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INTRODUCTION

La luzerne (Medicago sativa L.) est la légumineuse fourragere la plus répandue et la
plus cultivée dans le monde, grace a sa haute qualité nutritive, sa teneur élevée en protéines, et
ses effets sur la fertilité du sol (Campiglia et al. 1999; Huyghe, 2003). Elle est cultivée
essentiellement pour une exploitation en fauche, sur des sols non acides et non hydromorphes.
Elle est exploitée pour sa partie aérienne riche en protéines et destinée a 1’alimentation
animale (Julier et Huyghe, 2010). Gréace a sa capacité a fixer I’azote atmosphérique, la luzerne
peut s’adapter aux situations de faibles ressources en azote minéral du sol. Ce qui lui confére
un double intérét économique par une réduction de la fertilisation azotée et par conséquent
des engrais azotés de synthése associée a une production de protéines, et un intérét écologique

par la limitation de lixiviation des nitrates vers la nappe phréatique.

Au Maroc, la culture de luzerne occupe plus de 100 000 ha, soit environ 22% de la
superficie totale consacrée aux cultures fourragéres (Bouizgaren et al., 2011). Sa contribution
aux unités fourragéres produites se situe a environ 50% du total. Son importance réside dans
son haut potentiel de production, sa grande qualité et sa souplesse d'exploitation

(affourragement en vert, fanage, paturage, déshydratation, ensilage) (Bouizgaren, 2007).

Cependant, les besoins en eau de la luzerne sont élevés et se situent aux alentours de
10 000 m®/ha/an (Bouizgaren, 2007). Actuellement, les ressources hydriques sont de plus en
plus rares en raison de la succession des années de sécheresse associée a une grande variation
annuelle des précipitations et leur distribution (Bouizgaren et al., 2011). Ce qui limite la
productivité des cultures et leur persistance. Ce déficit en eau est crucial entre les mois de Mai
et Septembre qui est la période de pleine production de la luzerne. En outre, au cours de cette
période I’efficience d’utilisation de 1’eau par cette culture est trés faible. Par conséquent, la

productivité de la luzerne dépend de sa capacité a tolérer le déficit hydrique chronigue estival.

Dans ce contexte, cette étude vise a sélectionner au sein de 154 familles demi-fréres
issues de la descendance d’un croisement entre trois cultivars de luzerne (Mumuntanas, Sardi
et Erfoud) connus pour leur tolérance au déficit hydrique estival. Les familles a sélectionner
devrait présenter une persistance en conditions de sécheresse, surtout en été lorsque la
disponibilité de I'eau est tres critique en raison de la forte demande pour l'irrigation imposée
par la concurrence avec des cultures irriguées plus rentables. Ces familles vont constituer les

parents pour la création d’une variété synthétique. La principale caractéristique de cette
1



derniére est la tolérance au stress estival (dormance estivale) avec une efficacité d’utilisation

de I'eau (EUE) et de la production fourragére maximale.



CHAPITRE 1:

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE



. Présentation de la culture de la luzerne

-1 Généralités

La luzerne (Medicago sativa L.) est I'une des Iégumineuses fourragéres qui représentent
une bonne source d’alimentation du cheptel riche en protéines, en fibres et en énergie. Par
conséquent, elle est a la base de la production du lait et de la viande (Russelle, 2001). C’est
une plante pérenne herbacée fourragere allogame, entomophile, tétraploide avec un nombre
chromosomique de base n=8 dont le fruit est une gousse (Caratini, 1984). Elle posséde un
systéme racinaire pivotant, trés développé et profond (jusqu’a deux métres) permettant de
fragmenter le sol et d’améliorer sa structure (Thi¢beau et al., 2003). La racine porte des petits
organes dites nodosités ; ou a lieu la fixation symbiotique de I'azote avec Rhizobium meliloti
(Awad et al., 2011). Cette caractéristique permet a la luzerne, contrairement aux autres

cultures, d’assurer sa nutrition azotée.

I-2 Caractéristiques botaniques

La luzerne appartient a la famille des Fabaceae, sous-famille des Papilionaceae, tribu
des Trifolieae et genre Medicago. La luzerne cultivée au Maroc appartient a 1’espéce
(Medicago sativa L.). Dans d’autres régions plus septentrionales, M. falcata est cultivée aussi
sous I’appellation de luzerne. Selon la classification classique des plantes, proposée par Carl
Von Linné (1753), la position systématique de la luzerne (Medicago sativa L.) est la suivante:

- Embranchement : Anthophytes

- Classe : Dicotylédones
- Famille : Fabacées

- Sous famille  : Papilionacea
- Tribu - Trifolieae

- Genre : Medicago

I-3 Morphologie

La luzerne a une racine principale pivotante tres longue et des racines secondaires plus
ou moins ramifiées. La tige porte des feuilles alternes trifoliées finement dentées au sommet.
Elle présente des fleurs hermaphrodites de couleur violette, groupées en inflorescence sous
forme de grappe courte et pyramidale comportant 15 a 30 fleurs (Birouk et al., 1997) (figure
1).
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Figure 1. Morphologie de la plante de luzerne (Medicago sativa L.)
(Undersander et al., 2011).

I-4 Cycle de développement

La germination de M. sativa est épigée. Des que les cotylédons sont émis, la premiére
feuille est unifoliée (figure 2). Les feuilles suivantes sont trifoliées dentées et rattachées a la
tige par un pétiole. Ainsi, la premiére tige grandit en produisant des feuilles alternées en
général de type trifoliées. Pendant le développement de la plante, il y a croissance du
bourgeon axillaire de la premiére feuille unifoliée pour donner une tige secondaire. Apres,
deux autres tiges secondaires démarrent a sa suite depuis le niveau des cotylédons. Le nombre
de tiges secondaires varie en fonction de types de luzerne. Celui de type non dormant produit

plus de tiges secondaires que le type dormant dont la croissance est stoppée en hiver.

1 : Germination épigée
2 : Premiére feuille unifoliée
3 : Feuilles alternées trifoliées

4 : Premiére tige secondaire

5 : Tiges secondaires ultérieurs
(tallage).

Figure 2. Stades du développement de luzerne (Mauriés, 1994).



I-5 Exigences pédoclimatiques

La luzerne affectionne les sols secs et neutres de pH compris entre 6,5 et 7,2 (Penhouet,
2008). Les semis se développent rapidement au-dessus de 20°C, une température qui constitue
par ailleurs une moyenne optimale de croissance pour la plante. La croissance est en effet
fortement réduite en-dessous de 10°C et au-dessus de 35°C (Craufurd et al., 2003). Pour une
bonne germination, les graines de luzerne ont besoin d'un sol humide sans lequel la croissance
des racines et de la plante serait réduite. Le systeme racinaire profond de la luzerne lui permet
de bien supporter la sécheresse (Collin et al., 2003). Compte tenu de la petite taille des graines
de luzerne, un travail du sol fin en surface est nécessaire. Il permet un bon contact graine/sol

et favorise les remontées capillaires d’eau (Collin et al., 2003).

Le froid peut entrainer plusieurs dommages telles que [D’altération de la stabilité
membranaires, la génération d'especes réactives de l'oxygene (ROS), la dénaturation des

protéines et I'accumulation des produits toxiques (Zhu, 2001; Shao et al., 2008).

L’eau constitue le principal facteur limitant la production de la luzerne. La quantité
d’eau a apporter varie largement en fonction des conditions édapho-climatiques et du systeme
d’irrigation. Environ 800 a 1000 m® d’eau/ ha sont nécessaires pour produire 1 tonne de maticre

seche (Bouizgaren, 2007).

I-6 Importance agronomique

L’intérét agronomique majeur de la luzerne consiste dans la grande production
fourragere en zone seéche et dans la diminution de I’utilisation d’engrais azotés. Grace a leurs
propriétés fixatrices d’azote, ce qui correspond a une économie appréciable de consommation
d'énergie fossile génératrice de gaz a effet de serre (Erice et al., 2010). Et leurs racines
pivotantes et profondes permettent d’améliorer la structure du sol et aussi de limiter la perte
de nitrate par lessivage et de limiter les risques d'érosion (broderick, 2001). La luzerne
posséde une grande capacité a se ressemer naturellement d'une année a une autre. Cette
propriété peut aboutir a une installation pérenne adaptée aux aléas climatiques des zones
méditerranéennes diminuant ainsi le phénomeéne d’érosion des sols. Par ailleurs, de
nombreuses espéces et sous-espeéces de Medicago présentent aussi des caractéres d'intérét
agronomique, tels que la tolérance au paturage (capacité d’enracinement et de repousse), la

tolérance a la sécheresse, a la salinité et aux maladies (Bouizgaren, 2007).



I-7 Importance nutritive

Comme toutes les 1égumineuses, la luzerne posséde beaucoup d’avantages telle que, la
haute qualité d'alimentation (Mo et al., 2011). Elle permet une économie importante d'engrais
azotés ce qui correspond a une économie appréciable de consommation d'énergie fossile

géneratrice de gaz a effet de serre (Lemaire, 2006).

La luzerne fournit un fourrage riche en protéine, en matiéres azotée digestibles et en
vitamines (Janati, 1990 ; Chaibi, 1999). En effet, les parties aériennes récoltées présentent une
haute valeur protéique (environ 3 a 3,5 tonnes de protéines par hectare et par an), loin devant
celles des protéagineux et oléo-protéagineux tels que le pois (Pisum sativum L.) et le colza
(Brassica napus L.) (Huyghe, 2003). Ainsi, le fourrage vert contient une bonne quantité de
vitamine C (0,5%). Elle est trés riche en acides aminés, mais aussi en minéraux dont le
calcium, le fer, le phosphore, le zinc, ou le cuivre ainsi qu’en vitamine A et K. En plus, elle
constitue une source importante de chlorophylle (Schoutteten, 2004). Le glucose, le fructose
et le saccharose sont les glucides solubles essentiels et représentent 5 a 13 % de la matiére
séche selon le stade de croissance, le cycle de récolte et le génotype (Bouizgaren, 2007).

I-8 Tolérance aux contraintes abiotiques

Dans la majorité des sols cultivés, la productivité végétale est limitée par plusieurs
contraintes abiotiques dont les plus importantes sont le déficit hydrique et la salinité
(Bouizgaren et al.,, 2011 ;Farissi et al., 2013 ; Latrach et al., 2014). Ces contraintes
constituent des facteurs majeurs limitant considérablement la productivité agricole en général
et celle de la luzerne en particulier sur une superficie d’environ 40% de la surface terrestre,
notamment dans la région méditerranéenne (FAO, 1988). Actuellement prés de 25% des
terres irriguées au Maroc sont confrontés au probleme de la salinité qui affecte
particulierement les zones arides et semi-arides (Hassani et al., 2008). Au niveau de ces
écosystemes difficiles, les populations locales de la luzerne sont largement utilisées en raison
de leur tolérance et leur adaptation aux différentes conditions pédoclimatiques marocaines
(Bouizgaren, 2007).



Il. La contrainte hydrique

11-1 Genéralites
Un stress hydrique peut se produire aussi bien sous 1’effet d’un excés que d’un manque
d’eau. Le stress provoqué par I’excés d’eau induit habituellement une réduction de I’apport
d’oxygene qui limite a son tour la respiration, I’absorption des nutriments et d’autres
fonctions racinaires cruciales. Le stress provoqué par un déficit hydrique est plus fréquent, de
sorte que I’expression de stress de déficit hydrique est abrégée en stress hydrique (William et

Charles-Marie, 2003).

Chez la luzerne, le stress hydrique est généralement considéré comme un facteur
physique limitant de la production du fourrage. 1l affecte la croissance, le développement, le
rendement et la qualité des fourrages. Par exemple, il provogue chez la luzerne la diminution
de 49% de la biomasse et une augmentation de 18% en rapport feuille/tige (Buxton, 2004).
Trois principaux mecanismes réduisant le rendement des cultures suite a un déficit hydrique :
(i) la réduction de I'absorption du rayonnement photosynthétique par le couvert végétal (ii) la
diminution de I'efficience d'utilisation du rayonnement (iii) la réduction de l'indice de récolte
(Earl et Davis, 2003).

11-2 Effet du déficit hydrique sur la luzerne

La réponse des plantes aux stress, entre autre le déficit hydrique, dépend des
caractéristiques de cette contrainte et celles de la plante. Un stress se définit par son intensité,
sa durée, le nombre d’expositions ainsi que par son association a d’autres stress (Bray et al.,
2000). Chez la plante de la luzerne, le stress hydrique induit des modifications
morphologiques, physiologiques, et moléculaires. La réponse a ce stress varie en fonction du

stade de développement, des organes ou tissus touchés (Hamidi et Safarnejad, 2010).

11-2 -1 Effet sur la germination des graines
La germination est considérée comme un stade critique dans le cycle de
développement de la plante. Elle conditionne I'installation de la plantule, son branchement

sur le milieu, et probablement sa productivité ultérieure.

L'influence du stress hydrique sur la luzerne peut se manifester dés la germination. Au

semis, l'insuffisance d'humidité du sol entraine une germination des graines irréguliére et une

8



émergence non synchronisee des plantules, induisant un faible peuplement et un rendement
réduit (Harris et al., 2002; Kaya et al., 2006 ; Wu et al., 2011).

11-2-2 Effet sur la croissance

Un déficit hydrique, trés modéré et ne présentant pas de symptémes flagrants, se traduit

chez beaucoup d’espéces par une modification importante de 1’architecture de la plante

(Tardieu et al., 2006 ).

La luzerne présente un systéeme radiculaire tres profond est développé a la ligne. Par
conséquent, elle a besoins des quantités importantes d’eau. Egalement, le déficit hydrique
affecte fortement le développement de I’appareil végétatif, la hauteur et le nombre des tiges,

le poids des racines, le taux de croissance des feuilles et le poids sec (Mauries, 1988).

Les travaux de Gis et Mott (1952), sur Medicago sativa ont montré que la croissance de
la partie aérienne est réduite par le stress hydrique. La croissance des tiges est plus affectée
que celle des feuilles. Le nombre de tiges par plant, 1I’élongation des tiges, le nombre d’entre-
nceuds par tige, la longueur des entre-nceuds et des ramifications sont tous réduits par cette

contrainte hydrique.

Selon Bhatt et Srinivasa, (2005), la réduction de la hauteur de la plante est associée a un
déclin de I'élargissement cellulaire et une augmentation de la sénescence des feuilles. En effet,
la croissance des plantes se fait a travers la division, 1’élargissement, et la différenciation
cellulaire, et implique des processus génétiques, physiologiques, écologiques et
morphologiques, ainsi que leurs interactions complexes. La qualité et la quantité de cette
croissance dépendent de ces processus qui sont affectées par le déficit hydrique.

La réduction de 1'absorption de I’eau est le résultat de la diminution de la teneur en eau
au niveau des tissus, et par suite, la perte de la turgescence. De méme, le déficit hydrique
réduit la photo-assimilation et les métabolites nécessaires a la division cellulaire. En
conséquence, la mitose est réduite, I'¢longation et 1’expansion cellulaires des cellules

entrainent la réduction de la croissance (Farooq et al., 2009).

11-2-3 Effet sur le rendement
Plusieurs travaux ont mis en évidence I’influence négative du déficit hydrique sur le

rendement qui est déterminé par plusieurs processus physiologiques sensibles a type de stress.

9



Le rendement integre une grande partie de ces processus physiologiques d'une fagon
complexe. Chebouti et al., (2000) ont montré que quelle que soit la phase ou le déficit
hydrique a été imposé, une la réduction de la production des gousses et des graines est
provoqué chez les populations des trois espéces de Medicago. Toutefois, cette réduction a été
plus importante lorsque le stress est appliqué durant la phase floraison que durant la phase
végetative. Des résultats similaires ont été obtenus par Chebouti et Abdelguerfi (2000) chez
les populations de Medicago truncatula soumises a un déficit hydrique durant la
phase vegétative et la phase de floraison. Chez le Medicago sativa, Moise (1976) a souligné
que sous déficit hydrique, la floraison est plus précoce et la hauteur de végétation est plus
faible qu’en conditions humides. Ce méme auteur a signalé également que le déficit hydrique

pourrait augmenter le rapport feuilles/tige.

11-2-4 Effet sur la photosynthése

La photosynthése est le mécanisme par lequel les plantes chlorophylliennes utilisent de
I’énergie lumineuse et a partir du dioxyde de carbone et d’eau, ils synthétisent leur propre
matiére organique nécessaire a leur croissance et leur développement. Le carbone (avec
I’oxygene) étant le principal élément constitutif des plantes, représente environ 40% de leur
matiere seche. On peut donc dire que la production de la matiére seche correspond au bilan de
quantités de carbone assimilées par photosynthése et des quantités restituées a 1’atmosphere
par respiration. Le CO, doit diffuser depuis I’atmosphére jusqu’aux chloroplastes, qu’on
trouve dans les cellules foliaires, et au niveau desquels se déroule la quasi-totalité de la
photosyntheése (Bethenod et al., 1996).

L’effet majeur du stress hydrique est la réduction de la photosynthese, qui se traduit par
une diminution de la surface foliaire, une altération de I’appareil photosynthétique, une

sénescence prématurée des feuilles et la réduction des assimilas (Wahid et Rasul, 2005).

L’effet du déficit hydrique se manifeste par une diminution de la conductance
stomatique et donc de la fixation du CO; par les feuilles. La disponibilité du CO, pourrait

conduire a des dommages de I’appareil photosynthétique (Cornic et Massacci, 1996).

La fermeture stomatique due a la sécheresse limite également la transpiration (la
régulation des pertes en eau des feuilles par les stomates), et se traduit donc par un
échauffement important des tissus foliaires. Des valeurs élevées de température foliaire

provoquent une altération de ’appareil photosynthétique (Cornic et Massaci, 1996).
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11-2-5 Effet sur les membranes cellulaires

Le déficit hydrique provoque un changement de 1’état physique des membranes et peut
réguler aussi ’activité des protéines membranaires intégrées, comme les aquaporines qui sont
impliquées dans le contrdle du volume cellulaire ou I’homéostasie de la turgescence

(Tyerman et al., 2002).

11-2-6 Effet sur le métabolisme de la plante

Sous déficit hydrique I’acide abcissique (ABA) est sécrété en une forte concentration et
l'activité de l'invertase acide vacuolaire est fortement corrélée avec la concentration de I’ABA
xylémique (Trouverie et al., 2003). Parmi les métabolites qui interviennent aussi au cours du
stress hydrique il y a H,O, qui agit comme un signal local ou systémique pour la fermeture
des stomates et 1’acclimatation des feuilles aux fortes irradiations (Pastori et Foyer, 2002). Mc
Ainsh et al. (1996) ont trouvé que les applications exogénes de H,O, ont induit une
augmentation de la teneur en calcium cytosolique et par conséquence une fermeture

stomatique.

I1- 3 Mécanisme de tolérance a la sécheresse

De nombreux auteurs ont étudié les stratégies qui permettent aux plantes dans le climat
méditerranéen de faire face avec succes a la plupart des conditions de stress comme la
sécheresse estivale (Vitale et al. 2012). Les plantes ont développé une grande diversité de
mécanismes morphologiques et physiologiques de tolérance a la sécheresse (Blum 1996; Peter
& Roussos 2013).

11-3-1 Maintien du potentiel hydrique faible

La tolérance a la sécheresse repose sur la capacité des plantes a maintenir un potentiel
hydrique relativement faible dans les tissus. Ce mécanisme a pour objectif de minimiser les
pertes d’eau par transpiration foliaire et de maximiser I’absorption d’eau par les racines. Pour
ce faire, les plantes réduisent leur transpiration par la fermeture des stomates et la diminution
de la surface transpirante par enroulement foliaire. Aussi, elles augmentent leur absorption
racinaire en augmentant la profondeur de leur systeme racinaire, sa densité et son degré de
ramification (Turner et al, 2001; Kavar et al., 2007).
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11-3-2 L’ajustement osmotique

L’ajustement osmotique est réalisé grace a I’accumulation des solutés (principalement
vacuolaire) conduisant a un maintien du potentiel de turgescence (Blum, 1989; Morgan et al.,
1986). Ces solutés peuvent étre par exemple : des sels de potassium (Ford et Wilson, 1981),
des acides organiques (Pham Thi, 1976) et des sucres solubles. Ces derniers constituent
souvent les composés majeurs des solutés accumulés (Acevedo et al., 1979 ; Ackerson, 1981).

Les solutés responsables de 1’osmorégulation sont essentiellement des acides
organiques, des acides amines et des sucres. Certains constituants inorganiques peuvent étre
présents. Parmi les acides aminés, 1’accumulation de la proline pourrait conduire a une
osmorégulation plus efficace. L’ajustement osmotique peut étre aisément évalué a partir des
mesures de potentiel osmotique et de la teneur relative en eau, 1’accumulation des sucres

solubles étant la cause essentielle da la baisse du potentiel osmotique (Rekika, 1997).

11-3-3 Les adaptations biochimiques

11-3-3-1 Accumulation de la proline
Parmi les changements biochimiques constatés chez les plantes placées sous déficit
hydrique, on trouve I’accumulation de la proline. En effet, cette accumulation est I’une des
stratégies adaptatives fréquemment observées chez les plantes pour limiter les effets du stress

hydrique. Elle est liée a 1’osmorégulation cytoplasmique (Acevedo et al., 1989).

Benabderrahim et al, (2008), ont montré que pour tous les génotypes qui ont été étudiés
I'accumulation de proline a augmenté chez les plantes de luzerne exposées a un stress
hydrique, Ces données ont confirmé que la proline est un acide aminé important pour
I'ajustement osmotique chez la luzerne soumis a un déficit hydrique. Les molécules
organiques accumulées tels que la proline et la glycine bétaine sont appelés solutés
compatibles (Oukarroum et al. 2012), car ils peuvent étre accumulés a des concentrations
élevées sans perturber les fonctions physiologiques normales (Safarnejad et al. 1996).

11-3-3-2 Accumulation des sucres solubles

Lors d’un déficit hydrique, les réserves amylacées sont progressivement utilisées et
pourraient étre un facteur de tolérance d’un manque d’eau. Lorsque la contrainte hydrique
cesse, la feuille reconstitue les réserves d’amidon, et si une nouvelle contrainte hydrique

intervient, le temps d’adaptation est plus court (Hirech, 2006).
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Une accumulation importante des sucres solubles a été rapportée chez plusieurs especes
en présence du stress hydrique telles que le soja (De Ronde et al., 2004 ; Muller et al., 1996)
et le blé (Bajji et al., 2001).

11-3-3-3 Synthése des protéines

Les conditions de sécheresse apportent des changements quantitatifs et qualitatifs sur
les protéines végetales (Seyed et al., 2012).

La déhydrine est une protéine hydrophile induite par le stress hydrique et par I’ABA.
Elle peut étre synthétisée dans les différents organes de la plante (Galau et close, 1992).

L’induction des protéines par le déficit hydrique dépend du stade de développement de

I’organe considéré et du génotype (Riccardi et al., 1998 ; Vincent et al., 2005).
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CHAPITRE 2:
MATERIELS ET METHODES
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I- Protocole expérimental de I’essai au champ

I-1 Site d’installation de P’essai

L’essai est installé au champ dans le Domaine Expérimental Sdada de I’'INRA de Marrakech
situé & 14 Km au Sud-Ouest de la ville de Marrakech sur la route d’Essaouira. Ce Domaine
expérimental est soumis a un climat semi-aride avec un hiver froid et un été chaud et sec. En plus
des eaux pluviales, le Domaine dispose comme ressources hydriques d’eau de barrage (débit de 30
I/s) et de deux forages de 150 m de profondeur. Actuellement I’irrigation est assurée par 1’eau de

forage. Le sol du Domaine étant limono-argileux et pauvre en matiere organique.

I-2 Materiel végétal

Le matériel végétal est constitué de 154 familles demi-fréres issus d’un croisement entre trois
cultivars de luzerne (Medicago sativa L.) ayant présentées une grande tolérance au déficit hydrique

estival et une bonne adaptation aux conditions marocaines.

Tableaul. Origine des cultivars utilisés en croisement (Bouizgaren et al., 2011)

Cultivars Origine Classe de dormance hivernale
Mamuntanas Italie 7
Erfoud Maroc 9
Sardi 10 Australie 10

-3 Germination de semences

Avant la transplantion des plantes au champ, les semences de 154 familles demi-fréres ont
été germées dans des plateaux en plastiques dont les alvéoles ont été remplis par la tourbe. La

germination a été réalisée sous serre.
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-4 Installation de P’essai

Le modéle expérimental adopté pour I’essai est (Alpha Lattice Designs) avec cing
répartitions. Chaque répartition comporte 14 blocs aléatoires incomplets. Chaque bloc comporte 11
parcelles élémentaires correspondant a une famille demi-frere représentée par 42 plantes. Les
bordures de chaque parcelle élémentaire ont été plantées par une variété controle (Siriver). Les
plantes des deux lignes de bordures droites et gauches (12 plantes chacune) ont été évaluées afin de

corriger I’effet du gradient de fertilité s’il y a lieu.
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Figure 3. Plan de la premiére répétition de I’essai installé selon le modéle expérimental
Alpha-Lattice.
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o Plantes mesurées de la famille testée. Au total: 42 plantes par parcelle élémentaire
e Plantes bordures mesurées de la variété controle. Au total: 12 plantes par parcelle élémentaire
a Plantes non mesurées de la variété controle. Au total: 18 plantes par parcelle élémentaire

Figure 4. Plan des parcelles élémentaires

1-5 Application du stress

Le déficit hydrique a été appliqué sur 1’ensemble de I’expérience d’abord par un stress
modéré en apportant des irrigations qui correspondent a 20 mm d’eau au cours des mois Avril et
Mai, et un stress sévere au debut de juillet jusqu’a mi-septembre dont I’irrigation a été arrétée tout

au long de cette période. Le reste de I’année, aucun stress n’a été appliqué.

2014 2015

y '

Fev Mars Avr Mai Jui Juil Aout Sep Oct Nov Déc Jan Fév Mars Avr Mai

> > > > >
Pasde  Stress Stress severe (arrét Pas de Stress
stress ~ modéré  des irrigations) stress modéré

Figure 5. Application du stress hydrique au niveau de 1’essai
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I1- Les parametres évalués

I1-1 Parameétres agronomiques
a. Hauteur de la tige (HT)

La hauteur des plantes a été mesurée a l'aide d'une regle graduée. Ce parameétre nous
permet d’évaluer l'effet du déficit hydrique sur la croissance aérienne des plantes. On est
réalisé trois répétitions par parcelle élémentaire.

b. Surface foliaire (SF)
La surface foliaire est déterminée a I’aide du logiciel « Image J ». Les étapes a suivre pour
effectuer cette mesure :

- Coller 28 feuilles de chaque génotype sur une feuille blanche avec échelle.

Scanner I’ensemble a I’aide d’un scanner numérique.

Traiter I’image numérisée avec « Image J » qui permet d’obtenir la surface des feuilles.

4 feuilles de taille moyenne par parcelle élémentaire ont été choisies au hasard.
c. Matiére verte (MV)

Apres séparation de la partie aérienne de la partie racinaire des plantes, le poids de la

matiere verte a été déterminé par pesée des plantes de chaque parcelle élémentaire.
d. Taux de mortalité

Les plantes mortes dans chaque parcelle élémentaire ont été comptées. Le taux de

mortalité des plantes est exprimé en pourcentage.
11-2 Les paramétres physiologiques

a. Déficit de saturation hydrique

Les tissus des plantes sont les plus souvent en état de déficit hydrique et le DSH permet
d’apprécier cet état (Coudret, 1981). Pour déterminer le DSH, des échantillons de feuilles ont
été prélevés et leur poids frais (MF) a été mesuré. Le poids de saturation en eau d'échantillons
(MFsat) a été déterminé en les gardant dans I'eau pendant 4 h. Puis, leur poids sec (MS) a été
déterminé apres séchage d’échantillons au four a 80°C pendant 24h. Le DSH a été défini
comme suit:

DSH % = ((MFsat- MF)/ (MFsat —MS))*100)
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b. Potentiel hydrique

Le potentiel hydrique des plantes a été mesuré a 1’aide d'une chambre a pression (PMS
Instrument Company model 1000). Il s'agit d'estimer, a I'aide de la pression d'un gaz neutre
applique sur une feuille, la capacité des cellules a retenir I'eau. Moins il y aura d'eau libre dans
la plante, plus la pression nécessaire pour la faire sortir sera forte. Par conséquent, la pression
nécessaire pour extraire la seve de la feuille, est exprimée en Bar, toujours en valeur négative.

Ce potentiel représente I'état hydrique de la plante a un instant donné.

Le potentiel hydrique de trois feuilles de chaque famille demi-frere a été mesuré.

c. Conductance stomatique

La mesure de la conductance des stomates a été faite sur des feuilles saines a 1’aide d’un
poromeétre (Leaf porometer, model SC1, DECAGON DEVIS, version, 2012). On est réalisé
trois mesures dans chaque parcelle élémentaire. La conductance stomatique est exprimée en
mmol de H,O/m?.s. Sous une température de 36°C+1 et une humidité relative d’environ 60%
+2.

d. Fluorescence chlorophyllienne

Pour évaluer I’intégrité fonctionnelle du photosysteme 1l (PS II), des mesures de la
fluorescence chlorophyllienne ont été faites sur des feuilles matures et saines, a 1’aide d’un
fluorimétre portatif (OPTI-SCIENCES OS30p+). Trois mesures par parcelle élémentaire a été
faite.

Les mesures ont portées sur les paramétres suivants :

e Fluorescence initiale (F0): c’est la valeur minimale de la fluorescence lorsque tous
les accepteurs d’¢électrons du photosystéme II (PS II) sont complétement oxydés.

e Fluorescence maximale (Fm): elle correspond a la valeur maximale de la
fluorescence obtenue pour la méme intensité lumineuse. Cette valeur est obtenue lorsque
toutes les premicres quinones accepteuses d’électrons sont complétement réduites;

Rendement quantique: il est exprimé par le rapport (Fm-F0)/Fm= Fv/Fm, dans lequel Fv est la

fluorescence variable.

Rapport gratuit.com @
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I11-3 Parameétres biochimiques

a. Teneur en chlorophylle
La teneur en chlorophylle a ét¢ déterminée selon la méthode d’Arnon (1949), cette
méthode consiste a broyer 60 & 80 mg de feuilles dans 1’acétone 80 % pour I’extraction de la
chlorophylle, puis I’extrait a été centrifugé a 5000xg pendant 15 min. Aprés on mesure la
densité optique au spectrophotometre a 663 et 645 nm. La teneur en chlorophylle a été

déterminée selon la formule suivante:

Chlorophylle Totale (mg.ml™) = (20.2xAg45+8.02% Agga)

Avec, A= absorbance

b. Dosage des protéines solubles

> Extraction

L’extraction des protéines solubles a été réalisée par broyage de 100 mg MF a froid
dans 4 ml du tampon Tris- HCI 0,1 M a pH 7,5 (Annexe 1). Le broyat a été ensuite centrifugé
a 16000 x g pendant 15min. Le surnageant a été récupéré et a servi pour le dosage des

protéines solubles.
> Dosage

Le dosage des protéines a été réalise par la méthode de Bradford (1976). 1 ml d’extrait
dilué a été prélevé dans des tubes et additionnés de 2 ml du réactif de Bradford (Annexe 2).
Apres agitation suivie d’un repos de 4 min a température ambiante, la densité optique (DO) a
été mesurée a 595 nm. Les quantités de protéines ont été déterminées en utilisant une gamme

étalon établie par des solutions de sérum albuminé du bovin (SAB) (Annexe 3).

c. Dosage de la proline et des sucres solubles
> Extraction
L’éthanol peut étre substitué a MCE (M¢éthanol Chloroforme-eau) pour I’extraction
suivant la méthode de ’AOAC (Association of Official Analytical chemists, 1955) modifiée
par Nguyen et Paquin (1971). Il a I’avantage de permettre sur le méme extrait le dosage des
sucres, des acides organique et d’autres composés solubles.
Environ 200mg de matiere seche de différents génotypes sont broyés dans 5ml

d’éthanol 95% suivi de trois ringages et lavage avec Sml d’éthanol 70% chaque fois. Pour
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I’extraction de la proline on preleve 5ml de surnageant auxquels on ajout 2ml de chloroforme
et 3ml d’eau. On laisse reposer toute la nuit.
» Dosage de la proline
Selon la méthode de Singh et al.,(1973) modifiée. On préléve de 0,2 a 1 ml de la phase
supérieur de I’extrait en évitant de toucher a la phase inférieure. On ajout alors 10 ml d’cau et
apres agitation on ajout 5ml du réactif la ninhydrine (0.125g de ninhydrine dans 2ml de
H3PO4 6M plus 3ml de I’acide acétique glacial) (Annexe 4) et de 5ml de I’acide acétique
glacial. Apres agitation et chauffage a bain marie a 100°C pendant 45 min. Le mélange est
refroidi et 2ml de toluéne a été ajouté. Aprés agitation, on laisse reposer de 25 a 30 minutes.
La densité optique de la phase supérieure est réalisée par spectrophotométre a 520 nm. La
teneur en proline est effectuée a 1’aide d’une gamme étalon (Annexe 5).
» Dosage des sucres solubles
On préléve 1ml de l'extrait alcoolique auquel on ajout 3 ml d’anthrone (150 mg
d’anthrone, 100 ml d'acide sulfurique a 72%) (Annexe 6). Les échantillons placés dans un
bain d'eau bouillante pendant 10 minutes. Apres on mesure la densité optique au
spectrophotomeétre a 625nm. La teneur en sucres solubles est déterminée a 1’aide d’une

gamme étalon de glucose (Annexe 7) et exprimées en mg g™ de matiére séche de feuilles.

1.  analyse statistique
Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel SPSS version 20.0.
1- Analyse de la variance (ANOVA) a un critére de classification, selon le Modéle Mixte
Linaire : Y= + Pj + byg) + Ti +€jj
Pj: Répétition (j=1...r ; r=2)
bmg) : Bloc incomplet (m=1...s; s=14)
1i . Famille (génotype) (i = 154)

ejj . Erreur résiduelle

2- Lorsque une différence est révélée significative pour un paramétre donnée, les familles

demi-fréres ont été classées par le Test Newman & keuls en groupes homogenes.

3- Corrélations pour déterminer les relations entre le rendement fourrager et la persistance et

les parametres étudiés.
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CHAPITRE 3:
RESULTATS ET DISCUSSION
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I. Caractérisation de la variabilité des paramétres agronomiques

I-1 Analyse de la variance

L’analyse de la variance (ANOVA) a montré 1’existence des différences significatives
entre les familles demi-fréres de luzerne testées (tableau 2) vis-a-vis les parametres

agronomiques étudies.

Tableau 2 : Analyse de la variance (ANOVA) pour les parametres agronomiques étudiés

Parametres Somme des carrés Moyenne . Signification
. d.d.l . Fisher o

agronomiques de type Il des carrés (0=5%)

Matiére Verte 79,31 153 0,518 1,63*** <0.0001

Hauteur des plantes 11815,87 153 | 77,22 | 3,607*** | <0.0001

% de plantes mortes

apres application du 196,34 153 1,28 1,97*** <0.0001

stress estival

surface foliaire 936,35 153 6,12 26,88*** <0.0001

*** : tres hautement significatif

I-2 Rendement en matiere verte (MV)
Les rendements en matiéres vertes enregistrés pour les familles étudiées de luzerne ont
variés entre 0,37 kg/m?2 pour la famille demi-fréres © 141” et 3,86 kg/m? pour la famille ‘17°.
La figure 6 montre le classement des familles demi-fréres selon leurs rendements en matiére

verte.

La classe des familles demi-fréres ayant un bon potentiel fourrager (>1,8 kg/m?) ne
représentent que 3,24% de ’ensemble du matériel végétal ¢tudié. Quant aux familles demi-
freres présentant un faible rendement fourrager, leurs fréquences est d’environ 6%. La
majorité des familles (environ 50%) ont des valeurs de ce paramétre qui varient entre 0,8
kg/m2 et 1,35 kg/mz.

Toutefois, le test de Student-Newman-Keuls n’a décelé que deux groupes de familles
homogeénes. Le premier est constitué par la famille ‘17’ et le second est formé par le reste des

familles demi-freres.
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Ce rendement en biomasse est 1’un des principaux caracteres visés pour la création de
nouvelles variétés. Ces familles demi-fréres sont issues des croisements par pollinisation libre
entre trois cultivars ayant des origines géographiques différents. Ces cultivars ont des
différents potentiels d’adaptation aux conditions locales de la région du Haouz. Ceci explique
les variations des rendements notées au sein du matériel végétal étudié. En outre, ils
possedent différents classes de dormance hivernale. Ce phénomeéne de repos hivernal a été
décrit tres tot chez la luzerne (Steinmetz, 1926). 1l est impose a la plante par des conditions
environnementales défavorables. Les températures basses, la photopériode courte ainsi que
I’interaction entre la température et le photopériodisme jouent un role prépondérant au niveau
de ce phénomeéne (Birouk, 1989). Ce caractere est également recherché et explique en partie

la variation du rendement noté au sein des familles étudiées.
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Figure 6. Distribution des familles de luzerne selon leur rendement en matiere verte.

I-3 Taux de mortalité des plantes sous stress hydrique estival

Les familles demi-freres étudiées ont montrées une large variation pour la
tolérance au stress hydrique estival imposé par des arréts des irrigations entre juin et
mi-septembre. Cette tolérance est exprimée en termes de pourcentage de mortalité

des plantes calculé apres réhydratation en fin été. Ce parameétre a varié entre 1,38%
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et 4,83%. Environ 10% des familles demi-freres ont une bonne persistance au stress
estival. Alors qu’environ 37% des familles demi-freres ont enregistrés des taux de

mortalités des plantes qui dépassent 3,5% (figure 7).

Le test de Student-Newman-Keuls a permis de regrouper les familles demi-

freres étudiées en quatre groupes selon leurs taux de mortalités.

Cette large variabilité de la persistance notée au sein des familles étudiées est
vivement recherchée pour la sélection d’un matériel ayant un grand potentiel du
repos estival. Une famille est considérée persistante si elle possede un équilibre
stable ou une augmentation nette entre la production et la perte de plantes sur une
longue période (Nie et Norton, 2009). L'idiotype recherché dans notre cas est une
famille qui a une endurance a la sécheresse estivale couplée avec un taux de
croissance éleve lorsque la disponibilité d’humidité est non limitante (Pecetti et al.,
2010). Ce repos estival est une meilleure stratégie d’économie de I’eau au cours de
cette période ou [I’efficience d’utilisation de I’eau est trés faible chez la luzerne

(Bouizgaren et al. 2011).
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Figure 7. Distribution des familles de luzerne selon leur taux de mortalité apres

application du stress hydrique estival.
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I-4 Hauteur de la tige principale (HT)

Une large variation de la hauteur de la tige principale a été notée au sein des
familles étudiées. Ce parameétre a varié entre 44 cm et 72,3 cm chez les familles
‘106 et ‘30 respectivement. Environ, 52% des familles ont présentées une hauteur
qui varie entre 62 et 66 cm. Alors qu’uniquement 11% des familles ont dépassées

une hauteur de 68 cm (figure 8).

Le test de Student-Newman-Keuls nous a permis de classer les familles

étudiées en 12 classes qui se chevauchent entre eux.

Christan (1977), Matthias and Smith (1997) et Bai and Li (2003) ont signalé
que la luzerne, malgré sa capacité d’exploiter le sol profond grédce a ses racines
pivotantes, sa croissance est fortement réduite en cas de déficit d’alimentation
hydrique. D’autres travaux ont montrés que le deficit hydrique provoque une
réduction de la croissance des plantes (Farooq et al., 2008). Il inhibe I’élongation
cellulaire, réduit la photosynthése, interfére avec I’absorption minérale, et altére le
niveau des hormones (Antolin and Sanchez-Diaz 1993; Kusaka et al., 2005; Shao et
al.,, 2008). Ceci est lié en partie aux réserves racinaires des plantes. De nombreuses
études ont signalées que le déficit hydrique a réduit significativement la biomasse

racinaire (Laouar et al., 2001).
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% de familles demi-fréres
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Classe de hauteur des plantes (cm)

Figure 8. Distribution des familles de luzerne selon la hauteur de leur tige principale
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I-5 Surface foliaire (SF)

La surface foliaire a variée significativement entre les familles demi-fréres étudiées.
Les valeurs de ce parametre ont oscillées entre 2.4 cm?2 et 12.92 cm? chez les familles demi-
fréres “152° et ‘99’ respectivement. La majorité des familles demi-freres (environ 60%)
possedent des feuilles qui ont des surfaces foliaires qui varient entre 4,4 et 6,5 cm2. Toutefois

moins de 4% des familles demi-freres ont des feuilles larges qui dépassent 7,5 cm? (figure 9).

Le test de Student-Newman-Keuls a décelé une variabilité concernant la surface foliaire
chez les différentes familles demi-freres étudiés. En effet, il nous a classé les génotypes en

sept groupes de surface foliaire.

L’effet du déficit hydrique sur la surface foliaire a été rapporté par Saeed et El-Nadi
(1997), Aranjuelo et al., (2001) et Freyer et al., (2005) qui ont trouvé des différences
significatives de la surface foliaire entre des plantes stressées et non stressees. Le stress
hydrique a affecté le processus d'initiation des feuilles, le nombre de feuilles produites, et la
taille du limbe principalement par un effet sur la division cellulaire, et la taille des feuilles
(Brown et Tanner, 1983). La réduction de la surface du limbe enregistrée sous le régime plus
restrictif est trés souvent associée a un évitement de la contrainte hydrique (Fussel et al.
1991). Darera et al. (1969) cité par Hireche (2006) ont présumé que la diminution de la
surface de limbe est un trait majeur des plantes visant a limiter leurs besoins en eau lorsque

celle-ci est trés insuffisante.
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Figure 9. Distribution des familles demi-fréres étudiées selon leur surface foliaire.
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I-6 Corrélation entre les parameétres agronomiques

L’étude de corrélation entre les parameétres agronomiques étudiés a révélé 1’existence
d’une corrélation négative significative entre le rendement en matiére verte et le taux de

mortalité de plantes sous 1’effet du stress hydrique estival (tableau 3).

La persistance éelevée pourrait expliquer, au moins partiellement, la production de la
matiére verte relativement élevée, noté chez les familles demi-fréres ayant un bon rendement
fourrager. Ce dernier a présenté aussi une correlation significative mais positive avec la
hauteur de la tige principale. Chez les plantes sensibles, le stress hydrique inhibe a la fois
I’hypertrophie des cellules et la division cellulaire (Jaleel et al., 2009). Il réduit la croissance
des plantes en affectant divers processus physiologiques et biochimiques, tels que la
photosynthése, la respiration, la translocation, I'absorption d'ions, les glucides, le métabolisme
des nutriments et des promoteurs de croissance (Jaleel et al., 2008 ; . Farooq et al., 2008).
C’est ainsi que nous avons noté la corrélation négative (R=-0.185) entre la hauteur des tiges
principales et le taux de mortalité des plantes. Toutefois, la surface foliaire n’a présentée

aucune corrélation avec les autres parametres agronomiques étudiés (tableau 3).

Tableau 3. Corrélation entre les parameétres agronomiques étudiés

% de mortalité
. X Hauteur des
Matiére des plantes apres . -
A tiges Surface foliaire
Verte application du rincinales
stress hydrique P P
Matiére Verte 1 -0.738™* 0.095* 0.020NS
% de mortalité
des plantes -
apres 1 -0.185 0.010NS
application du
stress hydrique
Hauteur des 1 -0.010NS
tiges principales
Surface foliaire 1
NS : non significatif
' P\
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1. Caractérisation de la variabilité des parameétres physiologiques

I1-1 Analyse de la variance

L’analyse de la variance (ANOVA) a montrée ’existence des différences hautement
significatives entre les familles demi-freres de luzerne testées pour les quatre parametres

physiologiques étudiés (tableau 4).

Tableau 4. Analyse de la variance (ANOVA) pour les parameétres physiologiques étudiés

Parametres physiologiques Sommg des d.d.l Moyenn,e Fisher Signification
carrés des carrés

Déficit de saturation

hydrique (%) 134949,3 153 882,020 | 1460,68** <0.001

potentiel hydrique 26764,7 153 174,900 8,84*** |  <0.0001

Fluorescence 22,4 153 0,146 |1174,05%%*| <0.0001

chlorophyllienne

Conductance stomatique 1854810,2 153 12122,90 |2535,98***| <0.0001

*** : tres hautement significatif. ** : hautement significatif
11-2 Déficit de saturation hydrique (DSH)

Ce paramétre a enregistré une large variation entre les familles demi-freres étudiées. 1l a
été varié entre 0.91% et 72.9%. Environ 49% des familles demi-fréres étudiées ont
enregistrées des taux de DSH compris entre 15% et 40%. Toutefois, 10% de ces familles ont

présentées des déficits de saturation de moins de 5% (figure 10).

Le test de Student-Newman-Keuls a décelé une variabilité au sein de ce matériel

vegétal étudié. Ce dernier a été répartit en 40 groupes.

Le maintient d’un niveau adéquat de la TRE serait probablement lié a une bonne
capacité d’ajustement osmotique permettant la préservation de lintégrité structurale et
fonctionnelle des tissus (Blum, 1988; Verslues et al., 2006). Grimes et al. (1992) ont rapporté
que le déficit hydrique affecte négativement le rendement de la biomasse et le contenu relatif
en eau des plantes, et ont avancé I’existence d’une relation linéaire positive entre le rendement
et la capacité de la transpiration. Ce qui explique la réduction de la biomasse sous la

restriction des irrigations en €té et en automne ou la consommation d’eau sous forme de
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transpiration et évaporation du sol sont élevées. Ce résultat est en concordance avec celui
trouvé par Zhao et al. (2004).

La TRE dans la feuille est un bon indicateur de I’état hydrique (Hassani et al., 2008) et
constitue un facteur déterminant pour 1’activité métabolique et la survie des feuilles (Sinclair
et Ludlow, 1985). Sa réduction indique une perte de la turgescence entrainant une faible

disponibilité de I’eau pour I’extension cellulaire (Katerji et al., 1997).

% de familles demi-fréres
—_
LN
|

<5 5-15 15-25 25-40 40-60 =060
Classes de DSH (%)

Figure 10. Distribution des familles demi-freres étudiées selon leur déficit de saturation

hydrique

11-3 Potentiel hydrique

Ce paramétre a varié significativement entre les familles demi-freres étudiées. Les
valeurs obtenues ont varié entre -29.3 bar a -1.5 bar. Environ 38% des familles demi-fréres

ont des potentiels hydriques compris entre -14 et -3.5 bar (figure 11).

A Daide du test Student-Newman-Keuls, les familles demi-fréres étudiées ont été

classées en 23 groupes qui se chevauchent entre eux.

Les travaux de Levit (1972) sur le blé ont montrés que les plantes tolérantes au stress
hydrique présentent une faible perte d’eau par unité de surface foliaire et une augmentation de

leur potentiel hydrique foliaire comparativement aux plantes sensibles.
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Figure 11. Distribution des familles demi-freres selon leur potentiel hydrique.

11-4 Conductance stomatique

La conductance stomatique a variée entre 11,43 et 320,7 mmol H,O/m2s. Cette variation
a été notée hautement significative. Nous avons observé que 26.6% des familles demi-freres
ont des valeurs qui dépassent 100 mmol H,O/m3s vis-a-vis de ce paramétre (figure 12).

La classification de ce matériel végétal a 1’aide du test Student-Newman-Keuls a fait

sortir 55 groupes qui se chevauchent ente eux.

Selon Saeed et EI-Nadi (1997), la sensibilité des plantes au stress hydrique des sols
augmente dans des conditions de températures ¢élevées, d’une faible humidité relative, et des
intensités de lumiere élevées. Toutes ces conditions augmentent considérablement la

transpiration.
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Figure 12. Distribution des familles demi-freres étudiées selon leur conductance stomatique

11-5 Fluorescence chlorophyllienne

La fluorescence chlorophyllienne a variée significativement entre 0.058 et 0.867.
Uniquement 11,6% des familles demi-fréres ont présentée des niveaux de ce parametre qui
dépasse 0.8 (figure 13). Le test Student-Newman-Keuls a permis de dégager 46 groupes de

familles demi-fréres. Avec I’existence des chevauchements entre ces groupes.
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Figure 13. Distribution des familles demi-freres de luzerne selon leur rendement quantique.
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11-6 Corrélation entre les parametres physiologiques

Deux corrélations significatives ont été notées entre les paramétres physiologiques
étudiées (tableau 5). La premiere est positive entre le déficit de saturation hydrique et le
potentiel hydrique. La deuxiéme est positive entre la fluorescence chlorophyllienne et la
conductance stomatique. Toutefois, il a été rapporté dans la littérature que la transpiration
rapide augmente la pression de I'eau au niveau des plantes, et peut induire une réponse par les
stomates pour reguler le potentiel hydrique des feuilles et éviter la cavitation vasculaire
(Sperry et al., 1998; Oren et coll. 1999; Sangsing et al., 2004, Addington et al., 2006).

Tableau 5. Corrélation entre les parametres physiologiques étudies.

Déficit de saturation | Potentiel Fluorescence Conductance
hydrique (%) hydrique | chlorophyllienne | stomatique

Déficit de saturation 1 0.126** -0.072NS 0.058 NS
hydrique (%)

) _ 1 -0.056NS -0.048NS
potentiel hydrique
Fluorescence 1 0.655**
chlorophyllienne
Conductance 1
stomatique

NS : non significatif

Cependant, le rendement en matiere verte a été corrélé positivement a la fluorescence
chlorophyllienne et & la conductance stomatique. Ces deux derniers parametres ont été
corrélés négativement avec le taux de mortalité des plantes aprés application du stress estival
(tableau 6)

Tableau 6. Corrélation entre les parameétres physiologiques et le rendement en matiére verte

et le taux de mortalité des plantes

Def|C|t_ de Potentiel Fluorescence Conductance
saturation hydrique | chlorophyllienne | stomatique
hydrique (%) yanq phy q
Matiére Verte -0.055 NS 0.037NS 0.595** 0.770**
% de mortalité des plantes 0.069NS 0.050NS -0.915** -0.866**
apres application du stress
hydrique

NS : non significatif
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I11-  Caractérisation de la variabilité des parametres biochimiques

I11-1 Analyse de la variance

L’analyse de la variance (ANOVA) a montrée ’existence des différences hautement
significatives entre les familles demi-freres de luzerne testées pour tous les parameétres

biochimiques étudies (tableau 7).

Tableau 7. Analyse de la variance (ANOVA) pour les parameétres biochimiques étudiés

Variable Somme des Moyenne
Dépendante |carrés de type Il | ddl |des carrés| Fisher |Signification
Proline 124271,9 153 812,2 |5323,7** <0.001
Chlorophylle 39642,8 153 259,1 |2027,5** <0.001
Sucres solubles 477431,8 153 | 3120,4 | 301,5**| <0.001
Protéine 61696,9 153 403,2 |1688,9**| <0.001

** : hautement significatif

I11-2 Teneur en chlorophylle

Anjum et al., (2003) et Farooq et al., (2009) ont signalé que le stress hydrique entraine
des changements dans le rapport de la chlorophylle 'a' et 'b' et les caroténoides. Plusieurs
¢tudes ont déja rapportées I’effet de ce stress et la teneur en chlorophylle. En effet, Bois
(1993) a signalé chez le Mil que les processus primaires de la photosynthése sont touchés
précocement deés que la teneur relative en eau descend de 90%, ou dés que le potentiel
hydrique s'abaisse. Il a suggéré que le stress hydrique a engendré une disparité de stabilité de
systeme photosynthétique. Les mémes constations ont été faites chez le Cotton (Massacci et
al., 2008), chez le Catharanthus roseus (Jaleel et al., 2008), et chez la tournesol (Kiani et al.,
2008).
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Figure 14. Distribution des familles demi-fréres étudiées selon la teneur de leurs feuilles en

chlorophylle.

I11-3 Teneur en protéines

Les résultats de I’analyse de la variance (ANOVA) (tableau 7) montrent qu’il y a une
variation significative de la teneur en protéines totaux entre les familles demi-frere.

Le test de Student-Newman-Keuls a permis de distinguer 43 groupes homogénes qui se
chevauchent ente eux.

La teneur en protéines totales varie significativement entre 1,5 et 44,4 mg/g de MF,
chez les familles demi-fréres 26 et 34 respectivement. Ainsi, la figure montre qu’environ 9%
des familles ont présenté une faible teneur en protéines moins de 6 mg/g de MF), et environ
7% des familles ont montré une grande teneur en protéines (> 36 mg/g de MF) (figure 15).

D’aprés les résultats de Seyed et al., (2012), les conditions de sécheresse apportent des
changements quantitatifs et qualitatifs sur les protéines végétales. Et d’aprés 1’étude
bibliographique, La déhydrine est une protéine hydrophile induite par le stress hydrique. Elle
peut étre synthétisée dans les différents organes de la plante.

Rapport- gratuit.com i‘@
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Figure 15. Distribution des familles demi-freres selon la teneur de leurs feuilles en protéine

totaux.

I111-4 Teneur en proline

L’ajustement osmotique apparait aujourd’hui comme un mécanisme majeur
d’adaptation a la sécheresse, il peut intervenir a tous les stades du développement
(Monneveux et Thise, 1992). En effet, pour maintenir la balance de la force osmotique, apres
la chute du potentiel hydrique causée par le stress hydrique, les plantes accumulent un certain
nombre d’osmoticums tel que la proline, les ions inorganiques, les carbohydrates et la bétaine
(Casals, 1996 ; Wang et al., 2003 ; Wang et al., 2004) qui, en association avec d’autres
facteurs tels que la réduction de la transpiration par la fermeture des stomates et la réduction
de la surface foliaire (Karrou et al., 2001), permettent de garder la turgescence et le volume

cytosolique aussi élevé que possible (Wang et al., 2003).

Ainsi, les plantes des familles demi-freres qui ont senti ’effet de stress hydrique ont
effectué une réaction physiologique qui est I'accumulation de la proline dans les feuilles. En
effet, Pendant le début de stress, la teneur en proline augmentent lentement, mais augmente de
facon spectaculaire aprés la gravité du stress (Girousse et al., 1996;. Yang & Kao, 1999).
Yoshiba et al. (1997) a signalé que I'accumulation de la proline est plus élevée chez la plante

tolérante que chez la plante sensible. Cela implique que la proline est en mesure de soutenir la
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récupération des plantes aprés un stress hydrique et au cours de la reprise des irrigations (Peng et
al., 1996).
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Figure 16. Distribution des familles demi-fréres selon I’accumulation de la proline au

niveau des feuilles

I11- 5 Teneur en sucres solubles

L’accumulation des sucres solubles est I'un des mécanismes les plus remarquables du
stress hydrique. D’aprés I’analyse de la variance (ANOVA), I’accumulation des sucres
solubles présente une variation hautement significative entre les familles demi-fréres. Cette
accumulation a oscillé entre 2,58 et 146,90 mg/g de MS chez les familles demi-freres 26 et 85
respectivement. Environ 11% de familles demi-fréres présente une accumulation faible des
sucres solubles (inférieure a 15mg/g de MS, par contre 10% de familles ayant une importante
accumulation des sucres (supérieure a 100 mg/g de MS) (figure 17).

Le test de Student-Newman-keuls a permis de déceler 63 groupes homogenes de teneur

en sucres solubles.

L’accumulation des sucres solubles est un moyen adopté par les plantes en cas de stress,
afin de résister aux contraintes du milieu (Loretti et al., 2001). Les sucres solubles sont des

indicateurs des degres de stress, a cause de son importante augmentation lors de la séverité,
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les sucres métaboliques (glucose, galactose, saccharose, et fructose) permettent la résistance

aux différents stress (Zerrad et al., 2006).
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Figure 17. Distribution des familles demi-fréres selon I’accumulation des sucres solubles au

niveau de leurs feuilles.

I11- 6 Corrélation entre les parametres biochimiques

Cing corrélations significatives ont été notées entre les paramétres biochimiques

étudiées (tableau 8). L’accumulation de la proline au niveau des feuilles est négativement

corrélée avec les teneurs chlorophylle et en sucres solubles. La teneur en chlorophylle est

positivement avec les teneurs en sucres solubles et les protéines. Enfin, la teneur en sucres

solubles est positivement corrélée avec celle des protéines.

Tableau 8. Corrélation entre les parameétres biochimiques étudiés

Proline Chlorophylle Sucres soluble Protéines
Proline 1 -0.129** 0.074 NS -0.257**
Chlorophylle 1 0.232** 0.430**
Sucres solubles 1 0.209**
Protéines 1

NS : non significatif
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Nous avons trouvé une corrélation positive entre le rendement en matiére verte et les
teneurs en proline, en chlorophylle et en sucres solubles. Ces mémes parametres sont corrélés
négativement avec le taux de mortalité des plantes de luzernes (tableau 9). Par conséquent, les
familles demi-freres présentant un bon potentiel fourrager ont montré une bonne persistance
au stress hydrique estival qui s’est traduite par des taux de mortalité faible. En outre, ces
familles demi-fréres ont montré des teneurs élevées en deux osmoticums (proline et sucre
soluble) qui sont deux indicateurs & la tolérance au stress hydrique. En effet, 1’ajustement
osmotique apparait aujourd’hui comme un mécanisme majeur d’adaptation a la sécheresse, il
peut intervenir a tous les stades du développement (Monneveux et Thise, 1992), et pour
maintenir la balance de la force osmotique, apres la chute du potentiel hydrique causée par le
stress hydrique, les plantes accumulent un certain nombre d’osmoticums tel que la proline, les
ions inorganiques, les carbohydrates et la bétaine (Casals, 1996 ; Wang et al., 2003 ; Wang et
al., 2004) qui, en association avec d’autres facteurs tels que la réduction de la transpiration par
la fermeture des stomates et la réduction de la surface foliaire (Karrou et al., 2001),
permettent de garder la turgescence et le volume cytosolique aussi élevé que possible (Wang
et al., 2003).

Tableau 9. Corrélation entre les parametres biochimiques et le rendement en matiere

verte et taux de mortalité de plantes apres application du stress hydrique

Proline | Chlorophylle | Sucres soluble Protéines
0.132** 0.199** 0.244** -0.056 NS

Matiére Verte

-0.134** -0.158** -0.290** 0.064 NS
% de mortalité des

plantes apres application
du stress hydrique
NS : non significatif

1V. Les familles demi-freres a sélectionnées
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Tableau 10. Les familles demi-freres qui semblent a étre sélectionneés

Caractéres

Familles demi- fréres correspondantes

Rendement en matiére verte

44, 109, 87, 23, 27, 9, 113, 119, 77, 36, 79
19, 90, 76, 88, 17, 41, 61, 50, 67, 16, 46, 108, 48, 86
135, 34, 117, 122, 82, 102, 58

Taux de mortalité

29, 37, 24, 66, 103, 113, 76, 2, 135, 79, 1, 35, 43, 118
34,61, 91, 11, 109, 36, 84, 41, 153, 134, 80, 123, 81
54,136, 145, 144, 107, 96, 74, 117, 28, 72, 138, 11

La hauteur de la tige principale

9, 96, 102, 107, 114, 81, 110, 80, 104, 78, 129, 136, 13
65, 92, 56, 30, 28, 58, 66, 115, 120, 130, 74, 125, 128,
15,77, 93, 113, 44, 72, 131, 27, 37, 57, 82, 127

La surface foliaire

44,73, 75,124, 8, 29, 102, 54, 90, 82, 105, 153, 80, 47
17,53, 2,133, 52, 3, 77, 14, 42, 148, 119, 99

Le déficit de saturation hydrique

16, 2,73, 14, 135, 119, 150, 63, 18, 40, 4, 136, 92, 151,
19, 104, 52, 77, 69, 147, 24, 139, 33, 116, 6, 59, 86, 23,
51, 62, 109, 130, 124, 95, 32, 81, 138, 46, 115, 121, 48,
123, 83, 137

Le potentiel hydrique

28; 2, 140, 100, 115, 42, 78, 146, 1, 4, 45, 56, 71, 84,
87,97, 142, 80, 103, 109, 86, 101, 49, 95, 10, 92, 93,
96, 139

La conductance stomatique

106, 130, 146, 10, 150, 92, 122, 71, 95, 60, 128, 78
137, 67, 107, 4, 115, 58, 56, 86
124,94, 51, 99, 30, 101, 54, 154

La fluorescence chlorophyllienne

58, 40, 128, 20, 137, 10, 56, 43, 78, 50
120, 64, 9, 14, 95, 81, 77, 150

La teneur en chlorophylle

147,125, 90, 129, 152, 83, 131, 40, 68, 38, 112, 127
41,133, 116, 7, 98, 89, 87, 5, 65, 117, 17, 44, 109, 13
61, 153

La teneur en protéines totaux

32,151, 119, 99, 4,61, 79, 41, 65, 112, 34
67, 83, 152, 3, 109, 28, 90, 133, 63, 98, 137, 44,37, 51,
113, 24, 14

La teneur en sucres solubles

26, 154, 136, 111, 89, 17, 119, 9, 93, 36, 29, 53, 128,
37, 82,117, 104, 78, 35, 18, 98, 65, 84, 120, 135, 67, 2
110, 19, 5, 49, 39, 54, 97, 48, 138, 28, 139,122, 114

La teneur en proline

138, 88, 66, 34, 3, 68, 77, 11, 28, 118, 46, 37, 152, 5,
94,7,112, 38, 12, 31, 44, 49, 13, 64, 117, 139, 43, 48,
67, 98, 56, 113, 26, 81
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CONCLUSION

Nous avons évalué la tolérance aux stress hydrique estivale, sous les conditions du
champ, de 154 familles demi-fréres issus d’un croisement entre trois cultivars de luzerne. Ceci
a travers I’analyse de certains paramétres agronomiques, physiologiques et biochimiques liés

a la tolérance au stress hydrique.

Les résultats obtenus ont montré que la majorité des familles demi-fréres de la luzerne
présentent des variations significatives pour la majorité des paramétres agronomiques,

physiologiques et biochimiques étudiés.

Pour les parametres agronomiques, nous avons noté que 3,24% de familles
demi-fréeres ont un bon rendement fourrager qui dépasse 1,8 kg/m?, et environ 10%
des familles demi-freres ont montré une bonne persistance au stress estival au terme
du taux de mortalité. La hauteur de la tige principale a dépassé 68 cm chez 11% des

familles demi-freres.

Pour les paraméetres physiologiques, nous avons noté que 10% de familles
présentent 5% de déficit de saturation hydrique, et 17% de familles ont montré une
conductance stomatique qui dépasse 25 mmol H,O/m2s et 12% de familles demi-
freres ont un rendement quantique qui dépasse 0,8. En plus, nous avons noté une
corrélation positive entre le déficit de saturation hydrique et le potentiel hydrique,
d’une part, et entre la fluorescence chlorophyllienne et la conductance stomatique

d’autre part.

Concernant les parametres biochimiques, nous avons noté [’existence des
différences hautement significatives entre les familles demi-freres de luzerne testées
pour tous les paramétres biochimiques étudiés. En outre, nous avons trouvé une
corrélation positive entre le rendement en matiére verte et les teneurs en proline, en
chlorophylle et en sucres solubles. Ces mémes paramétres sont corrélés
négativement avec le taux de mortalité des plantes de luzernes. Par consequent, ces
parametres constituent de bons indicateurs qui peuvent nous aider pour la sélection
des familles demi-fréres tolérant le stress hydrique estival. On a constaté que les
familles 44, 109, 135, 88, 113, 61, 79, 82, 80, 96, 136, 117, 112, 123, 124, semblent

étres les plus tolérantes au stress hydrique estival au terme de tout les parametres
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étudiés. Ces familles demi-freres sélectionnées vont étre utilisées comme parents

d’une variété synthétique.
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PERSPECTIVES

A la lumiére des résultats trouvés, nous proposons dans 1’avenir I’analyse d’autres

parametres physiologiques et biochimiques complémentaires :

» Une analyse minérale des plantes pour mieux comprendre ’effet de la contrainte
hydrique estival sur I’accumulation des minéraux essenticllement le potassium et le

sodium.
» Evaluation de I’effet du déficit hydrique sur les teneurs en azote et en phosphore.

» Dosage des autres métabolites qui pourraient intervenir dans les processus

d’osmorégulation a savoir la glycine bétaine.

> Evaluation de I’effet du déficit hydrique estival sur les activités des enzymes
intervenant dans les différents processus meétaboliques : Peroxydases, Superoxyde

dismutase.
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ANNEXES

Annexe 1:

e Tompon Tris-HCL 0,1 M
Tris
pH
HCI
Eau distillé

Annexe 2 :

e Réactif de Bradford (1L)
Bleu de coomassie
Ethanol & 95%

Acide orthophosphorique
Eau distillé

Annexe 3

e La gamme étalon pour le dosage des protéines

121,1g
75

Ajuster jusqu’a 1L

100mg

50 ml

100 ml
ajusté a 1000 ml

A partir d’une solution mere de SAB (10 mg/100 ml) on prépare les différentes

concentrations :

Tableau : préparation de la gamme étalon pour le dosage des protéines

SAB (pg/ml) 5 10 20 30 40
solution mere 0,5 1 2 3 4
eau distillee 9,5 9 8 7 6
Annexe 4
e Solution de ninhydrine (1L)
Ninhydrine 209
Acide Orthophosphorique H3PO,6M 400 ml
Acide acétique glacial 600 ml
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Annexe 5 :

e La gamme étalon pour le dosage de proline :

A partir de la solution mere de proline (100mg/l), on prépare une solution fille de

concentration 20pug/ml en suspendant 100ml de la solution mere dans 400ml d’eau distillée.

Une série de dilution de 15; 10 et 5ug/l ont étaient faites a partir de la solution fille de

proline.

Tableau : préparation de la gamme étalon pour le dosage de proline

Concentrations en

) 0 pg/ml 5 pg/mi 10 pg/ml 15 pg/ml 20 pg/ml
proline
Eau distillée (ml) 10 7,5 5 5 0
Solution fille de
: 0 2,5 5 7,5 10
proline (ml)
Ninhydrine 5mi
Solution d’acide
. 5ml
acetique (ml)
Ebullition & 100°C (ml) pendant 45 min
Annexe 6 :
e Solution d’anthrone
Anthrone 15¢g
Acide sulférique 72% 1000 ml
Annexe 7 :

e La gamme étalon pour le dosage des sucres solubles

A partir d’une solution mére de glucose 0,2g/1 on prépare les différentes concentrations :

0, 20, 40, 60 et 80 pg/ml.
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Tableau : préparation de la gamme étalon pour le dosage des sucres solubles

Concentration en glucose O pg/ml | 20 pg/ml | 40 pg/ml | 60 pg/ml | 80 pg/mi
Eau distillée (ml) 10 9 8 7 6
Solution mére de glucose (ml) 0 1 2 3 4
Anthrone 3ml

Ebullition & 100°C (ml) pendant 10 min

Annexe 8 :
Tableau. Les familles demi-fréres intervenant dans les différentes classes de rendement en

matiére verte

Classes <0,60 0,60- 0,70- 0,80-1 1-1,2 1,2- 135 | 16-18 | >1,8
0,70 0,80 1,35 1,6
141, 10,51, | 96,75, 146, 93, | 151, 132, 41,61, | 44, 19,
Familles | 1, 133, 100, 29, 8, 105, 14, 50, 67, | 109, 90,
demi-fréres | 104, 154, 20, | 103, 18, 18, 15,72, | 152, 16, 46, | 87, 23, | 76,
de luzerne | 127, 78,125, | 145,24, | 73,138, | 30,7, | 26, 108, 27,9, |88,17
68, 83,32, | 85,150, | 106,31, | 116,4, | 130, 48, 86, | 113,
144, 134,11, | 120,94, | 3,92, 57, 38, 95, | 135, 119,
6, 55, | 110, 123 | 139, 143, 147, 62, 34, 77, 36,
142, 111, 42, | 126, 89, 98, | 114, 117, 79
91 13, 131, | 137, 49, 63, | 33, 122,

56,128, | 124,80, | 59, 65, | 149, 82,
115,112 | 22,43, |5,12, | 70,28, | 102,
84,47, 153, 99, 37, | 58

40,97, |81, 148,

53, 136, | 129, 66, 69,

2 121, 54, 39,
140, 60, 71,
35,25, | 21,
64, 74, | 101,
45, 107,
118 52
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Tableau. Les familles demi-freres intervenant dans les différentes classes de la hauteur de la

tige principale

Classes <55 55-60 60-61,5 61,5-64 64-66 66-68 >68
106, 75, 29, 126, 7,51,52, | 16, 32, 39, 85, 28, 58, 9, 96,
Familles 95, 112, 38, 123, 132, 144, | 99, 118, 86, 135, 66, 115, 102, 107,
demi-fréres | 59, 133, 90, 11, 150, 18, 121, 147, | 149, 14, 120, 130, | 114, 81,
de luzerne 151, 83, 26, 116, 23, 34, 69, 84, 31, 60, 74, 125, 110, 80,
134,139, | 138, 8, 41,71, 61, 94, 119, 141, | 128, 15, 104, 78,
152, 24, 91,98, 1, | 46, 62, 137, 146, | 68, 105, 77,93, 129, 136,
33 142, 108, | 97, 22, 154, 2, 12, 20, 113, 44, 13, 65,
67, 88, 35,79, 10, 43, 42,54, 72,131, 92, 56,
109, 3, 140, 143, | 47, 49, 70, 55, 27, 37, 30
17, 53, 148, 21, 100, 111, | 76, 89, 4, | 57, 82,
124 63, 145, 25, 50, 40, 73 127
153 64, 117,
122, 5, 6,
36, 48,
87, 19,
45, 101,
103

Tableau. Les familles demi-fréres intervenant dans les différentes classes du taux de mortalité

Classes <24 2,4-2,8 2,8-3,15 3,15-3,5 3,5-3,8 3,8-4,5 >4.5
29, 37, 91, 11, 65, 142, 121, 59, 5, 120, 114, 75, 149, 130,
Familles 24, 66, 109, 36, 13, 141, 4,42, 12, 6, 44,137, 128, 131,
demi-fréres | 103, 113, | 84, 41, 21, 139, 127, 33, 104, 20, 64, 152, 58, 125,
de luzerne | 76, 2, 153, 134, | 71, 151, 49, 3,69, | 22, 46, 32, 106, 26
135, 79, 80, 123, 18, 47, 55, 89, 148, 8, 101, 116,
1, 35,43, | 81, 54, 51, 38, 83, 53, 63, 92, 119, 102,
118, 34, 136, 145, | 90, 16, 7, | 100, 45, 68, 105, 146, 143,
61 144,107, | 48,9, 70, 140, 78, 147, 111, 115,
96, 74, 122,132, | 62, 27, 25, 93, 124, 30,
117, 28, 108, 56, 95, 87, 50, 19, 154, 85,
72,138, 10, 94, 112, 40, 99, 126, 52,133
11 129, 73, 39, 60, 97, 14,
98 31, 82, 150, 57,
67, 86, 15, 77,17
23, 88
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Tableau. Les familles demi-freres intervenant dans les différentes classes de surface foliaire

Classes <3,5 3,54 4-4,8 48-55 | 55-65 6,5-7,4 >74
152,58, | 5,92, 45, 25, 137,9, | 89, 96, 44,73, 77, 14,
Familles | 59, 15, 38,72, | 128,22, | 104, 113,94, | 75,124, | 42,148,
demi-fréres | 78, 43, 65, 134, | 36, 81, 136, 35, | 71, 76, 8, 29, 119, 99
de luzerme | 21,110, | 31,39, | 46,60, 138, 23, | 50, 49, 102, 54,
144, 61, 108, | 122,28, | 20,129, | 98, 79, 90, 82,
121,66 | 12,16, | 145,30, | 151,69, | 107,84, | 105, 153,
19,112, | 116, 126, | 33, 147, | 83, 109, | 80, 47,
154,11, | 41,118, | 62,123, | 111,18, | 17,58, 2,
57,142, | 86, 95, 103, 97, 115, | 133,52,
140, 70, | 132,27, | 130, 63, | 24, 48, 3
10,68, | 131,34, | 13,117, | 32,55,
139,91 | 100,93, | 88,40, | 56,141,
127, 7 135, 26, | 149,
51, 143, | 120, 6,
150, 125
101, 64,
87,74,
114,
106, 4,
146, 1,
37, 67,
85

Tableau. Les familles demi-fréres intervenant dans les différentes classes de conductance

stomatique
Classes <15 15-18 18-25 25-60 60-100 100-120 | 120-200 >200
124,94, | 106, 134,45, |5, 87, 118, 7, 111, 42, 15, 131, 49, 81
Familles 51, 99, 130, 48, 47, 149, 148, 63, 143, | 66, 89, 6, 75,
demi-freres | 30, 101, | 146, 10, | 72, 26, 147,59, | 152, 31, | 151,123, | 68, 70, 62, 77,
de luzerne | 54,154 | 150,92, | 12,132, | 96, 50, 73,142, | 129, 3, 34, 88, 2
122,71, | 82,114, | 103, 144, 8, 90, 41, 117,52,
95,60, | 35,97, 105, 33, | 37,98, 127,121, | 85, 38,
128, 78, | 135,141, | 100, 84, | 11, 22, 16, 17, 39, 23
137,67, | 93,102, | 55,57, 43,120, | 46, 83,
107, 4, 104, 9, 136, 24, | 119, 44, | 79, 113
115, 58, | 28, 21, 138, 80, | 69, 108, | 65
56, 86 53, 32, 109, 25, | 36, 91,
13, 20, 18,126, | 116, 40,
29 61, 139, | 64, 145,
110, 140, 14,
153,19, | 125,
76, 217, 133, 112
1,74
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Tableau. Les familles demi-freres intervenant dans les différentes classes de DSH

Classes <5 5-15 15-25 25-40 40-60 >60
16, 2,73, 52,717,609, | 10, 118, 120, 26, 27,12, 30, | 3,152,
Familles 14, 135, 147, 24, 134, 97, 41, 85, 45, | 25, 70, 100, 110,
demi-fréres de | 119, 150, | 139, 33, 99, 91, 55, | 38, 103, 101, 96, 34, 20, 35
luzerne 63, 18, 40, | 116, 6, 59, | 153, 65, 56, 108, 74, 129,
4,136, 92, | 86, 23, 51, | 88, 140, 15, 107, 128, 58,
151, 19, 62, 109, 64, 143, 144,76, 141, 112,
104 130, 124, | 80, 5, 154, | 93, 44, 133, 31
95,32,81, | 78,72, 28, | 117, 68, 57, 22, 67,
138, 46, 11, 13, 126, 114, | 106, 21
115,121, | 111,71,9, | 42, 50, 39, 47, 43,
48, 123, 89, 82,75, | 113, 29, 146, 98,
83, 137 8,54,60, | 149,148, | 17,79
105, 87, 102, 142,
132, 94, 7,49, 90,
145, 131, | 84, 66,
122,53 127, 1, 61,
37, 36,
125

Tableau. Les familles demi-fréres intervenant dans les différentes classes de potentiel

hydrique
Classes <(-2) | (-9 | (-25)-| (-3.5)- | (-6.5)- | (-10)- (-14)- (-24)- | > (-28)
(-25) | (35) | (-65) | (-10) | (-14) | (-24) | (-28)
28; 2, 42, 87, 47,76, 51,108, | 9,151, | 89,152, |7, 36, 25,
Familles | 140, 78, 97, 61, 91, 66, 23, 17, 6, 125, 3, 116, 44, | 129,
demi- 100, 146, | 142, 33,143, | 37,72, 75,79, 147, 70, 27, 85, 74,
freresde | 115 1,4, |80, 106, 137, 132, 113,90, | 11 54
luzerne 45, 103, 149,57, | 141, 14, | 134,94, | 63, 68,
56, 109, 19, §, 26, 48, 144,64, | 133, 5,
71, 86, 135, 121, 20, | 144,64, | 34,112,
84 101, 145, 52,148, | 13,16, | 41, 98,
49, 124,24, | 111,12, | 150, 39, | 38, 83,
95, 43,67, | 22,29, 18,60, | 117,65,
10, 110, 119, 40, | 46, 58, 123, 31
92, 114,77, | 81,102, | 88, 104, | 126
93, 50, 73, | 131,35, | 118,
96, 13, 107, | 120, 138,
139 128,59, | 122,55, | 153, 82,
69 105, 62, | 53, 99,
136, 32, | 15, 30,
154 127,21
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Tableau. Les familles demi-freres intervenant dans les différentes classes de fluorescence

chlorophyllienne

Classes <0,2 0,2-0,35 0,35-0,7 0,7-0,75 0,75-0,8 | 0,8-0,814 >0,814
74, 21, 38, 36, 108, 123, | 154, 100, | 92,8,99, | 58, 40, 120, 64,
Familles 118, 129, | 16, 116, 79, 117, 102, 13, 76, 143, 128, 20, 9,14, 95
demi-freres | 11, 63, 5,7, 46, 70, 112, 151, 124, | 52, 145, 137, 10, 81, 77
de luzerne 25, 34, 31,68, 3, | 45, 97, 30, 19, 122,109, | 56, 43, 150
15, 152 17, 126, 14, 51, 32, 114, 48, 37, 78, 50
125, 41, 146, 4, 82,6,26, | 72,130
131, 85, 119, 139, | 136, 66, 91, 59,
127, 90, 18, 53, 86, 61,2, | 87,110
83, 65, 115, 54, 47, 67, 60, 55
113, 98, 28, 39, 93, 94, 153, 1,
147, 22, 88, 12, 42, 49, 101, 96
133, 44 135, 57, 62, 75, 142, 134,
149, 35, 111, 141, | 69, 106
121, 23, 29, 148, 33,138
107, 21, 89, 103, 140, 132
105 24,71,
80, 144,
84,73

Tableau. Les familles demi-fréres intervenant dans les différentes classes de la teneur en

chlorophylle
Classes <4,5 45-55 5,5-7,5 7,5-21 21-24,5 24,5-27,5 >27,5
20, 9, 138,101, | 106, 135, | 97, 141, 1, 149, 147, 125, 89, 87, 5,
Familles 92, 23, 96, 81, 39, 49, 30, 104, 145, 76, 90, 129, 65, 117,
demi-freres | 73,121, | 122,47, |51, 137, 154,107, | 103,142, | 152, 83, 17, 44,
de luzerne | 2,120, | 6,37,57, | 94,18, 115, 59, 91, 79, 131, 40, 68, | 109, 13,
60, 110, | 77,114, | 54, 50, 139, 80, 71, 85, 38, 112, 61, 153
151, 45, | 4,8,93, | 136, 62, 28, 26, 95, 27, 127, 41,
33, 58, 111,56, | 14,78, 124,102, | 31, 3,74, | 133,116, 7,
35 119,64, | 24,19, 128,150, | 148, 43, 98
146, 84, | 88, 67, 21, 82, 118, 63,
132 130, 69, 12,108, 32, 34,
52,105, 75, 55, 123, 11,
100, 134, | 99, 25, 70, 36,
86, 48, 42, 10, 16, 140,
29, 53 144, 46, 126, 66
113, 22,
15,72,
143
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Tableau. Les familles intervenant dans les différentes classes de la teneur en protéines

Classes <6 6-9 9-15 15-29 29-31 31-36 >36
26,58, | 77,146, |6,138,78, |50, 114, 43, 27, 36, | 67, 83, 32, 151,
Familles 111, 48, | 60, 134, | 136, 56, 150, 130, | 85, 15, 152, 3, 119, 99, 4,
demi-fréres | 106, 96, 69, 20, 101, 35, 29, 18, | 140, 1, 109, 28, 61, 79, 41,
de luzerne | 110, 80, 54, 72,45,12, | 107, 75, 125, 25, 90, 133, 65, 112,
132, 88, 21, 124, 23, 105, 52, 91, 143, 63, 98, 34
154,92, | 47, 30, 93, 115, 84, 33, 147, 74, 137,
8, 49, 87, 57, 120, 2, 82, | 135,103, | 38,17, 44,37, 51,
59, 104, | 141,121, | 100, 128, | 145, 95, 117, 13, 113, 24,
62 81,94, 9, | 139, 10, 123, 70, 66, 116, 14
19, 97, 86, 53, 76, 127, 118, 46,
153, 73 122, 89, 11,7,102, | 22, 40,
55, 64,39 | 108, 71, 148
144,31, 5,
68, 16,
126, 149,
129, 131,
142, 42

Tableau. Les familles intervenant dans les différentes classes de la teneur en sucres solubles

Classes <15 15-22 22-35 35-50 50-80 80-100 >100
26, 154, | 78, 35, 147,132, | 13,112, 55,45, 10, | 20, 126, 3,76, 25,
Familles 136, 18, 98, 121, 75, 47,12, 32,22, 69, | 16, 95, 80, 31, 59,
demi-fréres | 111, 89, | 65, 84, 60, 30, 152, 94, 100, 105, | 129,7, 87, 71,
de luzerne | 17,119, | 120, 135, | 141, 151, | 92, 64, 88, | 133, 144, | 145, 66, 150, 109,
9, 93, 67, 2, 81, 107, 41, 44, 86, | 143, 70, 42,106, 153, 90,
36, 29, 110, 19, | 34,113, 4, | 23, 149, 73,123, 148, 130, | 131, 56,
53,128, | 5,49, 39, | 51, 52, 125,115, | 108, 50, 11, 134, 24, 85
37,82, | 54,97, 127, 8, 83, 61, 38, | 57, 74, 118, 79,
117,104 | 48,138, | 137,21, 116, 6, 72, | 142, 40, 103
28, 68, 102, 124, 27, 43, 63, 91,
139,122, | 46, 62, 58, 33, 15,99, 77
114 146, 101, | 140, 96
14,1
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Tableau. Les familles intervenant dans les différentes classes de la teneur en proline

Classes <5 5-9 9-12 12-20 20-25 25-45 >45
138,88, | 112,38, | 116, 65, 133, 14, 97, 130, 85, 52, 54, 132,
Familles 66, 34, 12, 31, 70, 59, 84,75, 41, | 33,131, 103, 9, 154, 17,
demi-freres | 3, 68, 44, 49, 127,119, | 40, 80, 25, 101, 151, 83, 150, 104,
de luzerne | 77, 11, 13, 64, 2,126, 92, | 108, 61, 91, 120, 86, 148, 96, 23,
28,118, | 117,139, | 121, 29, 114, 87, 76, 60, 72, | 137, 141, | 122, 89,
46, 37, 43, 48, 106, 95, 142, 149, | 153, 63, 105, 4, 19, 69,
152, 5, 67, 98, 62, 6, 146, | 93, 20,73, | 51,1, 47, | 115,128, | 100, 136
94,7 56, 113, | 39,99, 79, | 134, 82, 36, 110, 45, 145,
26, 81 143, 16, 124, 58, 71, 147, 10, 24, 21,
55, 22, 123, 27, 144, 42, 78,74
125, 15 50, 135, 90, 32
111, 102,
109, 107,
53, 140,
18, 8, 129,
57, 35, 30
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