrés chez les plantules stressées.
Cette accumulation de ces substances organiques n’est qu’une réaction

d’adaptation a la salinité.
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A la fin, il serait intéressant pour I'avenir :

- d’étudier I'effet du stress salin sur les différents stades de développement

de la plante.

- De compléter ces résultats obtenus par des études au niveau moléculaire
afin de préciser le ou les génes responsables de cette tolérance et pourquoi pas
de les transférer chez les cultures sensibles a la salinité par le biais de génie

génétique.



APPENDICE A

TABLEAUX D’ANALYSE DE LA VARIANCE

Tableau 1: Analyse de variance du taux de germination final
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Source de variation S.CE |DDL| C.M. |TestF|Prob.| ET. | C.V.
Variance totale 33612 | 35 | 960.343
Variance facteur 1 21.773 1 21.773 | 0.286 | 0.603
Variance facteur 2 29902.66| 5 |5980.533(78.691| O
Variance inter F1*2  [1863.559| 5 | 372.712 | 4.904 | 0.003
Variance résiduelle 1 1824 24 76 8.718 | 24.91%
Tableau 2: Analyse de variance de la longueur de tige
Source de variation | S.C.E |DDL| C.M. | TestF | Prob. | E-T. | C.V.
Variance totale 312.029 | 35 | 8.915
Variance facteur 1 108.854 1 1108.854|362.848| O
Variance facteur 2 130.779 26.156 | 87.186
Variance inter F1*2 65.196 5 | 13.039 | 43.464 0
Variance résiduelle 1 7.2 24 0.3 0.548 | 8.63%
Tableau 3: Analyse de variance de la longueur de racine
Source de variation | S.C.E |DDL| C.M. | TestF | Prob. | E.T. C.v.
Variance totale 851.828 | 35 | 24.338
Variance facteur 1 406.023 | 1 |406.023| 722.89 0
Variance facteur 2 213.023| 5 | 42.604 | 75.854 0
Variance inter F1*2 1 219.303| 5 | 43.861 | 78.09
Variance résiduelle 1| 13.48 | 24 | 0.562 0.749 | 9.76%




Tableau 4: Analyse de variance du nombre de feuilles
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Source de variation | S.C.E |DDL| C.M. | TestF | Prob. | ET. | C.V.
Variance totale 604.222 | 35 | 17.263
Variance facteur 1 152.111 1 1152.111(176.645| O
Variance facteur 2 348.889 69.778 | 81.032
Variance inter F1*2 82.556 16.511 | 19.174
Variance résiduelle 1| 20.667 | 24 | 0.861 0.928 | 13.69%
Tableau 5: Analyse de variance de la teneur en chlorophylle
Source de variation S.C.E |DDL| C.M. |TestF| Prob. | E.T. C.V.
Variance totale 2810.696| 35 | 80.306
Variance facteur 1 827.521 1 1827.521(101.72
Variance facteur 2 869.235 | 5 |173.847| 21.37 0
Variance inter F1*2 | 918.693 | 5 |183.739|22.585
Variance résiduelle 1| 195.247 | 24 | 8.135 2.852 | 33.60%

Tableau 6: Analyse de variance de la teneur en sucres solubles dans les feuilles

Source de variation S.CE |DDL| C.M. |TestF| Prob. | ET. | C.V.
Variance totale 3698.389| 35 | 105.668

Variance facteur 1 1018.663| 1 [1018.663|48.515 0

Variance facteur 2 1880.945 376.189 |17.916 0

Variance inter F1*2 | 294.856 | 5 58.971 | 2.809 |0.0388

Variance résiduelle 1 | 503.925 | 24 | 20.997 4.582|34.46%
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Tableau 7: Analyse de variance de la teneur en sucres solubles dans les racines

Source de variation S.C.E DDL | C.M. TestF | Prob. | ET. | C.V.
Variance totale 4967.065| 35 ([141.916
Variance facteur 1 577.503 1 577.503|1020.581 0
Variance facteur 2 2546.47 509.294 | 900.04
Variance inter F1*2 | 1829.511 365.902 | 646.634
Variance résiduelle 1| 13.581 24 0.566 0.752|2.80%
Tableau 8: Analyse de variance de la teneur en proline dans les feuilles
Source de variation S.CE |DDL| C.M. TestF | Prob. | ET. | C.V.
Variance totale 983185.4| 35 |28091.01
Variance facteur 1 204821.2| 1 |204821.2| 85863.9
Variance facteur 2 330598.3| 5 |66119.66|27718.29| O
Variance inter F1*2  (447708.7| 5 |89541.73|37537.14
Variance résiduelle 1| 57.25 24 2.385 1.54411.61%
Tableau 9: Analyse de variance de la teneur en proline dans les racines
Source de variation S.CE |DDL| C.M. TESTF | Prob. | ET. | C.V.
Variance totale 768024.6| 35 |21943.56
Variance facteur 1 109622.1| 1 [109622.1|7487.526| O
Variance facteur 2 335699.8 67139.95|4585.867
Variance inter F1*2 |322351.4| 5 |64470.29|4403.521| O
Variance résiduelle 1 | 351.375 | 24 | 14.641 3.826 | 5.67%




APPENDICE B

LISTES DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS

AG3 : Acide Gibbérellique

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ARNmMm : Acide ribonucléique messager

CCI : Chlorophyll Concentration Index (Index de teneur en chlorophylle)
EOR : Espéces oxygénées radicalaires

E1 : Pistacia vera L.

E2 : Pistacia atlantica Desf.

F1 : Facteur 1 (espece)

F2 : Facteur 2 (concentration saline)

g/l : Gramme par litre

MF : Matiére fraiche

M : Million

N : Normalité

pH : Potentiel Hydrogéne

ProDH : Proline déshydrogénase

T4 : Pistacia vera L. Concentration 0 g/l de NaCl

T,: Pistacia vera L. Concentration 11.7 g/l de NaCl
Ts: Pistacia vera L. Concentration 17.55 g/l de NaCl

T4: Pistacia vera L. Concentration 23.4 g/l de NaCl



Ts

Ts

: Pistacia vera L. Concentration 29.25 g/l de NaCl

: Pistacia vera L. Concentration 35.1 g/l de NaCl

T4: Pistacia atlantica Desf. Concentration 0 g/I de NaCl

T2‘Z

T3‘ .

T4‘Z

T5‘ .

Te‘ .

Mg :

Pistacia atlantica Desf. Concentration 11.7 g/l de NaCl
Pistacia atlantica Desf. Concentration 17.55 g/l de NaCl
Pistacia atlantica Desf. Concentration 23.4 g/l de NaCl
Pistacia atlantica Desf. Concentration 29.25 g/l de NaCl
Pistacia atlantica Desf. Concentration 35.1 g/l de NaCl

Microgramme

UF : Unité fourragére

° C : Degré Celsius

%

: Pour cent
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