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Résumé

La production de dattes constitue la principale activité sur laquelle repose une bonne partie de

I’économie des zones phoenicicoles sahéliennes. Cette production est assurée grace a une trentaine de

cultivars qui sont, toutefois, soumis a plusieurs contraintes dont les trois principales sont : la

sécheresse, la salinisation des terres et le vieillissement des plantations. La persistance de ces

contraintes a entrainé la disparition de certains cultivars contribuant ainsi qu’a I’appauvrissement du

pool génétique sahélien. Le travail présenté dans ce mémoire est une contribution a I’amélioration des

connaissances sur la physiologie du développement en situation de stress salin chez NHH et Tijib qui

font partie des cultivars menaces. Ce travail est divisé en deux parties.

Dans la premiere partie, la croissance et le développement des jeunes plants ont été étudiés in vitro.
Le degré de tolérance des plants vis-a-vis du stress salin a été évalué sur le milieu de base de
Murashige et Skoog (1962) contenant 0, 4, 8 et 16 g.L™ de NaCl.

Nos résultats ont révélé clairement, pour I’ensemble des paramétres de développement analysés

englobant la croissance des parties aériennes et racinaires, que Tijib tolére mieux les simulations du

stress salin que NHH. Concernant la biosynthése de la proline, nos résultats ont montré que le cultivar

NHH accumule environ 1,5 fois plus de proline en présence de 4 & 8 g.L™ de NaCl.

Dans la seconde partie du travail, des jeunes plants cultivés en serre pendant 4 mois sur un substrat
sableux arrosé a la capacité au champ tous les deux jours sont soumis a des niveaux croissants de
NaCl (0, 1, 2, 4, 6, 8et 16 g.L™") puis inoculés avec 5 souches de Glomus (G. aggregatum, G.
intraradices, G. verriculosum, G. mosseae, G. fasciculatum). Le dispositif expérimental est un
dispositif en bloc complétement randomisé a trois facteurs (cultivars : Tijib et NHH x concentrations
en NaCl a sept niveaux x inoculum a 6 niveaux).

Les résultats ont montré que I’effet de I’inoculation varie en fonction du génotype et de la
concentration de NaCl appliquée. Les analyses biochimiques effectuées ont révélé que la variation des
teneurs en proline et la biosynthése des chlorophylles, ainsi que 1’absorption et I’accumulation des
éléments minéraux (C, N, P, K, Na, Cl) dans les parties aériennes et racinaires des plants sont
dépendantes du cultivar, de la souche mycorhizienne utilisée et des concentrations de NaCl appliquées.
Ces résultats ouvrent les perspectives d’une utilisation des champignons mycorhiziens pour améliorer
la productivité des palmeraies au Sahel.

Mots clés : Sahel, Palmier dattier, Culture in vitro, Salinité, Inoculation, Mycorhizes, Glomus, Proline,
Chlorophylles, Nutrition hydrominérale.



ABSTRACT

The date palm production is the main activity on which a large part of the economy in the Sahelian
phoenicicoles ereas is based. This production is possible thanks to thirty cultivars which are, however,
subject to several constraints, such as : drought, salinization and aging plantations. The persistence of
these constraints led to the disappearance of some cultivars contributing to the depletion of the
sahelian genetic pool. The work presented in this paper is a contribution to the improvement of
knowledge on the physiology of the development status of salt stress NHH and Tijib belonging to
threatened cultivars. This work is divided into two parts.

In the first part, the growth and development of seedlings were studied in vitro. The degree of plant
tolerance towards the salt stress was evaluated on the base field Murashige and Skoog (1962)
containing 0, 4, 8 and 16 gL ™ NaCl. Our results showed clearly, for all parameters analyzed including
the development and growth of aerial root parties, Tijib more tolerant simulations that NHH salt stress.
On proline biosynthesis, our results showed that the cultivar NHH accumulates about 1.5 times in the
presence of proline from 4 to 8 g.L™* NaCl.

In the second part of the work, young seedlings grown in the greenhouse for 4 months on a sandy
substrate watered to field capacity every two days are subject to increasing levels of NaCl (0, 1, 2, 4,
6, 8 and 16 g.L™) and then inoculated with five strains of Glomus (G. aggregatum , G. intraradices ,
G. verriculosum , G. mosseae , G. fasciculatum ) . The experimental device is a design completely
randomized block with three factors (cultivars : Tijib and NHH x NaCl concentrations seven inoculum
levels x 6 levels).

The results showed that the effect of inoculation depends on the genotype and the NaCl concentrations
applied. Biochemical analyzes revealed that changes in levels of proline and chlorophyll biosynthesis
and the absorption and accumulation of mineral elements (C, N, P, K, Na, CI) in the aerial parts and
root plants are dependent on the cultivar, the mycorrhizal strain used and concentrations of NaCl
applied. These results open the prospect of using mycorrhizal fungi to improve the productivity of

palm trees in the Sahel.
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INTRODUCTION

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est cultive dans les zones arides et semi-arides
chaudes d’Asie et d’Afrique mais aussi en Australie, dans quelques pays d’ Amérique ou il a
été introduit au 18°™ siécle, et dans les régions d’Europe méditerranéenne. Cette espéce est
I’arbre fruitier par excellence du désert ou il joue un important rdle économique grace a la
production de dattes, écologique puisqu’il constitue l’ossature des oasis et social car il

sédentarise les populations rurales (Munier, 1973).

Pendant ce temps, plusieurs contraintes limitent I’extension de sa culture. En Afrique du
Nord, particulierement au Maroc et en Algérie, il s’agira principalement de la maladie du
Bayoud, de la fusariose causée par le champignon Fusarium oxysporum f sp. Albedinis qui,

depuis plusieurs decennies, décime les palmeraies (Heselmans, 1997).

En Afrique subsaharienne, ce sont surtout la sécheresse, la salinisation des terres et le
vieillissement des palmeraies qui freinent la phoeniciculture et provoquent la disparition de
nombreux cultivars entrainant de ce fait ’appauvrissement du pool génétique (Ould Sidina,

1999).

Dans les pays du Sahel, I’extension des cultures est freinée par le manque de disponibilité en
plants adaptés aux conditions édapho-climatiques locales. En effet, le chevauchement entre la
période de maturation des fruits et la saison des pluies ou encore la salinité des sols

constituent des obstacles majeurs au développement de la pheeniciculture.

Au Sénégal, la salinisation des terres affecte particulierement les zones cétiéres ou elle
conduit a la formation d’étendues sursalées ou tannes ou ne subsistent que quelques rares
especes de plantes plus ou moins tolérantes (Barbiero et al., 2004). La dégradation de
I’environnement due a la salinisation des terres a entrainé une large mobilisation de différents
acteurs (état, communauté scientifique, opérateurs économiques) qui interviennent dans le
domaine de I’agriculture. Leurs actions visent a freiner non seulement la dégradation de
I’environnement, mais également a lutter contre I’exode des populations rurales vers les

centres urbains par la sauvegarde de I’écosystéme oasien (FAO, 2005). Le développement de
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la culture du dattier dans ’aire sahélienne nécessite donc la sélection puis la diffusion de

cultivars précoces et tolérant la salinité (Ferry, 1998, Sané et al., 2005).

Dans les sols sahéliens, les mycorhizes constituent I’association symbiotique la plus
fonctionnelle (Ducousso, 1991 ; Diop et al., 1994). En effet, les champignons mycorhiziens
arbusculaires peuvent promouvoir la croissance des plantes (Hirrel et Gerdemann, 1980), a
travers leur nutrition minérale et la production d’osmorégulateurs (Ojala et al., 1983 ; Duke et
al., 1986 ; Ruiz-Lozano et Azcon, 2000). Une meilleure connaissance des relations
spécifiques entre plantes et champignons est toutefois nécessaire pour une utilisation optimale
de ces microorganismes telluriques Giri et al. 2007, Colla et al., 2008).

Malgré toute la panoplie des strateégies adoptées pour lutter contre la salinisation (lixiviation,
drainage, inondation et utilisation d’une eau d’irrigation de qualité), aucune exploitation du
potentiel microbiologique du sol, en particulier celui des champignons mycorhiziens
arbusculaires (MA) n’a été préconisée et validée a ce jour pour augmenter la productivité des

palmeraies au Sahel.

C’est dans ce contexte que ce travail sur la physiologie du développement chez le dattier a été
initié. Les approches de biotechnologies végétales et microbiennes developpées dans cette
présente étude ont pour objectif principal de contribuer a ’augmentation de la productivité du

palmier dattier dans les conditions de salinité en zone sahélienne.

Le travail présenté ici est divisé en quatre chapitres :

Le premier chapitre se propose d’avancer une synthése bibliographique relative aux
généralités sur le palmier dattier, a la systématique de ’espéce, a sa répartition géographique
et aux conditions écologiques favorables au développement des plantes. Le rdle socio-
économique et les conditions de multiplication du palmier dattier ont été abordés dans ce
chapitre qui traite également de la salinisation des terres et des mécanismes de résistance des

plantes au stress ainsi que des relations plantes / champignons mycorhiziens a arbuscules.

Le second chapitre présente le matériel utilisé et les méthodes appliquées au cours de nos

différentes expérimentations. Les conditions de culture in vitro et de culture ex vitro ainsi que
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les méthodes de traitement et d’analyse des données enregistrées ont €té présentées dans ce

chapitre.

Le troisiéme chapitre, subdivisé en deux parties, présente les résultats obtenus a 1’issue des
différentes expérimentations. Ces résultats ont été discutés au fur et a mesure a I’aune des

données bibliographiques.

Dans la premiéere partie, nous nous sommes particulierement intéressés a la physiologie de
développement in vitro chez deux cultivars de palmiers dattiers sahéliens (cv. NHH et cv.
Tijib) dans I’optique de déterminer les mécanismes d’adaptation mis en jeu chez les jeunes
plants, lorsqu’ils sont soumis aux conditions de stress salin. Pour ce faire, la croissance et le
développement des jeunes plants de dattier ont été observés in vitro sur des milieux contenant
des concentrations croissantes de NaCl. En effet, les travaux de Tazi et al. (2001) chez
I’arganier, puis ceux de Badiane et al. (2004) chez Vigna unguculata, ont montré tout
I’intérét de cette approche pour sélectionner des génotypes tolérant les stress salin et

hydrique.

Dans la deuxiéme partie de I’étude, nous avons voulu savoir si ’apport de champignons MA
pouvait deplacer le seuil de sensibilité au sel tout en améliorant la croissance et le
développement des plants de dattier. Pour ce faire, nous avons étudié la croissance et le
développement des parties aériennes et racinaires des plants de dattier en serre sur un substrat
contenant des concentrations croissantes de NaCl en présence de champignons MA du genre
Glomus. En effet, les travaux de Yamato et al. (2008) puis ceux de Daei et al. (2009) ont
montré que les champignons MA peuvent se développer naturellement dans divers milieux
salés ou ils peuvent améliorer la croissance des plantes. Wang et al. (2004) ont pu établir que
les champignons MA généralement observés dans les sols salés appartiennent au genre
Glomus et a I’ordre des Glomerales. Dans cette seconde partie nous présenterons les résultats

suivis des discussions relatifs a la croissance et au développement dans les conditions ex vitro.

L’analyse phénoménes physiologiques et biochimiques associées a la croissance et au
développement nous a amenés a nous intéresser aux mécanismes d’adaptation mis en jeu pour
mieux appréhender le comportement des plants de dattier dans les conditions de stress salin.
Pour ce faire, nous avons effectué des dosages de la proline qui serait un bon indicateur de

stress chez les plantes. Dans cette optique, Diouf et al., (2005) puis Djerroudi et al., (2010)
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avaient pu établir respectivement chez Acacia auriculiformis et Acacia mangium et Atriplex
que I’accumulation de la proline était fortement corrélée au degré de sensibilité et de tolérance
au sel. Nous nous sommes également intéressés aux chlorophylles dont les teneurs peuvent
constituer un bon indicateur du degré de tolérance des plantes au stress salin. En effet, les
travaux de Lépengué et al. (2012) ont pu etablir chez le mais, que ’augmentation des teneurs
en NaCl entrainait des perturbations de la biosynthése des chlorophylles qui se traduisent au

niveau morphologique par une nécrose du systéeme foliaire.

Enfin, dans I’optique de mieux appréhender I’influence des champignons MA et de la toxicité
du NaCl sur la croissance le développement des plants, nous avons évalué la nutrition
minérale en dosant les teneurs en éléments minéraux (N, C, P, Na, Cl et K) accumulés dans
les feuilles et absorbes par les racines chez le dattier en situation de stress. Faouzi et al. (2005)
avaient pu établir une corrélation positive entre le degré de tolérance des plantes de ray-grass
anglais et de chiendent et I’accumulation d’¢léments minéraux chez les plantes sensibles et les

plantes tolérantes.

Le quatrieme et dernier chapitre est consacré a la conclusion générale et aux perspectives de

recherches.

Ces différentes approches devraient permettre de mieux appréhender la physiologie du
développement du palmier dattier en situation de stress afin d’apporter un meilleur conseil
aux phoeniciculteurs sur le choix des cultivars a introduire dans les zones ou le sel constitue

un facteur limitant.
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ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

I. GENERALITES SUR LE PALMIER DATTIER

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est une plante monocotylédone arborescente
dioique. La culture de cette espéce végétale est sans doute parmi les plus anciennes. Son
développement est associé a la naissance des premieres civilisations urbaines et agricoles
florissantes du Croissant fertile, région qui s’étend de la Turquie a I’Ouest de I’Iran. Des
graines de palmier dattier découvertes en 1970 sur le site historique de Massada dans le désert
de Judée et datant de 2000 ans ont conservé leur pouvoir germinatif (Salloway et al., 2005).

1. Systématique

Le palmier dattier a été dénomme Phoenix dactylifera par Linné en 1753. Phoenix dérive de
phoinix, nom du dattier chez les Grecs de I’antiquité qui le considéraient comme 1’arbre des
Phéniciens (du grec phoen, rouge sang caractéristique de la couleur de la peau de cette
ethnie). Dactylifera vient du latin dactylus dérivant du grec daktulos, signifiant doigt, en
raison de la forme du fruit du dattier et du latin fero, « je porte ». Une autre origine du nom est
attribuée au géographe grec Théophraste (372-287 AV. J. C.) qui ’avait baptisé Phoenix en
faisant un parallele entre ses feuilles pennées sortant éternellement du bourgeon et les ailes de
I’oiseau renaissant de ses cendres apres s’étre immolé sur un blcher en rapport avec la

mythologie.
1.1. Le genre Phoenix

Le genre Phoenix appartient a la famille des Arecaceae anciennement Palmaceae. Moore
(1973) subdivise les palmiers en 15 groupes taxonomiques distincts en se basant sur des
caractéeres morphologiques des feuilles et des fleurs et leur répartition géographique. Le genre
Phoenix est inclus dans le groupe des palmiers Phoenicoidés proches du groupe des
Coryphoidés. Pour Moore (1973), les Phoenicoidés se distinguent des Coryphoidés par la

morphologie des feuilles et par le mode de floraison. lls partagent cependant quelques
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caracteristiques florales en particulier les distinctions morphologiques entre les fleurs males et
les fleurs femelles des espéces dioiques.

Une nouvelle classification de la famille des Arecaceae basée a la fois sur 1’analyse de
données morphologiques et de séquences de I’ADN nucléaire est actuellement proposée par
Asmussen et al. (2006). Ces auteurs, en reprenant les travaux de Dransfield et Uhl (1998) ont
divisé la famille des Arecaceae en cing sous familles représentées par les Calanoideae, les
Nypoideae, les Coryphoideae, les Ceroxyloideae et les Arecoideae.

Le genre Phoenix est classé actuellement dans la sous famille des Coryphoideae Griffith et
reste le seul genre de la tribu des Phoeniceae. Cette derniére est caractérisée par des feuilles
pennees dont les folioles de la base sont modifiées en épines. Le genre Phoenix est distribué
en Afrique et en Asie du Sud.

1.2. Les différentes espéces du genre Phoenix

Le genre Phoenix comporte 12 a 19 especes botaniques, dont 5 a fruits consommables
(Munier, 1973). En plus du palmier dattier, la plupart des especes sont largement utilisees
comme source de fibres textiles, d’amidon, de sucres ainsi que d’huile et de chaume. Parmi
ces especes, quelques unes sont utilisees comme plantes ornementales et sont de ce fait

commercialisées.

Les espéces décrites sur les critéres botaniques habituels s’hybrident entre elles. Ainsi, la
structure génétique du genre reste trés mal connue et une profonde révision de la distinction
des espéces s’avere nécessaire. En effet, Kaci-Aissa (1988) dans une synthése de données
bibliographiques portant sur la distribution et I’écologie des espéces du genre Phoenix met en
évidence une certaine confusion quant a la distinction des espéces entre elles. Cet auteur
propose de rapporter le nombre a 12 en raison d’analogies évidentes entre plusieurs espéces
d’appellations différentes. C’est le cas de P. canariensis et P. atlantica, tandis que P.
reclinata correspondrait a I’ensemble des especes dybowskii, baoulensis, djalonensis et

caespitosa (Tableau 1).
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Tableau 1 : Liste des especes du genre Phoenix :

P. africains

P. asiatiques

P. européens

atlantica, A.Chev.
baoulensis, A. Chev.
caespitosa, Chiov

canariensis, B. Chab.
comorensis, O. Becc.

djalonensis, A. Chev.

dibowskii, A. Chev.
reclinata, Jacq.
spinosa, Thonn.

acaulis, Bush.
arabica, M. Burret
farinifera, W. Roxb.
humilis, Royle
paludosa, W. Roxb.
reobelinii, O’Brien
rupicola, T. Anderson
sylvestris, W. Roxb.

zeylanica, H. Trimen

theophrasti, Grenter

D’aprés Maire, cité par Ozenda (1958), le genre Phoenix se distingue des autres genres de la
famille des Arecaceae par les caractéristiques suivantes :

- les lanieres des jeunes feuilles sont pliées longitudinalement avec leur concavité sur la face
interne ;

- les feuilles sont pennatisséquées et la spathe est unique ;

- I’ovaire a trois carpelles.

Toutefois, ’espéce Phoenix dactylifera L. se distingue des autres espéces du méme genre par
un tronc long et gréle et par des feuilles glauques.

Les palmiers présentent une trés faible diversité dans leur équipement chromosomique. En
effet, les valeurs 2n les plus représentées sont 26, 28, 32 et 36 chromosomes, mais il existe
une relation inverse entre les nombres chromosomiques et la tendance évolutive des palmiers,
puisque le nombre haploide 18 a été trouvé chez les palmiers les plus primitifs, tels les
Phoenix, alors que les nombres 17, 16, 15, 14, 13 ont été comptés chez les palmiers les plus

évolués (Hussein, 1984).

L’ordre des Palmales comprend cing autres espéces économiquement intéressantes, le palmier
a huile (Elaeis guineensis Jacq.), le cocotier (Cocos nucifera L.), ’aréquier (Areca catechu),

le palmier a farine (Raphia farinifera) et le chou palmiste (Bactris gasypaes).
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1.3. Les Phoenix L. hybrides

Les Phoenix possédent 36 chromosomes. Le croisement entre P. dactylifera et les autres
espéces du genre Phoenix a permis de créer des hybrides produisant des fruits consommables
(Munier, 1973 ; Djerbi, 1976). C’est le cas des hybrides issus des croisements entre :

Phoenix dactylifera L. x Phoenix sylvestris Roxb. (Inde) ;

Phoenix dactylifera L. x Phoenix reclinata Jacq. (Sénégal) ;

Phoenix dactylifera L. x Phoenix canariensis B. Chab. (Algérie, Maroc).

2. Morphologie du palmier dattier

Le palmier dattier possede un tronc cylindrique ou stipe termine par un unique bourgeon
vegeétatif trés fortement protége par les feuilles auxquelles il a donné naissance. Les feuilles
sont longues (4 — 5 m), alternées suivant une spirale serrée, gainées a leur base et pennées. A
I’aisselle de chacune d’entre elles se trouve un bourgeon axillaire pouvant se développer soit
en gourmand dans la zone sous coronaire, soit en rejet dans la partie basale (Munier, 1973)

(Figure 1a).

Le systeme racinaire est fasciculé. Au niveau du bulbe situé a la base du tronc, partent de
nombreuses racines adventives qui sont soit horizontales soit obliques (Figure 1b). Les racines
peuvent étre tres longues (17 m de long) surtout lorsque la nappe phréatique est tres profonde
(Peyron, 2000).

Le palmier dattier étant une plante dioique, il existe des arbres femelles et des arbres males.
Seuls les arbres femelles produisent des fruits mais un seul arbre male suffit a produire du
pollen pour polliniser 40 a 50 arbres femelles. Les inflorescences appelées spadices sont
enveloppées par une grande bractée : la spathe. Les fleurs males possedent 6 étamines a
déhiscence interne, disposées sur 2 verticilles. Elles comportent un calice court, formé de 3
sépales soudés et d’une corolle de 3 pétales pointus. Les fleurs femelles ont un ovaire
comportant généralement 3 carpelles libres renfermant chacun un ovule. Un seul ovule est

fécondé et un seul carpelle se développe par fleur (Figure 2) (Munier, 1973).

Le fruit du dattier, la datte, est une drupe a mésocarpe charnu et fibreux autour de la graine

(Figure 3). Sa taille, sa forme, sa couleur et la qualité de sa chair sont trés variables. Un seul

8
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régime de dattes peut en contenir plus d’une centaine et peut peser entre 8 et 25 kg. Chaque

arbre produit entre 5 et 10 régimes par an.
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Figure 1b : Différents types de racines rencontrées chez le palmier dattier (d’aprés Peyron, 2000).
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Figure 2 : Diagramme floral du palmier dattier.
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Figure 3 : Structure de la datte. (A) Dattes, (B) structure (d’aprés Munier, 1973).
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3. Origine, Répartition géographique et conditions écologiques

3.1. Origine

L’origine du palmier dattier parait trés controversée. Selon les travaux de Zohary et Hopf,
(1988) I’ancétre sauvage de cette espéce est identifié. Il est distribué sur la frange méridionale
chaude et seche du Proche Orient, sur le Nord Est du Sahara et le Nord du désert d’Arabie. Sa
morphologie et ses exigences climatiques sont les mémes que celles du palmier dattier cultivé
; la seule différence réside dans la taille des fruits qui est plus petite avec une pulpe tres
réduite et indigeste.

L’analogie des formes sauvages avec les arbres cultivés les a fait classer par les botanistes
avec Phoenix dactylifera. Actuellement, elles sont mélées aux formes domestiques, non
seulement au Nord Est de I’ Arabie ou elles occupent les niches primaires, mais on les trouve
aussi dans les terres basses du Khuzistan et la région méridionale de 1’étendue de Zagros face
au Golfe Persique, ainsi que dans la partie méridionale du bassin de la Mer morte.

L’idée d’un ancétre sauvage avait déja été émise par Werth (1933) qui refusait la pluralité des
ancétres en raison de la stabilité des formes des organes floraux du palmier dattier cultivé
dans toutes les regions du monde. La domestication du palmier dattier sauvage remonterait a
environ 3700 ans avant J. C. Il a fait partie de la période Chalcolithique avant 1’age de bronze.
Des vestiges de palmier dattier ont été mis en évidence dans le site archéologique de Hili dans
la péninsule d’Oman qui révéle ’existence d’oasis depuis plus de 3000 ans avant J. C.
(Cleuzio et Constantini, 1982). La domestication et la sélection naturelle ont amelioré la

qualité et la taille du fruit.

Signalons que pour Munier (1973), le palmier dattier est le résultat de 1’hybridation de
plusieurs Phoenix et I’origine des formes cultivées doit se situer dans la zone marginale

septentrionale ou orientale du Sahara.

3.2. Répartition géographique

Le palmier dattier est cultivé dans les zones arides et semi-arides chaudes d’Asie et d’Afrique
mais aussi en Australie ou il a été introduit au 18éme siecle et dans certaines régions

méditerranéennes d’Europe (figure 4) (Branton et Blacke, 1989). C’est le cas notamment de
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I’Espagne qui reste le seul pays européen & produire des dattes dans la célebre palmeraie
d’Elche située a ’Ouest d’Alicante. Aux Etats Unis d’Amérique, ou les principaux centres de
production sont situés en Californie, en Arizona et au Texas, le palmier fut introduit au 18°™

siécle mais sa culture débute réellement vers les années 1900 (Hilgeman, 1972).

En Afrique, cette espéce est trés anciennement cultivée dans la région péri-méditerranéenne
depuis 1’Atlantique, a I’Est, jusqu’en Egypte, a I’Ouest. Les principales régions productrices
se situent au nord du Maroc, de 1’Algérie, de la Tunisie, de la Libye, de I’Egypte, au nord et
au centre de la Mauritanie et au Nord-Ouest du Rio de Oro (Munier, 1973).

Le dattier est aussi cultivé, mais a un degré moindre, dans d’autres régions désertiques de
I’ Afrique notamment au Mali, au Cameroun, au Niger, au Tchad, au Soudan, en Somalie, en
Ethiopie, a Djibouti dans I’aire saharienne, ainsi qu’en Tanzanie et a Madagascar dans des
aires analogues de 1’hémisphére sud. Au Sénégal, il est présent entre Matam et Bakel sous
forme de petites populations improductives. Toutefois, compte tenu des enjeux économiques
liés a la culture de cette espece, des essais de plantation de palmiers dattiers sont en cours de
réalisation notamment & Keur Momar Sarr, localité située aux alentours du lac de Guiers dans

la région de Louga.

En Amérique, le palmier dattier est essentiellement cultivé aux Etats unis d’Amérique
(Californie et Texas). On le rencontre également, mais en nombre réduit, au Mexique, aux
Antilles, en Colombie, au Bresil, en Equateur et en Argentine.

En Asie, les plus importants peuplements de dattier se rencontrent en Irak, en Iran, en Arabie
Saoudite, au Yémen et aux Emirats Arabes Unis. Le dattier se rencontre aussi, mais de
maniere marginale, au Pakistan, en Ex URSS, au Liban, en Palestine et en Israél ainsi qu’a

Chypre.

En Australie, les principaux centres de production de dattes se localisent au Queensland et en
Australie du nord.
Il a aussi été importé en Nouvelle Calédonie et on le rencontre sporadiquement comme plante

d’ornement a La Réunion.

En Europe, le dattier est cultivé dans les rivages européens de la Méditerranée et ceux du

secteur méridional de la Péninsule ibérique. Sauf en Espagne ou I’on rencontre les plus
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importants peuplements européens de dattier, 1’espéce est surtout cultivée comme plante

ornementale notamment sur la Céte d’ Azur en France, en Italie, au Portugal et en Grece.

REPARTITION GEOGRAPHIQUE
DES PALMIERS DATTIERS DANS

Figure 4 : Répartition géographique du palmier dattier (d’aprés Branton et Blake, 1989)

3.3. Conditions écologiques

Le palmier dattier est une espéce thermophile qui nécessite pour sa croissance et la production
dattiere des températures supérieures a 30°C et une forte luminosité. Mais le palmier dattier
supporte sans dégats de fortes et de basses températures de +50°C a —6°C (Munier, 1973).

L’espece préfere les sols 1égers, mais peut s’accommoder de tous les sols des régions arides et
semi-arides. Toutefois, son comportement différe selon le type de sol dans lequel il est planté.

En sol léger, sa croissance est plus rapide qu’en sol lourd.

Le dattier peut résister a des sécheresses prolongées, mais a cependant des exigences en eau
pour la production dattiere. 1l est également tres tolérant au sel, mais seulement sous forme de
chlorures jusqu’a 22 000 ppm selon Gepts (1998). Le palmier dattier peut tolérer jusqu’a 15
g.L™ de chlorures de sodium, au-dela il dépérit et ne produit plus (Mareneh, 2010). Les
sulfates sont tout a fait toxiques (Jahiel, 1989). La concentration extréme de la solution de sel

est de 15%. Au dela de 30% le dattier dépérit. C’est pourquoi il est nécessaire de réaliser un
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systeme efficace de drainage dans les sols a haute concentration en sels ou dans les cas

d’irrigation avec des eaux Saumatres.

Les conditions optimales d’implantation sont un ecartement de 6 & 8 métres pour permettre un

bon niveau d’éclairement des plantes et une bonne maturation des dattes.

4. Réle socio-économique

Toutes les parties du palmier dattier sont utiles. Le bois et les feuilles servent a la fabrication
des maisons et des clétures. Les feuilles sont également utilisées dans la vannerie et la
corderie. La datte est un aliment essentiel et vital pour les habitants du désert et des terres
arides. Sa valeur énergétique est grande et varie de 1500 a 2700 cal.kg-1 (Ould Bouna, 2002).
Les dattes nourrissent les cheptels, transformees elles produisent de la péate, de la farine, du

vin et sont utilisées dans la patisserie et des confiseries, setc.

L’association des cultures variées au palmier dattier et a 1’¢levage permet des productions
d’autoconsommation mais aussi de I’exportation. La datte fait I’objet d’un marché important
de par son volume et des rentrées d’argent qu’elle procure parfois sous forme de devises pour
certains pays qui I’exportent. Selon la FAO (2005), il existe 90 millions de palmiers dattiers
dans le monde qui peuvent vivre 100 ans. Soixante-quatre millions de ces palmiers sont situés
dans les pays arabes et produisent 2 millions de tonnes de dattes chaque année. Les principaux
pays producteurs sont 1’ Algérie, Bahrein, I’Egypte, I’Iraq, la Libye, le Maroc, Oman, 1’ Arabie
Saoudite, le Soudan, la Syrie, la Tunisie, les Emirats Arabes Unis et le Yémen. L’Algérie,
I’Egypte, la Libye, le Maroc et 1’Arabie saoudite produisent 60% de la production mondiale
(Gepts, 1998).

Dans les pays d’Afrique subsaharienne, la phoeniciculture est encore peu développée malgré
les besoins formulés par différents Etats. En effet, pour redynamiser 1’économie locale et
lutter contre la pauvreté, des pays comme le Mali, le Niger, Djibouti et le Sénégal ont placé le

développement de la phoeniciculture comme priorité nationale.
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5. Les méthodes de propagation

Deux méthodes traditionnelles sont utilisées habituellement pour I’entretien et 1’extension des
palmeraies existantes. Il s’agit d’une part, de I'utilisation de graines issues de la reproduction
sexuée et d’autre part de 1'utilisation des rejets produits par le pied mére. Actuellement, les
procédés de culture de tissus in vitro, largement expérimentés, sont de plus en plus utilisés
pour la propagation du palmier dattier et constituent un enjeu primordial pour la mise en

valeur économique de I’espece.

5.1. La multiplication sexuée

La multiplication par semis est le mode de propagation du dattier le plus anciennement
pratiqué par les phoeniciculteurs. Toutefois, le palmier dattier est dioique et ce caractére
entraine une trés forte hétérozygotie de la descendance. De plus, une population issue de

graines est composée de 50% de pieds méles et 50% de pieds femelles.

La propagation par semis permet d’introduire une diversité dans les populations mais limite
de maniére importante la production potentielle dans la mesure ou la moitié de chaque
nouvelle population est male. En effet, il suffit seulement d’un arbre male pour polliniser 50
arbres femelles. Dans la mesure ou 1’on voudrait créer des palmeraies nouvelles, ce mode de
propagation ne constitue pas le mode le plus rentable. Pour éliminer les arbres males inutiles,
il faut attendre 5 a 8 ans pour que la floraison soit initiée et ainsi reconnaitre le sexe. 1l se pose

donc le probléme de la détermination précoce du sexe chez le palmier dattier.

Cependant, c’est bien ce mode de propagation qui a permis 1’extension globale de la culture et
I’introduction du dattier en dehors de son aire de culture. Il est a I’origine de 1’apparition de
phénotypes intéressants permettant la création de nouvelles variétés populations ainsi que des
variétés clonales qui seront propageées par les rejets de souche. La multiplication par semis est
actuellement utilisée pour la création d’oasis dans les pays sahéliens ou elle demeure la
méthode la moins colteuse (Ferry, 1998). Toutefois, elle ne peut étre pratiquée pour une
phoeniciculture intensive car, elle ne permet pas de reproduire exactement les qualités

originelles d’une variété donnée.
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5.2. La multiplication par rejets

Traditionnellement, la propagation végétative du palmier dattier se fait grace aux rejets se
développant a la base du stipe ou sur le bulbe, a partir des bourgeons axillaires (Toutain et
Rhiss, 1973). Le rejet posséde intégralement les caracteristiques du pied mere. Ainsi, tous les
cultivars connus sont donc en principe des clones. Cependant, la production de rejets est
limitée et dépend de I’age de la plante et du cultivar. On considére que le palmier produit en
moyenne vingt rejets pendant les dix premiéres années de sa vie. Ce nombre est tout a fait
insuffisant pour reconstituer les palmeraies vieillissantes ou détruites par le bayoud,
reconvertir celles qui sont menacées, étendre les plantations a cause de la démographie
galopante et en créer de nouvelles, a production dattiére améliorée. De plus, cette méthode de
multiplication peut s’avérer difficile, soit par une faible production de rejets chez certaines
variétés (Bouguedoura, 1982), soit par des difficultés d’enracinement qui rendent faibles les
taux de reprise de croissance des plants (Toutain, 1966). Par conséquent, cette méthode
s’avere peu efficace surtout si 'on se situe dans une perspective de renouvellement des
palmeraies dans les zones de tradition phoenicicole ou de création de nouvelles palmeraies
aussi bien dans ces zones que dans les régions sahéliennes atteintes par la secheresse et qui

constituent un milieu favorable pour le développement de la phoeniciculture.

5.3. La propagation végétative in vitro

Pour pallier aux insuffisances des méthodes de propagation traditionnelle du dattier, les
recherches ont été orientées tres tot vers la mise au point de techniques de cultures de tissus in
vitro. Deux voies de recherche ont été principalement explorées : le bourgeonnement axillaire
a partir de la culture d’apex (Rhiss et al., 1979 ; Beauchesne, 1983) ou de bourgeons axillaires
de rejets (Drira, 1983). Cette technique a été longtemps privilégiée chez le dattier pour la
production de plants conformes (Booij, 1992). Toutefois, elle est de moins en moins utilisée
en raison de la baisse, au fil des subcultures, des potentialités organogénétiques des micro
boutures ainsi que des difficultés rencontrées pendant la phase d’enracinement des vitroplants
probablement liées au vieillissement physiologique des tissus in vitro (Ferry et al., 1987). De

plus, des variants somaclonaux ont été produits par cette méthode (Cohen et al., 2004),
comme avec les autres méthodes biotechnologiques. Actuellement, les recherches sont

tournées vers l'optimisation de la technique de I’embryogenése somatique qui offre de

16



CHAPITRE | : ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

meilleures possibilités d’assurer le renouvellement ou la création de palmeraies (Sané etal.
2007).

Il. Généralités sur la salinisation des terres et la résistance des plantes au stress salin.

A. Salinisation des terres

Les sels (des sols et de I’eau) ont été¢ reconnus comme un probléme depuis des milliers
d’années, particuliérement dans les régions arides et semi-arides ou il n’y a pas suffisamment

de pluie pour les lessiver au-dela de la zone racinaire (Miller et Donahue, 1995).

1. Distribution globale des terres affectées par le sel

La salinisation est le processus par lequel le sel s’accumule dans le sol. Un sol est considéré
comme salin quand sa conductivité électrique est d’environ 4 dS.m™, soit approximativement
mmoles de NaCl (Munns et Tester, 2008).

La salinisation pose de sérieux problemes et s’accentue progressivement dans plusieurs
parties du monde, en particulier dans les régions arides et semi-arides (Giri et al., 2003 ; Al-
Karaki,2006). Les sols salés occupent environ 7% de la surface des terres dans le monde
(Figure 5, Middleton et Thomas, 1997) et, 50% des sols arables pourraient étre perdus d’ici la
moitié du 21eme siécle du fait de ce phénomeéne (Wang et al., 2003). Selon la FAO (2005)
plus de 20% des terres irriguees dans le monde sont contaminées par le sel. A cet égard la
salinisation des terres engendre des impacts socio-environnementaux négatifs tels que la
destruction de la structure du sol, la disparition de la biodiversité et la dégradation de

I’écosysteme, 1’aggravation de I’insécurité alimentaire et, la migration des populations.
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Figure 5 : Distribution globale de sols affectés par le sel. D’aprés Middleton et Thomas (1997).

2. Causes de la salinisation des terres

2.1. Causes naturelles

La salinisation des terres est pour I’essentiel un mécanisme naturel complexe di aux sels se
formant lors de I’altération des roches ou a des apports naturels externes. La salinisation
survient lorsque la minéralisation de la solution du sol dépasse un certain seuil sous
I’influence de mécanismes physiques (évaporation, drainage interne insuffisant et altération
des minéraux), on parle alors de salinisation “primaire”. Elle résulte d’un certain nombre de
facteurs dont I’invasion marine, la remontée capillaire et les transports de dépdts des alluvions
salées (limons) par les vents vers I’amont de la toposéquence. On parle alors de salinisation
“secondaire”, lorsqu’elle est due aux pratiques agricoles ou a des aménagements inadaptés. La
salinisation “secondaire” peut étre treés rapide et se manifester a I'échelle de I'année, de la
dizaine d'année (cas du delta intérieur du Niger au Mali) ou de quelques siécles (cas de
I'Euphrate et de la Mésopotamie) (Hillel, 1992). La remontée de la nappe phréatique peut
atteindre plusieurs dizaines de metres comme dans le cas du Kouroumari au Mali (40 m en 20

ou 30 ans). Au Sénégal, cette forme de salinisation est marginale et n'est observée que dans
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les périmétres irrigués du delta et de la vallée du fleuve Sénéegal (Boivin et al., 1998; Le Brusq
& Loyer, 1983). Selon Sadio (1991), la salinisation des terres au Sénégal résulte
essentiellement de l'une des différentes phases climatiques qui se sont succédées au
Quaternaire et qui ont provoqué I’envahissement du continent par les eaux marines pendant la
transgression nouakchottienne. Les changements climatiques, notamment le déficit
pluviométrique des années 70 et I’élévation du niveau marin, ont en outre contribué a
accentuer les effets de la salinité en aval des quatre principaux bassins versants du territoire
Sénégalais a savoir : le Sénégal, le Sine, le Saloum et la Casamance (Sadio, 1991; Zeng,
2003). Par ailleurs, le lessivage par les eaux de pluies des sels accumulés dans les sols conduit
généralement a une augmentation de la salinité des eaux de ces fleuves et de leurs affluents en
début d'hivernage, 2 a 3 fois plus salées que l'eau de mer (Marius, 1985, 1995). Les
inondations des terres en hivernage par les eaux sursalées de ces cours d'eaux contribuent

également a la salinisation des sols.

2.2. Causes anthropiques

Les causes anthropiques sont entre autres la transformation in situ de composés chimiques
favorisant la formation de divers sels et les techniques d’irrigation inappropriées entrainant
une accumulation du sel dans les sols pauvrement drainés (Hammer et al., 2010). En effet
certaines industries déversent des produits chimiques dans la nature. Ces produits sont
généralement riches en composés aidant la constitution de plusieurs sels. Le retard et/ou la
courte durée des saisons des pluies obligent les populations a utiliser des cours d’eau pour
irriguer les terres. L’usage permanent de ces eaux plus ou moins saumatres entraine une

accumulation de sel dans les sols.

2.3. Conséquences de la salinisation des terres

Le processus de salinisation des terres induit des effets de désertification. En effet, différents
types de dégradation chimique et physique des sols sont liés a la salinisation, tels que la perte
de fertilité du sol, la destruction de la structure et le tassement du sol et la formation de
croQtes salines. La salinisation des terres rend le sol non seulement chimiquement toxique
pour les plantes, mais elle affecte aussi ses propriétés physiques et biologiques (Qadir et
Schubert, 2002).
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L’accumulation de sels (et en particulier des sels de sodium) est une des principales menaces
physiologiques qui pésent sur les écosystemes. Un niveau de salinité élevé des sols provoque
une augmentation de la pression osmotique de la solution du sol qui limite la disponibilité de
I’eau pour les plantes, les macroorganismes et les microorganismes qui y vivent. Les
microorganismes dont 1’activité confére au sol vie et fertilité, ne peuvent se développer qu’en
présence d’humidité. Quant a la toxicit¢ ionique du sol, due a I’accumulation des sels
hydrosolubles, elle constitue un stress indirect. Elle perturbe le développement des végétaux
en limitant leur assimilation des éléments nutritifs. Une nette augmentation de la teneur en
sels du sol entraine la destruction de sa structure provoquant une diminution de sa porosité.
Ainsi, la salinisation augmente I’'imperméabilité des couches profondes du sol rendant la terre
impropre a la culture. 1l en résulte une baisse de la productivité des sols et parfois la
disparition du couvert végétal naturel et des terres arables. Il se met alors en place d'immenses
étendues de zones salées (ou tannes) (Boivin & Job, 1988). Ainsi, l'offre de services
écosystémiques provenant des sols est insuffisante pour satisfaire la demande de plus en plus

importante.

Cette dégradation de 1’écosystéme cotier a pour conséquence la chute importante de la
production agricole, I’aggravation de la pauvreté, la disparition de villages et la migration des
populations vers les villes ou a I’étranger. La salinité freine ainsi I’économie locale et accélere
la pauvreté. Il s’en suit, par conséquent, la détérioration du cadre de vie en milieu rural. Au
Sénégal, les régions plus affectées par le phénomeéne de salinisation des terres (Ziguinchor,
Kolda et Kaolack) enregistrent, les taux les plus élevés de pauvreté avec respectivement
67,1%, 66,5% et 65,3% (MEF, 2007).

2.4. Mesures de la salinité

La salinit¢ d’un sol se mesure par la conductivité électrique (CE) d’un extrait de la pate
saturée. Le « US Salinity Laboratory Staff » a proposé, en 1954, le seuil de 4 dS m-1 pour
définir un sol salin (Essington, 2004). Dans les années 70, on reconnaissait que la distinction
entre un sol non salin et un sol salin est intimement rattachée a la tolérance aux sels des
plantes considérées. En effet, puisque la conductivité électrique est un indicateur du stress
osmotique subi par les cultures, le classement d’un sol comme salin dépend de la sensibilité
aux sels des plantes qui poussent sur ce sol, certaines sont sensibles @ 2 dS m-1 et d’autres a

10 dS m-1 (Essington 2004). 1l est nécessaire de classer les sols et ainsi mieux sélectionner les
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especes ou variétés végétales a y introduire. On peut distinguer deux grands groupes de sols
affectés par ’exces de sels :

v" les sols salins : ont un exces de sels solubles de toutes sortes, exces suffisants pour
affecter la production végétale sans affecter les propriétés physiques.

v' les sols sodiques : ont un niveau de saturation du complexe adsorbant par du Na+
suffisant pour affecter la structure du sol et la production végétale (Churchman et al. 1993,
Naidu & Rengasamy 1993, Sumner 1993, Keren 2000, Levy 2000, Brady & Weil 2002,
Essington 2004).

B. Résistance des plantes au stress salin

1. Croissance, développement et survie des plantes

La tolérance au sel s’exprime habituellement en termes de croissance, de rendement ou de
survie. Dans les tests de survie, le taux de mortalité est mesuré en fonction de la concentration
de sel dans le milieu. Il permet de définir le parametre D50, qui est le temps nécessaire pour

observer 50 % de mortalité.

L’interaction entre le génotype et I’environnement implique que le génotype le plus
performant a une concentration donnée de sel n’est pas nécessairement le meilleur génotype a
une autre concentration, d’ou la nécessité d’adopter des critéres appropriés a chaque cas. Aux
concentrations salines modeérées, le critere de sélection pourrait étre la croissance ; aux fortes
concentrations, le critére de survie est plus approprié. On peut également se demander si la
sélection doit se faire sur la base d’une haute performance sur sel ou sur la base de la stabilité

de cette performance aux différentes concentrations de sel.

2. Réponse physiologique au stress salin chez les plantes

2.1. Notion de stress chez les plantes

Levitt (1980) décrit la physiologie du stress en 1’abordant dans son aspect physique. Le stress
est une contrainte qui peut se résumer a une (ou plusieurs) force(s) de déformation
appliquée(s) a un corps. Par analogie a la physiologie des plantes, une contrainte

environnementale va provoquer une tension interne « strain » dans 1’organisme exposé. Le
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stress percu par une plante, autrement dit le niveau de tension interne, dépend de la résistance
de I'organisme a un type de stress appliqué avec une certaine intensité. En plus du type de
stress et de son intensité, il faut également considérer la durée d’exposition. En effet, si
I’intensité d’un stress est trop faible pour provoquer des dommages irréversibles a court
terme, a long terme, ce stress peut provoquer des changements plastiques, voire la mort de
I’organisme (Levitt 1980, Lichenthaler 1996).

2.2. Toxicité du sel

Physiologiquement, les organismes affrontent deux problémes principaux quand ils vivent
dans un habitat salin : une faible disponibilité de I’eau due au potentiel osmotique élevé du
substrat environnant et la toxicité ionique pour les racines des ions sodium et chlorure. Il en
résulte un désequilibre nutritionnel chez la plante non tolérante causé par une insuffisance
d’absorption et/ou de transport de nutriments essentiels vers la tige (Evelin et al., 2009). Ainsi
il y a une faible absorption du potassium, du phosphore et du Zinc, et des modifications
structurales (macromolécules, membranes, organites). La réponse rapide a la faible
disponibilité en eau par la fermeture partielle des stomates engendre la perturbation de la
photosynthése, de la synthese des protéines et de la respiration. Par conséquent les radicaux
oxygenes libres s’accumulent et les structures des enzymes et d’autres macromolécules sont
modifiées. Les dégats mécaniques se révelent alors par la baisse des poids frais et sec des

parties aériennes et racinaires (Tani et Sasakawa 2003).

2.3. Classification des plantes selon leur tolérance a la salinité

La résistance d’une plante a la salinité s’exprime par sa capacité a survivre et a produire dans
des conditions de stress salin. Cependant, les plantes ne sont pas égales face au stress salin.

Suivant leur production de biomasse en présence de sel, quatre grandes tendances ont été

discernées (Figure 6) :
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Concentration en sel

Figure 6 : production de biomasse de différents groupes de plantes suivant la salinité (Hagemeyer,

1996).

« 1 : Les Halophytes vraies, dont la production de biomasse est stimulée par la présence de sel. Ces
plantes présentent des adaptations poussées et sont naturellement favorisées par ces conditions :
Salicornea europaea, Suada maritima.

2 : Les Halophytes facultatives, montrant une légére augmentation de la biomasse a des teneurs
faibles en sel : Plantago maritima, Aster tripolium.

« 3 : Les Non-Halophytes résistantes, supportant de faibles concentrations en sel : Hordeum sp.

* 4 : Les Glycophytes ou Halophobes, sensibles a la présence de sel : Phaseolus vulgaris, Glycine max.

La grande majorité des stress salins est provoquée par des sels de Na, particulierement le
NaCl.

De ce fait, les termes halophytes et glycophytes font essentiellement référence aux stress
provogués par un exces de Na+ (plus exactement, on devrait parler de plantes natrophyles ou
natrophobes). Une plante halophyle obligatoire ne peut pas se développer sans un exceés de sel
alors qu’une plante halophyle facultative se développera normalement dans des conditions
non stressantes. A 1’inverse, une plante glycophile obligatoire ne se développera jamais en
présence d’un exces de sels (Levitt 1980). Les plantes peuvent étre regroupées dans des
classes de tolérance tel que décrit dans Brady & Weil (2002) : dans chaque classe, désignée
par un niveau de tolérance (sensibles a tolérantes) et de salinité (conductivité électrique de 2 a
12 dS m-1) sont regroupées les espéces dont la croissance est réduite de moins de 10%. Ainsi,
il a été démontré que les plantes supérieures, incluant glycophytes et halophytes, n’ont pas un
métabolisme tolérant aux exces de sel méme si certains organismes montrent une bonne

croissance dans de I’eau de mer (Flowers 1972, Greenway et Osmond 1972). L’avantage
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essentiel des halophytes sur les glycophytes réside dans la gestion des ions en exces dans

I’organisme.

2.4. Principe général d’adaptation et de résistance des plantes a I’exces de sel

Généralement, sous les conditions salines, une voie de transduction d’un signal de stress
commence par la perception de ce signal au niveau de la membrane de la plante (par un
senseur ou non), suivie par la production de seconds messagers et des facteurs de
transcription. Ces facteurs de transcription controlent ’expression de génes impliqués dans la
réponse au stress incluant des changements morphologiques, biochimiques et physiologiques
(Tableau 2).

Tableau 2 : Schéma de ’expression de génes et aux réponses au stress abiotiques.

Stress abiotique === Signal ===) Perception du signal =====) Seconds messagers
Voies de signalisation sy Expression de génes ========) Réponses physiologiques

On distingue deux types d’adaptation (Levitt 1980) :

v Adaptation élastique (ou capacité d’adaptation) : concerne un organisme adapté qui
peut vivre, croitre et réaliser son cycle de vie en présence du stress.

v’ Adaptation plastique (ou résistance a I’adaptation) : inhibe la croissance et ainsi tous
les dommages éventuels sont irréversibles jusqu’a la disparition partielle ou compléte de

I’agent stressant.

Si ’adaptation est ¢€lastique, elle engendre des stratégies de résistance particulieres. Il existe

deux stratégies de résistance (Levitt 1980) :
v' la résistance par exclusion : ’organisme inhibe ou réduit la pénétration du stress dans

ses tissus. Il augmente ainsi le niveau de stress nécessaire pour un méme niveau de tension

interne,
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v’ la résistance par tolérance/inclusion : 1’organisme absorbe 1’agent stressant pour
rétablir 1’équilibre thermodynamique avec son environnement sans subir de blessure
irréversible tout en poursuivant sa croissance. Il réduit ainsi la tension interne pour un méme

niveau de stress.

La résistance par exclusion semble étre une évolution par rapport a la résistance par tolérance
puisqu’elle ne peut pas réaliser 1’équilibre thermodynamique (en réduisant la tension interne)
pour préserver les fonctions métaboliques a leur optimum, favorisant ainsi une meilleure
croissance (Levitt 1980). Récemment, Berthomieu et al. (2003) ont montré chez Arabidopsis
thaliana une troisieme stratégic a 1’intermédiaire entre 1’exclusion et I’inclusion : la
recirculation : Le Na* est absorbé et parvient jusqu'aux parties aériennes, mais il est aussitot
"re-pompé” et reconduit par les vaisseaux du phloeme vers les racines, qui peuvent excréter

les ions a l'extérieur.

2.5. Stratégies d’adaptation

Un exces de sel dans le protoplasme conduit a des perturbations dans la balance ionique, ainsi
que bien entendu des perturbations des enzymes, membranes et autres macro-molécules. Ces
perturbations entrainent une faible production d’énergie par la phosphorylation et la
photorespiration, une assimilation de 1’azote perturbée, et un déréglement de nombreuses
voies métaboliques. Si la concentration en sel excede le niveau de tolérance de la plante, des
perturbations fonctionnelles apparaissent au niveau de la photosynthese, par effet du sel dans
le stroma des chloroplastes qui perturbe le transport des électrons. La glycolyse et le cycle de
Krebs sont aussi affectés. L’acquisition de nutriments minéraux, comme le potassium, les
nitrates ou le calcium est également réduite. La croissance des Végétaux est perturbée par de
trop fortes concentrations de sel. La plante montre alors des signes de stress par la production

d’anthocyanes ou la destruction de la chlorophylle.

Les déterminants de la tolérance au stress salin sont multiples. Les facteurs de transcription
activés vont permettre la synthése d’effecteurs de ’adaptation au stress qui vont permettre de
maintenir I’homéostasie, la biosynthése d’osmolytes, le piégeage de radicaux toxiques, le
transport d’eau et enfin la coordination de la réponse ( Apse et al., 1999, Zhu, 2002,

Hasegawa et al., 2000, Berthomieu et al., 2003). Il est important de noter qu'un mécanisme
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peut étre utilisé pour différentes stratégies, et que toutes les plantes ne possédent pas toutes les
stratégies (Aw, 1994). Ces stratégies comportent :

2.5.1. Ajustement osmotique (osmo-régulation)

La premicre difficulté d’une plante en milieu salin est d’assurer son apport en eau. Pour cela,
il faut que la plante puisse ajuster la pression osmotique de ses tissus par rapport a la pression
osmotique du sol. Ce phénomene, nommé 1’épictese, permet donc a la plante d’assurer une
hypertonie constante. Cet ajustement se retrouve chez la grande majorité des organismes
vivants pour le maintien de I’alimentation hydrique et de la pression de turgescence (Yeo
1983, Niu et al. 1995, Bohnert & Shen 1999). Ce processus se fait en modifiant les
concentrations de solutés compatibles dans les tissus de fagon a maintenir une concentration
ionique plus élevée (hypertonique) dans le protoplasme que dans le milieu extérieur
(hypotonique) (Niu et al. 1995, Bohnert & Shen 1999, Hasegawa et al. 2000). Le contrle de

I’ajustement osmotique a plusieurs origines :

v I’augmentation des ressources allouées a la production de solutés compatibles,
v" la réduction du catabolisme de ces osmolytes et/ou la réduction de leur diffusion (e.qg.,

par la composition membranaire) dans le milieu extérieur.

2.5.2. Compartimentation

Pour lutter contre la toxicité induite par la salinité, les plantes utilisent d'autres stratégies tels
que la compartimentation. Selon (Apse et al. 1999) la compartimentation est la stratégie de
survie de la plante, elle consiste a retarder au maximum la concentration des ions en les
éloignant des sites de métabolisme par séquestration du Na® dans les vacuoles et par
réorientations du Na* des feuilles vers les racines , alors que Ungar (1991) la définit comme la
différence de concentration de divers éléments dans différents tissus des plantes. Pour Rains
(1979), la compartimentation dans la cellule est probablement le plus important mécanisme
que les plantes utilisent pour éviter la toxicité des sels, du fait que plusieurs enzymes des
plantes, incluant celles qui sont trouvées chez les halophytes, sont trés sensibles au sel. Cette
redistribution contr6lée se fait essentiellement dans les vacuoles (Niu et al. 1995, Yeo 1998,
Horie & Schroeder 2004) et éventuellement, a I’échelle de la plante entiére, dans les organes

les plus vieux ou les moins sensibles (Cheeseman 1988, Munns 1993).
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Aw (1994) souligne que certaines plantes ont méme la capacité de compartimenter leur
contenu de sel dans des feuilles d'ages différents. Les plus hautes concentrations de Na* et CI
se rencontrent dans les feuilles adultes, alors que celles de K* et Mg®* se manifestent dans les
plus jeunes. Le role principal de la compartimentation est de garder les parties de la plante les
plus actives (jeunes feuilles, chloroplastes, enzymes) loin des ions toxiques, tels que Na* et
CI'. Il cite cependant certains inconvénients de la compartimentation qui, entre autre, peut
causer un déséquilibre osmotique entre la vacuole et le cytoplasme et entrainer la sécheresse
physiologique de la cellule. Les plantes peuvent toutefois utiliser des solutés organiques pour

contrecarrer ce probléme et réaliser d'autres fonctions.

2.5.3. Transport ionique

Le maintien de I’homéostasie ionique est essentiel pour que les plantes puissent s’adapter aux
fortes concentrations en sel (Niu et al ,1995 ; Serrano et al ,1999). A 1’échelle de la plante
entiére les ions chlorures et Na* entrent par les racines et sont véhiculés par la séve xylémique
jusqu’aux tiges et aux feuilles. La, ils sont, soit stockes, soit retenus et revéhiculés par la séve
du phloéme jusqu’aux racines.

Chez les glycophytes, la restriction d’absorption des chlorures et des ions Na* par les racines,
et leur accumulation dans les tiges et les feuilles, constituent un mécanisme important de
résistance au stress salin. Ce phénomene dépend de la perméabilité et de la sélection de ces
ions par les racines pendant leur absorption. Dans ce domaine beaucoup d’études ont été
réalisées. Chez le soja, il a été montré que le mécanisme d’exclusion des chlorures est localisé
dans les cellules corticales et les apex racinaires proximaux, tandis que I’exclusion de Na+ est
due a sa réabsorption a partir de la seve du xyleme racinaire proximale (Walker et Douglas,
1983, Lauchli et Wieneke, 1978).

2.5.4. Contrbéle membranaire

L’adaptation au stress salin et/ou sodique se met en place également au niveau des
membranes cellulaires (i.e., membrane plasmique, tonoplaste). La modification qualitative et
quantitative des aquaporines (protéines transmembranaires) est par exemple un processus
capable de modifier la conductivité hydraulique de la plante et de favoriser ou restreindre les

mouvements d’eau (Yeo, 1998 ; Chrispeels et Maurel, 2001). Les membranes voient
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également leur composition lipidique modifiée en réponse a un stress de salinité (Mansour et
Salama, 2004).

En termes de transport ionique, la stratégie de résistance a la salinité/sodicité est qualitative et
quantitative. La sélectivité des ions a ’entrée constitue la composante qualitative. Elle se
définit a partir des différents transporteurs membranaires présents (e.g., antiport Na‘/H")
(Tyerman & Skerrett 1999). Dans la diffusion facilitée comme dans le transport actif, les
protéines membranaires peuvent étre tres spécifiques de certains solutés. Néanmoins,
plusieurs solutés peuvent entrer en compétition pour une méme protéine de transport (e.g, Na*
et KY).

D’un point de vue quantitatif, la perméabilité membranaire au Na® ainsi que 1activité, la
quantité, la sensibilité des antiports Na*/H" membranaires évoluent pour s’adapter & un stress

sodique a long terme (Niu et al. 1995, Tyerman et Skerrett 1999).

2.6. Mécanismes d’adaptation au stress salin

En réponse au stress salin, la plante développe des mécanismes adaptatifs lui permettant
d’ajuster sa pression osmotique interne grace aux ¢€lectrolytes et aux solutés organiques. La
salinité diminue la croissance des glycophytes en modifiant I’équilibre hydrique et ionique

des tissus (Greenway et Munis, 1980).

Chez différentes especes vegétales, le NaCl diminuerait le taux de germination des graines de
Raphanus sativus et de Trigonella foenum-graecum (Shadad et Zidan, 1989), ainsi que
I’¢longation des tiges chez le blé (Hampson et Simpson, 1990) et la production de racines

chez Vigna radiata (Promila et Kumar, 2000).

Au niveau des feuilles, ce phénomeéne est associé a une baisse de turgescence, suite a une
diminution du gradient de potentiel hydrique entre la plante et le milieu (Levigneron et al.,
1995).

La compartimentation des ions entre les organes (racines/parties aériennes), les tissus
(épiderme / mésophylle), ou encore entre les compartiments cellulaires (vacuole / cytoplasme)

est 'un des mécanismes d’adaptation a la contrainte saline. L’ajustement osmotique implique
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I’accumulation d’ions minéraux (K", CI, Na") et/ou des solutés organiques comme la proline,

les sucres, les acides organiques, etc. (Morgan, 1984).

2.6.1. Acides aminés et réponse au stress salin

En général, parmi les mécanismes d’adaptation des plantes au stress, I’évitement de la
sécheresse et en particulier le maintien du potentiel de turgescence des organes de la plante
par ajustement sont les plus importants. Ils mettent en jeu des osmoticums de nature variée, ou
les acides aminés libres prennent une part importante. La proline fait partie des acides aminés
libres les plus couramment cités en relation avec 1’ajustement osmotique lors des stress
hydrique et salin. Les acides aminés possedent un groupement amine qui leur confére un
caractere amphotére et la solubilité dans ’eau. La proline a la plus grande solubilité dans
I’eau parmi les acides aminés libres (Palfi et al., 1974). La solubilité dans 1’eau de la
glutamine, de I’asparagine, de ’acide glutamique, et de I’acide aspartique est respectivement
38, 65, 192, et 300 fois plus faibles que celle de la proline. Cela signifie que lorsqu’elle a de
tres fortes concentrations dans la cellule, la proline peut rester dans un état soluble.
L’accumulation cytoplasmique de proline est I’'une des manifestations les plus remarquables
du stress salin et hydrique (Richard et al, 2006). C’est un osmoticum qui permet de neutraliser
les effets ioniques et osmotiques de 1’accumulation du sel dans la vacuole (Wang et al., 2003).
La proline joue un rdle important dans la réponse des plantes a la sécheresse. Son
accumulation rapide lors du stress hydrique a été mise en évidence chez de nombreuses
plantes, particuliérement chez 1’orge (Lewin et al, 1978) chez I’Eucalyptus (Chunyang, 2003),
chez les blés tendres (Tan, 1982 ; Riazi, 1985 ; Monneveaux et Nemmar, 1986 in Bezzela,
2005). Chez les agrumes, ’accumulation de proline-bétaine en condition de stress a été
observée chez les différents génotypes comme ’oranger cv Valencia et le citronnier Lisbonne
(Liyod et al., 1989) ; I’oranger cv Navel Washington et le pomelo cv Marsh ( Liyod et al.,
1990) .

Par ailleurs, la proline fournit une réserve d’azote pouvant étre utilisée en condition de stress

comme moyen de réduction de I’acidité ou 1’élimination de résidu (Delaa, 2003).
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2.6.2. Effet des enzymes sur I’accumulation de la proline

Le métabolisme de la proline est géré par deux enzymes chez les vegétaux, pyrroline-5-
carboxylate réductase (P5CR) et proline déshydrogénase (proDH) : la premiere conduit a sa
synthése et la seconde a son utilisation.

v" la capacité enzymatique de P5CR est faible durant la période obscure et au début de la
période lumineuse ; mais, augmente trés rapidement aprés I’apparition de la lumiére. Par
contre la capacité de proDH est faible en période lumineuse comme en période obscure et
devient relativement constante au cours de la journée (Meribai, 2004).

v Ainsi I’activité de ces deux enzymes est fortement dépendante de la température du

milieu d’incubation.

La proline joue donc un réle important dans I’ajustement osmotique des plantes. Cependant,
d’autres acides aminés peuvent participer au maintien du potentiel de turgescence par leur

accumulation dans la plante.

La contribution de I’arginine a la formation de la proline est évaluée a 1% (Boggess et
Stewart, 1976). Enfin, I’accumulation d’un acide aminé peut étre due a une diminution de
I’activité des enzymes du catabolisme. Sudakhar et al., (1993) ont montré que la diminution
de la teneur en acide glutamique s’accompagne d’une accumulation de proline dans les
racines et les parties aériennes des plantules de Phaseolus aureus soumises a un stress salin ;
I’activité de la PSCR est augmentée alors que les activités de la proline déshydrogénase et de
la proline oxydase sont trés inhibées. Chez le mais, la proline n’est pas synthétisée de novo
dans les gaines foliaires mais son accumulation lors d’une contrainte hydrique et le résultat

d’un transport a partir d’autres organes de la plante, probablement les racines (Patil et al.,

1984).
2.6.3. Chlorophylles
La chlorophylle est un pigment assimilateur principal des végétaux supérieurs. Située dans les

chloroplastes des cellules végétales, la chlorophylle est fortement réfléchissante dans le

proche infrarouge (700 nm).
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La chlorophylle est responsable de la capture de I’énergie lumineuse utilisée dans la
photosynthése. La molécule de chlorophylle est constituée de deux parties ; une téte formée

d’une « porphyrine » et une longue queue d’hydrocarbures ou «phytol» (Hopkins, 2003).

2.6.3.1. Role des chlorophylles :

En plus de son rdle primordial dans la photosynthése, cette derniére est responsable de la
formation des réserves glucidiques. Le glucose se transforme en amidon par
polyconcentration. La réaction de synthese du glucose, réaction endothermique est possible
grace a I’absorption par la chlorophylle de I’énergie de radiations lumineuses. Cette réaction
s’effectue en deux phases :

v une phase photochimique : la chlorophylle absorbe les radiations lumineuses et
amorce la réaction de synthese ;

v’ une phase thermochimique : la réaction de synthese déclenchée par la lumiere grace a
la chlorophylle se poursuit par un mécanisme chimique sensible a toute variation de

température (Laval et Mazliak, 1979).

2.6.3.2. Chlorophylles et stress

Les polluants atmosphériques retenus par les feuilles sont transformés a I’intérieur de la plante
et affectent sa respiration, sa transpiration et sa photosynthése. Les dommages causés se
manifestent par des chloroses au niveau des feuilles et des Iésions nécrotiques, qui entrainent

la dégradation des chlorophylles (Landis et Yu, 1995).

Toutefois, Come (1992) a pu établir que la biosynthese des chlorophylles est beaucoup plus

inhibée par le froid que par la chaleur.

I11. Les symbioses mycorhiziennes

Les mycorhizes sont des associations entre racines de végétaux et un champignon (Strullu,
1991). Le terme mycorhize est issu du grec « mukeés » qui signifie champignon et de « rhiza »

qui signifie racine. Ce type d’association a été proposé pour la premicre fois par le
phytopathologiste allemand Albert Bernhard FRANK en 1885. Observés chez la majorité des

plantes terrestres, les symbioses sont des unions ubiquistes et durables ou s’effectuent des
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échanges réciproques entre les deux partenaires (Smith et Read, 1997, 2008). Généralement la
plante-héte fournit au champignon des composés carbonés dérivés de la photosynthese
(Harley et Smith, 1983) tandis qu’elle recoit de la part du champignon des ¢léments minéraux
du sol (Smith et Read, 2008 ; Figure 7). Cette association est tres fortement impliquée dans le
prélevement des nutriments nécessaires pour la croissance des plantes (Smith et Read, 2008).

Hz20 Carbone
Minéraux

Figure 7 : La symbiose mycorhizienne, échange d’éléments nutritifs. Le champignon fournit a la
plante de I’eau et des éléments minéraux et il recoit des composés carbonés de la plante (source :
www.agr.gc.ca/AAFC-AAC/display-afficher.do).

Environ 6000 espéces de champignons appartenant aux phylums des Gloméromycetes, des
Ascomycetes et des Basidiomycétes sont mycorhiziens. Pour les espéces mycorhiziennes, le

nombre décrit est en hausse avec I’avénement de la biologie moléculaire (Bonfante et Anca,
2009).

A. Les différents types de mycorhizes

Selon que le champignon pénétre ou ne pénetre pas a I’intérieur des cellules racinaires, on
peut distinguer d’une fagon globale les types de mycorhizes suivants : les endomycorhizes, les

ectomycorhizes et les ectendomycorhizes (Bonfante et Anca, 2009 ; Figure 8).

Les endomycorhizes, qui nous intéressent le plus dans ce travail, se caractérisent par des
structures fongiques qui se développent a I’intérieur des cellules végétales et ils comprennent

les mycorhizes a arbuscules, les mycorhizes des Ericacées et celles des Orchidées.
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Les ectomycorhizes sont caractérisés par des hyphes extracellulaires et 1’infection d’une
racine par le champignon ectomycorhizien entraine des modifications importantes de sa

morphologie.

Les ectendomycorhizes ont des formes intermédiaires entre les endomycorhizes et les

ectomycorhizes.

Figure 8 : Les principaux types d’associations symbiotiques entre des champignons du sol et des
racines de végétaux : (A) coupe transversale d’une racine sans mycorhizes ; (B) endomycorhizes a
vésicules et a arbuscules; (C)endomycorhizes a pelotons; (D) ectendomycorhizes; (E)
ectomycorhizes chez les Angiospermes ; (F) ectomycorhizes chez les Gymnospermes (source :
Duhoux et Nicole, 2004)

B. Les endomycorhizes a arbuscules

1. Généralités sur les mycorhizes a arbuscules.

Les endomycorhizes a arbuscules (MA) se caractérisent par un développement du
champignon a I’intérieur de la racine et ne sont généralement pas visibles a 1’ceil nu. Parmi
ces associations endomycorhiziennes, on peut trouver :

* les mycorhizes a arbuscules qui concernent des plantes trés variées (Angiospermes,
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Gymnospermes, Fougéres, Lycopodes et Bryophytes). Le symbiote fongique qui s’associe a
ces plantes appartient au phylum des Glomeromycota (Schufiler, 2002) ;

* les mycorhizes des Ericacées qui sont restreintes a ’ordre des Ericales, le
champignon est généralement un Ascomycete. Les hyphes se développent dans les cellules
épidermiques et forment des pelotons ;

* les mycorhizes des Orchidées résultent d’une association entre un champignon de la
famille des Basidiomycétes avec les plantes de la famille des Orchidées. Les hyphes forment
des amas dans les cellules corticales (Tableau 3).

La plupart des plantes supérieures ont I'aptitude a former, avec des champignons du Phylum
des Glomeromycota (SchiBler, 2002), une association symbiotique nommée mycorhize
arbusculaire (MA). Les champignons MA sont des symbiotes obligatoires et ne peuvent
produire de spores et compléter leur cycle de vie que suite a la colonisation des racines d'une
plante-hote. Ces champignons MA représentent approximativement 200 espéces qui sont
ubiquitaires des écosystémes terrestres (Morton et al., 1995; Smith et Read, 1997).

Quelques familles de plantes présentant peu ou pas d’associations mycorhiziennes sont
connues. Il s'agit des Brassicaceae, des Amanranthaceae et des Juncaceae. Géneralement, ces
plantes aposymbiotiques sont pourvues de nombreux poils racinaires pouvant remplacer les

symbiotes fongiques.

2. Phylogénie des champignons MA et évolution des plantes

Auparavant les champignons MA étaient classés dans I’ordre des Glomerales appartenant au
phylum des Zygomycétes. Cependant cette classification a été bouleversée en 2001 par une
étude basée sur la séquence de la sous-unité 18S de I'ADNr qui a montré que 1’ancien Phylum
des Zygomycetes était paraphylétique (SchiBler et al., 2001). A la suite de cette étude un
nouveau phylum fongique (Figure 9) regroupant tous les champignons MA a été proposé,

c¢’est le phylum des Glomeromycota (Schif3ler et al., 2001).

34



CHAPITRE I : ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau 3 : Les différents types de mycorhizes (Selon Smith et Read, 2008)

Arbusculaires Ericoides Orchidoides

Ectomycorhizes

Ectendomycorhizes Arbutoides Monotropoides

Champignons

Gloméromyceétes Ascomycétes Basidiomycetes

Basidiomycétes

Basidiomycétes

Basidiomyceétes Basidiomycetes

(taxon) Ascomycetes Ascomycetes
Plante-hote Bryophytes Ericacées Orchidées Gymnospermes  Gymnospermes Ericacées Monotropacées
(Taxon) Ptéridophytes Bryophytes Angiospermes Angiospermes

Gymnospermes

Angiospermes
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Basidiomycota

Glomeromycota

Endogone and Mortierellia

Chytridiales, including
Basidicbolus

"""" Choanoflagellida
Blastoclodiales
s e Zea mays ard Chiorella

;- -Stylonychia

- - = -~ Homo sopiens

Entamophthorales and Aphrodita

Kickxellales ard
Harpellales

Thraustochy tridium

* Dictyostelium

Figure 9 : Relation phylogénétique entre les champignons de la famille des Gloméromycétes.
(Source : Parniske, 2008).

Actuellement, la phylogenie des Glomeromycota est basée sur la séquence de I’ARN 18S ;
d’autres genes sont en cours de séquencage (Helgason et al., 2003; Corradi et al., 2004), mais
il n’existe pas encore de phylogénie basée sur un séquencage multi-locus. Le phylum des
Glomeromycota se compose d’une scule classe, celle des Glomeromycétes, divisée en quatre

ordres : les Paraglomerales, les Archaeosporales, les Diversisporales et les Glomerales.

3. Mise en place de la symbiose endomycorhizienne

L’établissement de la symbiose MA fait intervenir trois étapes : La phase asymbiotique, la

phase présymbiotique et la phase symbiotique.

* La phase asymbiotique :

Au début du cycle, les spores des champignons MA se trouvent dans le sol dans un état de
dormance qui peut durer plusieurs années. La germination de ces spores a lieu dans des
conditions optimales de température et d’humidité et peut étre favorisée par différents facteurs

comme un accroissement de CO2 ou la présence d’exsudats racinaires (Bécard et al., 2004).
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La survie de I’hyphe en germination est assurée par les réserves lipidiques contenues dans la
spore qui lui permettent de se développer pendant quelques jours (Smith et Read, 2008). Si la
spore ne rencontre pas de racines de plantes hotes, et avant un épuisement de ses réserves, on
assiste a une dégénérescence des hyphes et au retour au stade de dormance. Des germinations
successives peuvent avoir lieu jusqu’a 1’épuisement des réserves contenues dans la spore ;
dans le cas d’espéces formant des spores de grande taille celles-ci peuvent germer jusqu’a dix

fois (Bécard et al., 2004).

* La phase présymbiotique :

De profondes modifications metaboliques ont lieu si le champignon détecte la proximité
d’une racine. Ces modifications se traduisent par : des changements du pH du cytosol et de la
polarisation de la membrane, une augmentation de ’activité respiratoire, une expression de
nombreux génes fongiques et une activité accrue des mitochondries (Tamasloukht et al., 2003
et Bécard et al., 2004, Biicking et al., 2008, Ramos et al., 2008 ; Seddas, 2009). Les hyphes se
développent alors extensivement ce qui augmente la chance de contact entre la plante hote et
le champignon. Cette extension des hyphes encore appelée « branching » devient de plus en
plus importante jusqu’ a un épuisement total des réserves de la spore ; de ce fait ’entrée dans
la phase présymbiotique est irréversible. Le champignon détecte la présence de la plante hote
grace a des facteurs appelés « branching factors ». La nature des « branching factors »
présents dans les exsudats racinaires a longtemps été recherchée. Finalement, Akiyama et al.,
(2005) ont identifi¢ qu’ils s’agissaient de strigolactones appartenant au groupe des
sesquiterpénes. Produites par les racines de la plupart des plantes, les strigolactones stimulent
la ramification des hyphes du champignon MA méme a des concentrations trés faibles de
I’ordre de 10-13 M (Akiyama, 2005 ; Akiyama, 2006 ; Besserer et al., 2006). La découverte
de la nature chimique des « branching factors » fut une surprise, car les strigolactones étaient
déja connues auparavant en tant que stimulateurs de la germination de graines de plantes
parasites comme le Striga et 1’Orobanche (Cook et al., 1966). Les champignons MA tout
comme les plantes parasites détectent donc la présence de racines par le biais de cette

hormone végétale.
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* La phase symbiotique : Infection et colonisation :

Cette troisieme étape correspond a la phase de symbiose, elle commence par le contact entre
I’hyphe et la racine. L hyphe mature développe au niveau de 1’épiderme de la racine un
hyphopodium (Figure 10). La présence du champignon induit une profonde réorganisation au
niveau de la cellule épidermique en contact avec celui-ci aboutissant a la formation d’un
appareil de prépénétration (APP) (Genre et al., 2005). Cette structure tubulaire qui traverse la
cellule épidermique est formée par la plante. Au travers de celle-ci s’effectue I’entrée du
champignon a I’intérieur de la racine. L'APP est formé 4 a 5 h aprés la formation de
I’hyphopodium et reste visible environ 4 h pour disparaitre apres la pénétration du
champignon. La formation de I'APP commence par un mouvement du noyau qui vient se
coller contre I’hyphopodium. Par la suite les microtubules et le réticulum endoplasmique
forment une invagination qui traverse la cellule. La formation de cette invagination est suivie
par un mouvement du noyau. Lorsque cette sorte de tunnel est formé, I’hyphe du champignon
croit a ’intérieur et peut ainsi traverser la cellule épidermique (Genre et al., 2005). Une fois
que I’hyphe ait traversé completement les cellules épidermiques, nait un second APP dans les
cellules corticales externes (Genre et al., 2008). Des structures de type APP sont formées a

chaque fois qu’un hyphe colonise une cellule corticale (Genre et al., 2008).

yphal
branchlng Fungal

Prant exudates
exudates

(&)
-
OI

Figure 10 : Résumé schématique du processus de colonisation racinaire par les champignons
MA (Bonfante et Genre, 2010).

Selon les especes de plantes et de champignons deux types de colonisation au niveau cortical
ont été décrits (Figure 11). La colonisation de type ARUM qui se caractérise par une

progression des hyphes intercellulaires et la formation intracellulaire de structures ramifiées,
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les arbuscules ; la colonisation de type PARIS ou les hyphes progressent de cellule en cellule
de maniére intracellulaire produisant généeralement de petits arbuscules ou des pelotons
d'hyphes. Dans ce dernier cas, les pelotons d’hyphes jouent le méme role que les arbuscules et
I’on considére que ce type d’association fait partic des MA méme si aucun arbuscule n’est
présent. Entre ces deux extrémes il existe toute une série de morphologies intermédiaires
(Dickson, 2004, Smith et Read, 2008). La nomination de ces modes de colonisation PARIS et
ARUM vient respectivement de Paris quadrifolia et Arum maculatum, espéces a partir
desquelles ils ont été décrits pour la premiére fois (Gallaud, 1905 ; Smith et Smith, 1997 ;
Dickson et al., 2007). Une des conséquences importantes de la morphologie des arbuscules et
des pelotons d’hyphes est leur trés grande surface par rapport au volume occupé ce qui leur
permet de jouer un role majeur au niveau des échanges trophiques entre les deux partenaires
symbiotiques (Smith et Read, 2008).

D’autres structures, les vésicules, peuvent se former suite a 1’installation du champignon. Ces
structures ne sont pas présentes chez la famille des Gigasporaceae tels que les genres
Gigaspora et Scutellospora (Morton, 1990), c’est pourquoi il est recommandé de les appeler
mycorhizes arbusculaires et non « mycorhizes a vésicules et arbuscules ». A I’instar des
arbuscules, les vésicules peuvent se retrouver a I’intérieur des cellules corticales mais
également intercalées entre celles-ci. De formes variables, elles renferment d’abondants
lipides et de nombreux noyaux (Jabaji-Hare et al., 1984; Smith et Read, 1997). Il est par
conséquent reconnu que ces vésicules sont d’importants organes de réserves chez les
champignons MA mais peuvent également endosser la fonction de propagules (Biermann et
Linderman, 1983; Bonfante-Fasolo, 1984).
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ilar hyphae

a b

Figure 11 : Colonisation par les champignons arbusculaires ; a (colonisation de type ARUM) b
(colonisation de type PARIS)

A gauche, des structures de type ARUM caractérisées par des hyphes intercellulaires
bifurquant a 'intérieur des cellules pour former des arbuscules ; A droite, des structures de
type PARIS avec des hyphes intracellulaires et des arbuscules terminales. Toutefois, il existe
des structures intermédiaires dont la présence dépend des combinaisons plantes/champignons.
Genre, (2005).

La colonisation des racines de 1I’hote par le champignon implique une reconnaissance de
celui-ci par la plante. Par analogie avec les facteurs Nod, mediateurs de la reconnaissance des
rhizobia symbiotiques par leurs plantes hotes, il existe des « facteurs Myc » secrétés par le
champignon MA et reconnus par la plante hote. L’existence de ces facteurs a été démontrée
par les travaux de Kosuta et al., (2003) et Olah et al., (2005). A I’instar des facteurs Nod, la
reconnaissance par la plante des facteurs Myc est suivie par le déclenchement d'oscillations
calciques qui jouent un réle primordial dans la transduction du signal percu par la plante hote
(Navazio et al., 2007). La nature chimique des facteurs Myc a longtemps été recherchée sans
succes car ’absence d’outils génétiques chez le partenaire fongique rend leur identification
tres difficile (Harrison, 2005). Récemment, Maillet et al., (2011) ont réussi a purifier et
identifier des molécules pouvant correspondre aux facteurs Myc. Ces auteurs ont purifié a
partir d’extraits de racines mycorhizées ou de spores de G. intraradices des
lipochitooligosaccharides sulfatés ou non sulfatés (Figure 12) capables d'activer des réponses
typiques de la mycorhization comme la stimulation de la formation de racines latérales et

I'activation de l'expression de genes symbiotiques (Maillet et al., 2011).
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Figure 12 : Structure des Lipochitooligosaccharides des facteurs Myc. (Maillet et al., 2011)
n=0,1,2, 3 40ub5; préférablement 2 ou 3 ;
R représente une chaine d’acide gras avec 14 a 20 atomes de carbone

R, représente H ou SO;H

La reconnaissance du partenaire fongique par la plante fait intervenir plusieurs genes
appartenant a une cascade de signalisation dont une partie est commune aux symbioses MA et
aux symbioses nodulaires fixatrices d'azote. Cette cascade de signalisation commune est

composee de 7 génes (Maillet et al., 2011).

A l'image de ce qui est connu pour la signalisation rhizobienne, on suppose que les facteurs
Myec sont pergus par un récepteur. Chez Lotus japonicus, la transduction du signal fait d'abord
intervenir le géne SymRK (Symbiosis Receptor Kinase ; Figure 13) (Stracke et al., 2002). Par
la suite un canal ionique est activé dans 1’enveloppe nucléaire, celui-ci est codé par les genes
Castor et Pollux (Imaizumi-Anraku et al., 2005 ; Charpentier et al., 2008).

L’activation de ces genes induit des oscillations calciques (Charpentier et al., 2008) qui
nécessites la présence de nucléoporines comme le géne NUP85 , NUP133 et NENA chez le L.
lotus (Kanamori et al., 2006 ; Saito et al., 2007 ; Groth et al., 2010 ).

Ces nucléoporines interviendraient dans la génération des oscillations calciques. Ils seraient
des constituants d’un complexe localisé au niveau des pores nucléaires mais leur mode

d’action est inconnu (Parniske, 2008).

Un complexe de protéines situé dans le noyau et contenant au moins une kinase dépendante
du calcium et de la calmoduline codée par le géne CCaMK (Oldroyd et Downie, 2006 ; Yano
et al., 2008) interviendrait ensuite en décodant le signal des oscillations calciques. A I'image
de ce qui est décrit pour la symbiose rhizobienne, interviendraient ensuite des facteurs de

transcription qui n'ont pas encore été caractérisés dans le cadre de la symbiose MA.
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Figure 13: Cascade de signalisation commune pour la synthése mycorhizienne a vésicules et

arbuscules et les symbioses nodulaires (source : Parniske, 2008).

4. Fonctionnement de la symbiose endomycorhizienne

Au cours de la symbiose, des échanges nutritionnels intenses ont lieu entre la plante et le
champignon. Ces échanges concernent les sucres et les composés carbonés fournis au
champignon par la plante ; I’eau et les sels minéraux fournis a la plante par le champignon
(Smith et Read, 2008). Ils peuvent avoir lieu au niveau de tous les hyphes au contact des
cellules végétales, mais du fait de leur surface importante, ils sont surtout concentrés au
niveau des arbuscules et/ou des pelotons d’hyphes. Le réseau d’hyphes largement répandu
dans le sol forme une extension du systéme racinaire de la plante et ce réseau a acces a un
volume de sol plus important que le systéme racinaire lui-méme. Jusqu’a 100 hyphes par
centimetre cube de sol ont été denombrées (Miller et al.,, 1995) ce qui augmente
considérablement le pouvoir d’absorption des racines dans I’hyposphére c'est-a-dire le sol
exploré par I'ensemble du réseau mycélien (Rambelli, 1973 ; Lindermann, 1988). En outre, de
par leur faible diametre en comparaison des racines, les hyphes peuvent s’immiscer dans les
interstices des particules du sol qui sont inaccessibles aux poils absorbants. Ce réseau
mycélien donne acces a beaucoup d’éléments nutritifs parmi lesquels le carbone, 1’azote, le
phosphate (Pi) et divers microéléments (Smith et Read, 2008). Pour ce qui est du carbone, les
études de Harrison, (1999 ; 2005); Smith et Smith, (1990) ont montré que les arbuscules sont

le lieu d’échange de Pi mais aussi du carbone.
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Notons que le transfert du C vers le champignon a été démontré vers les années 1960. Grace a
leur structure trés ramifiée, les arbuscules permettent d’accroitre considérablement la surface
de contact entre le champignon et la plante. Ceci a largement contribué & reconnaitre les
arbuscules comme étant le siége privilégié d’échanges de nutriments entre les symbiotes (Cox
et Tinker 1976; Gianinazzi et al., 1979; Dexheimer et al., 1985). Toth et Miller, (1984),
Alexander et al.,. (1989), et Brown et King, (1991) ont montré que les arbuscules sont
cependant des structures éphémeres qui dégénerent une fois le stade de maturité ultime atteint.
Leur durée de vie est environ de 4 a 10 jours (Alexander et al., 1989) et la succession des
arbuscules codte cher, en termes d'énergie, dépensée aux deux partenaires, mais permettrait
un contr6le accru de I'interaction de la part de la plante qui peut ainsi privilégier les symbiotes
qui lui fournissent plus de Pi (Sanders et Croll, 2010).

Les geénes intervenant dans le transfert de carbone restent toujours mal connus a 1’exception
du GpMST1 décrit chez Geosiphon pyriforme (SchiRler et al., 2006), un glomeromycéte qui
s’associe en symbiose avec une Cyanobactérie. La forme préférable de carbone prélevée par
les champignons est I’hexose (Figure 14). Toutefois, il arrive que le carbone soit prélevé sous
forme de sucrose (Pfeffer et al., 1999). Ces hexoses sont ensuite convertis en tréhalose et

glycogene qui sont la forme de réserve (Shachar-Hill et al., 1995).

Quant a I’azote, une importante quantité est transmise a la plante par les champignons MA.
Ces champignons font intervenir des génes codant des transporteurs d’ammonium, d’acides
aminés (Siciliano, 2007 et Bonfante et Genre, 2010) a I’instar du géne GintAMT1 codant un
transporteur d’ammonium chez G. intraradices (Lopez-Pedrosa et al., 2006). Ces
transporteurs sont impliqués dans le prélévement de 1’azote par les hyphes extraradicales
(Lopez-Pedrosa et al., 2006). Les MA peuvent prélever ainsi 1’azote sous différentes formes
(Figure 14) ; sous forme d’ammonium (NH4 +) (Frey et Schuepp, 1993 ; Johansen et al.,
(1996), sous forme d’acides amines (AA) (Hawkins et al., 2000) et sous forme de nitrate
(NO3 -) (Bago et al., 1996; Johansen et al., 1996).

Les champignons MA possédent aussi des enzymes telles que la nitrate réductase, la
glutamine synthétase, la glutamine déshydrogénase et des phosphatases qui sont impliquées
dans le métabolisme de 1’azote et du Pi (Marschner et Dell, 1994, Karandashov et al., 2004 ;
Guether et al., 2009).
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Figure 14 : Mécanisme de transport du phosphore, de ’azote et du carbone dans I’interface sol-
champignon, champignon-plante. Le P inorganique et minéral ainsi que le N sous forme de NH,", NO;™ et
AA (acide aminé) sont prélevés par les transporteurs spécifiques localisés au niveau de la membrane des hyphes
extraracinaires. NH; / NH," et le Pi (le dernier résultant de I’hydrolyse par polyphosphates chez le champignon)
sont importés de l’interface symbiotique aux cellules de la plante par des transporteurs spécifiques. Les
transporteurs d’hexoses importent le carbone dérivé de la photosynthése de la plante au champignon (Bonfante et
Genre, 2010)

Pour ce qui est du Pi, la mycorhization améliore sensiblement son absorption et ne se
développe de maniere extensive que lorsque le milieu extérieur est pauvre en Pi (Smith et
Read, 2008). L’effectivité, la croissance et le prélévement du Pi varie significativement selon
I’association plante-symbiote fongique. Ces différences ne sont pas directement liées au taux
de colonisation et de développement du mycélium mais aux niveaux de Pi transféré (Smith et
al., 2003 ; 2004).

Le transport de Pi (Figure 14) fait intervenir des transporteurs de phosphate du champignon et
de la plante (Harrison et van Buuren, 1995 ; Bonfante et Genre, 2010). Chez le champignon,
un transporteur de Pi (GVPT) a été identifié chez Glomus versiforme. Ce transporteur est
localisé au niveau des hyphes externes et est impliqué dans le prélevement du Pi dans le sol.
Le Pi accumulé est transformeé en polyphosphate et transporté par le mycélium vers la racine
de la plante hote (Hijikata et al., 2010). Au niveau de ’interface entre le champignon et les
cellules végétales, le polyphosphate redonne des ions phosphate qui sont transportés a
I’extérieur du champignon, probablement par des transporteurs de type GvPT (Harrison et van

Buuren, 1995). Ces ions Pi sont transportés activement de I’espace matriciel a I’intérieur des
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cellules végétales par des transporteurs de Pi spécifiquement exprimés dans les cellules
contenant des arbuscules. Aujourd’hui plusieurs dizaines de ces transporteurs ont été
identifiés notamment chez plusieurs espéces végétales : la pomme de terre (StPT3 et StPT4)
(Rausch et al., 2001; Javot et al., 2007b), le pétunia (PhPT3, PhPT4 et PhPT5) (Wegmuiller et
al., 2008), la tomate (LePT4) (Nagy et al., 2005), le tabac NtPT1, NtPT2, NtPT3, NtPT4 et
NtPT5 (Chen et al., 2007), le riz (OsPT11) (Pazkowski et al., 2002), le mais (ZmPT6) (Nagy
et al., 2006), le lotier (LjPT3) (Maeda et al., 2006) et Medicago truncatula (MtPT4)
(Harrisson et al., 2002). Ces transporteurs appartiennent tous a la famille PhPT1 qui comporte
aussi des genes codant des transporteurs de Pi a haute ou a basse affinité exprimés en
conditions non symbiotiques dans les racines des plantes. Des données fonctionnelles ne sont
cependant disponibles que chez Lotus japonicus et M. truncatula, ou le phénotype de mutants
nuls de ces genes a été analysé (Harrison et al., 2002 ; Javot et al., 2007a).

Le lien positif entre I’expression de ces genes et le transport symbiotique de Pi est bien connu.
Maeda et al., (2006) et Javot et al., (2007a) ont montré qu’une sous expression ou une
mutation du transporteur de phosphate LjPT3 chez L. japonicus et MtPT4 chez M.
truncatulata entraine une réduction de la mycorhization et une diminution du taux de Pi

préleve.

Chez M. truncatula, le transporteur de phosphate MtPT4 est localise au niveau de la
membrane périarbusculaire (Harrison et al., 2007). La mutation de ce gene entraine une
sénescence précoce des arbuscules (Javot et al., 2007a). Ces auteurs ont montré une forte
expression de ce gene dans les cellules contenant des arbuscules matures et une absence
d’expression dans celles qui contiennent des arbuscules en sénescence. Ce résultat montre que
ce gene MtPT4 codant un transporteur de Pi est nécessaire pour I’augmentation des teneurs en
Pi mais aussi pour I’amélioration de la croissance de la plante en association avec les

champignons mycorhiziens (Javot et al., 2007a).

C. Roles écologiques des champignons mycorhiziens

Les champignons mycorhiziens améliorent le développement et la croissance de la plante-hote
en augmentant I’absorption d’eau et 1’acquisition de nutriments minéraux (Smith et Read,
2008). Ils jouent un réle important dans la résistance aux stress environnementaux tels que le
déficit d’eau (Ruiz-Lozano et al., 2006), la salinité (Evelin et al., 2009), la carence en

nutriments minérales (Lambers et al., 2008), le froid (Paridis et al., 1995), I’attaque par les
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pathogénes (Borovicz, 2001 ; Liu et al., 2007), la résistance aux métaux lourds et la pollution
(Leyval et al., 1994 ; Gohre et Paszkowski, 2006). Généralement, les plantes mycorhizées
sont beaucoup plus compétitives et mieux tolérantes aux stress environnementaux que les

plantes non mycorhizées.

* Effets des champignons mycorhiziens sur la croissance et le développement des

plantes.

De nombreuses expériences montrent I’effet des champignons ectomycorhiziens (EM) et
endomycorhiziens dans I’amélioration de la biomasse des plantes mycorhizées (Duponnois et

al., 2000 ; 2005 a,b).

L’association avec des champignons MA se traduit généralement par une amélioration de la
croissance et celle-ci est positivement corrélée au taux de mycorhization (Smith et Read,
2008). Cette stimulation de la croissance se traduit généralement aussi par une floraison et une
fructification plus précoces et plus abondantes (Wang et al., 1993). Les champignons
stimulent I’enracinement racinaire des plantes d’ou ’augmentation de la biomasse racinaire

notée chez les plantes mycorhizées (Duponnois et al., 2008, Elumai et Raaman, (2009).

D’une maniere générale, les spores de MA sont présentes dans les sols agricoles. Cependant,
certains phénomenes comme les incendies et le labourage peuvent affecter les champignons
MA présents dans le sol et diminuer considérablement leur nombre (Pattison et al., 1999 ;
Jansa et al., 2002). Dans ces cas particuliers, des champignons MA commercialisés comme

stimulants biologigques naturels peuvent étre rajoutés au sol pour augmenter la productivité.

Cependant, il faut noter que la relation symbiotique plante-champignon mycorhizien peut
passer au profit d'un des partenaires, si les conditions nutritionnelles sont favorables dans le
cas des sols fertiles et ceci conduit souvent a un parasitisme (Johnson et al., 1997 ; Neuhauser
et Fargione, 2004, Selosse, 2010). Un cas extréme est présent chez certaines Orchidées et
Ericacées mycotrophes sans chlorophylle qui dépendent du carbone fourni par le champignon

associé (Selosse et al., 2009).

Les études de Modjo et Hendrix, (1986) ont montré un rabougrissement des plantes de tabac

et un retard dans la croissance suite a une inoculation avec Glomus macrocarpum. Quant a
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Smith et al., (2004), ils ont noté que I’inoculation de la tomate Lycopersicon esculentum par
Glomus caledonium, G. intraradices et Gigaspora rosea n’est pas suivie d’une réponse
positive stimulant le développement de celle ci. Les Travaux de Bever (2002) ont montré que
ce feedback négatif qui peut avoir lieu au cours de la relation symbiotique serait lie a des
relations nutritionnelles asymétriques. La plante ne recoit plus du champignon la quantité
d’¢éléments minéraux nécessaires lui permettant de se développer alors que ce dernier continue
a bénéficier des carbohydrates de la plante. Cependant, ces travaux ont été effectués au
laboratoire. Dans les conditions naturelles, ou il y a souvent une compétition entre espéces, le

fait d’avoir des champignons MA est généralement trés avantageux (Smith et Read, 2008).

* Champignons mycorhiziens dans I'amélioration de la nutrition minérale

Pendant la croissance des plantes mycorhizées, beaucoup d’¢léments tels que le Pi, N, Zn, Cu,
K, Ca, Mg sont mobilisés par les champignons et assurent la croissance des plantes hotes
(Clark et Zeto, 2000). Dans beaucoup de sols, le phosphore et 1’azote présents en faible
quantité ou indisponibles constituent des facteurs limitants pour la croissance des plantes
(Toro et al., 1998 ; Vance et al., 2003 ; Lambers et al., 2008). Le prélevement de ces
nutriments peut étre soit limité par leur concentration dans la zone d’absorption racinaire, soit
par la surface totale des racines prétes a absorber ces éléments ou soit par la distribution des

racines dans le sol (Lambers et al., 2008).

Par I’amélioration du prélévement des ¢éléments minéraux, le champignon augmente la
vigueur et la reproduction des plantes associées (Seddas et al., 2009). Du fait de ce
prélevement important de nutriments, le champignon MA serait indirectement impliqué dans
la réduction de la malnutrition humaine en augmentant la quantité de nutribiomasse des
plantes mycorhizées qui pourraient étre utilisés dans I’alimentation humaine (He et Nara,

2007).

Ce rdle positif des champignons est aussi connu chez les ectomycorhizes ou les hyphes du
champignon organisés en réseaux complexes permettent une exploration tres efficace du sol
(Rousseau et al., 1994) et contribuent ainsi a 70% a 80% de l'apport de phosphate pour la
plante (Marschner, 1995) dans la biomasse des plantes mycorhizées qui pourraient étre

utilisés dans 1’alimentation humaine (He et Nara, 2007).
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* Role des champignons mycorhiziens dans la tolérance au stress salin

Peu de plantes halophytes sont mycotrophes (Brundrett, 1991), cependant la symbiose
mycorhizienne peut s’établir en conditions de stress salin (Rozema et al., 1986 ; Yamato et

al., 2008). La salinité peut affecter aussi bien la plante-h6te que le symbiote fongique.

Les champignons MA généralement observés en conditions de stress salin sont du genre
Glomus (Wang et al., 2004 ; Manga et al., 2005). Une augmentation du nombre de spores et
de la colonisation a été notée en conditions de stress salin (Aliasgharzadeh et al., 2001). Sous
ces conditions, il a été observé une croissance plus importante chez les plantes inoculées
comparées aux plantes non inoculées (Giri et al., 2003 ; Sannazzaro et al., 2007 ; Zuccarini et
Okurowska, 2008). Des résultats similaires ont été obtenus par Colla et al., (2008) qui
démontrent que I’inoculation par G. intraradices de Cucurbita pepo en conditions de stress
salin améliore la croissance, la production, la colonisation par le champignon, la teneur en
nutriments et aussi la qualité du fruit. Il en est de méme des travaux de Diouf et al., (2005) qui
ont montré que la double inoculation champignon et bactérie fixatrice d’azote
(Bradyrhizobium) confere une meilleure résistance au stress salin a Acacia mangium et
Acacia auriculoformis. Malgré le fait qu’en conditions de stress salin 1’ion phosphate a
tendance a précipiter avec le Ca2+, le Mg2+, et le Zn2+ et devient indisponible, le
champignon améliore aussi dans ces conditions le prélevement de Pi et augmente donc la

croissance de la plante (Plenchette et Duponnois, 2005).

Il a été aussi noté que les champignons endomycorhiziens arbusculaires augmentent la
tolérance a la salinité des plantes par des mécanismes variés, tels que I’amélioration de
I’absorption de 1’eau et du phosphore (Ruiz-Lozano, 2003), la production d’hormones de
croissance (Fortin et al., 2008), I’'amélioration des conditions du sol mycorhizosphérique
(Lindremann, 1994), la modification des propriétés physiologiques et biochimiques de la
plante-hote (Smith et Read, 2008) et la protection des racines contres les ions toxiques
(Hammer et al., 2010). En outre, les champignons mycorhiziens arbusculaires provoquent une

meilleure assimilation de 1’azote chez la plante-hote sous stress salin (Evelin et al., 2009).

Les plantes mycorhizées se développant sous des conditions salines accumulent de la proline,
de la bétaine, des polyamines, des sucres et des antioxydants. De surcroit, elles ont souvent un

ratio K:Na élevé (Giri et al., 2007 ) et une faible concentration de Na dans les tiges (Al-karaki
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et Hammad 2001) comparées aux plantes non mycorhizées. Ainsi Hammer et al., (2010)
suggeérent que les champignons mycorhiziens arbusculaires, tel que Glomus intraradices,
agissent comme une toute premiere barriére pour la sélection des ions en discriminant contre
les ions toxiques (Na) et en accumulant les éléments (Ca, Cl, Mg, Fe, Si, K) capables d’agir
comme des équivalents osmotiques dans les racines et améliorer la structure de la plante
entiere. Ruiz-Lozano et al., (1996) soutiennent aussi que les plantes mycorhizées sous stress
salin présentent des changements physiologiques tels que 1’augmentation du taux d’échange

de CO2, la transpiration, la conductance des stomates, et 1’'usage efficient d’cau.

Toutefois certaines expériences n’ont pas montré les bénéfices des champignons
mycorhiziens arbusculaires a la plante. L’absence de réponse (Graham et Syvertsen, 1989) et
I’inhibition de la croissance de la plante (Coperman et al., 1996) ont été aussi observées sous
conditions salines. En effet beaucoup d’halophytes ont une faible affinit¢ mycorhizienne
(Brundrett, 1991). De plus, plusieurs études révelent aussi que la germination des spores est
inhibée ou retardée par des concentrations croissantes de NaCl (Juniper et Abbott, 2006).

Des effets negatifs de la salinité sur le champignon fongique ont été également prouves par
Hirrel, (1981) ; Jahromi et al., (2008). Rozema et al., (1986) et Sheng et al., (2008) ont trouvé
une baisse de la colonisation des plantes par le champignon en présence de sel tandis que Tian
et al., (2004) et Sheng et al., (2008) ont montré que cette salinité pouvait méme supprimer la

formation d’arbuscules.

D. Techniques permettant d’étudier la fonctionnalité de la symbiose endomycorhizienne

L’inoculation des plantes avec des champignons améliorent la croissance de la plante.
Cependant des différences peuvent étre observées selon la souche utilisée. Ces différences
liées a I’action des souches fongiques peuvent étre phénotypiquement visibles sur la plante
pour ce qui est de la croissance ou alors mises en évidence a un stade plus précoce en
procédant a une caractérisation histologique, histochimique des structures formées ou bien
encore en mesurant I'expression de génes qui interviennent dans la performance de la

symbiose.
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1. Etude de la fonctionnalité de la symbiose endomycorhizienne

1.1. Evaluation de I'impact du champignon MA sur la plante hote

L’étude de la fonctionnalité de la symbiose MA peut se faire en examinant les effets
phénotypiques de l'inoculation par la comparaison de plantes inoculées a des plantes non
inoculées. Ainsi, sont évalués généralement des paramétres de croissance comme la hauteur
des plantes, la biomasse aérienne (BA) et racinaire (BR), le ratio BR/BA rapport de la
biomasse racinaire sur la biomasse aérienne. Un autre moyen consiste a doser la teneur en
certains ¢léments comme le phosphore et I’azote dans les parties aériennes. Des travaux
évaluant ces parametres ont montré que 1’inoculation de C. equisetifolia avec le champignon
MA augmente significativement la croissance en hauteur des plantes, la biomasse racinaire et
totale (Rajendran et Devaraj, 2004 et Elumai et Raaman, 2009). Le rapport de la biomasse
racinaire sur la biomasse aérienne (ratio BR/BA) est un outil permettant de mesurer le degré
d’efficacité de la symbiose mycorhizienne (Tobar et al., 1994). Chez les plantes mycorhizées,
un ratio BR/BA élevé traduit un meilleur développement du systeme racinaire de la plante
mycorrhizée ; qui a son tour influencerait le prélévement de certains nutriments d’ou les
teneurs importantes en N et Pi généralement trouvées chez les plantes mycorhizées (Kang et
van lersel, 2004).

1.2. Etude de la fonctionnalité de la symbiose endomycorhizienne en visualisant les

structures formées.

La mycorhization d’une racine par un champignon entraine la formation de nombreuses
structures fongiques (hyphes, vésicules, arbuscules et spores). Il est généralement difficile
voir impossible de dire qu’un systéme racinaire est mycorhizé par les champignons MA sans
passer par une coloration et une observation microscopique de ce systeme (Smith et Read,
1997 ; Vierheilig et al., 2001). Pour de trés cas rares, cette étape de coloration n’est pas
obligatoire comme I’exemple de la souche fongique Gigaspora gigantea qui a une forte

autofluorescente (Genre et al., 2008).

Des techniques destructives et non destructives ont été développées pour observer les MA

dans les racines mycorhizées:
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* Méthodes destructives non vitales :

Les méthodes de coloration destructives non vitales permettent d’avoir une idée sur le taux
d’infection de la racine par le champignon mais ne permettent pas une distinction entre les
structures mycorhiziennes actives ou sénescentes. Parmi ces techniques, on peut noter le bleu
de trypan : Le bleu de trypan est le colorant le plus couramment utilisé au laboratoire pour
visualiser les mycorhizes (Phillips et Hayman, 1970). Il permet de mettre en évidence les
structures fongiques formées et d’avoir une idée sur I’infection mycorhizienne de la racine.
Toutefois, cette technique présente des limites : 1) la coloration au bleu de trypan donne des
images avec un faible contraste rendant les observations au microscope difficile au fort
grossissement (Brundrett et al., 1994), 2) le bleu de trypan a une spécificité faible dans le
mesure ou il colore aussi les tissus végetaux 3) la coloration des racines au bleu de trypan
n’est pas permanente, les échantillons ne peuvent donc pas étre conservés indéfiniment 4) le

bleu de trypan a été classe comme produit cancérigene (IARC, 1987).

Cependant, une série de ringages avec de I’eau déminéralisée acide est nécessaire pour
maintenir la coloration. L’utilisation d’une eau basique au cours des ringages conduit a une
décoloration des racines (Vierheilig et al., 2005). De plus, toutes les encres ne permettent pas

de colorer les champignons MA (Vierheilig et al., 2005).

Plus récemment, 1’observation des structures mycorhiziennes se fait en utilisant des colorants
fluorescents en combinaison avec la microscopie confocale et les images obtenues ont une
grande résolution. Dans ce cadre, la technique utilisant le WGA-488 (Wheat Germ agglutinin)
est une des plus utilisées: Le WGA-488 est une lectine de blé qui a été couplée a un
fluorochrome (le vert Oregon). Le WGA se fixe sur les parois des champignons et permet

donc de marquer avec une grande précision les structures fongiques (Vierheilig et al., 2005).

*Méthodes non destructives

Elles permettent de détecter le champignon mycorhizien sans détruire la racine. Parmi ces
méthodes on peut citer celle basée sur le rouge neutre, un colorant acide permettant la
détection des structures fongiques dans les racines vivantes, (Vierhelig et al., 2005) ou celle
utilisant I’autofluorescence de certains champignons MA (Jabaji-Hare et al., 1984, Genre et

al., 2005). Cette derniére méthode non destructive permet une détection rapide des structures
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fongiques dans des tissus vivants, et permet donc de suivre l'infection par le champignon; c'est
en utilisant cette technique que I'APP a été mis en évidence (Genre et al., 2005).

Ces techniques de coloration ne donnent aucune idée sur le métabolisme des structures
fongiques dans les racines mycorhizées. Elles sont limitantes pour 1’étude de la fonctionnalité
de la symbiose mycorhizienne car il n'y a pas de corrélation stricte entre I’infection

mycorhizienne totale et son impact sur les plantes hotes.
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

. Matériel

1. Matériel végétal

Les graines utilisees dans cette étude ont été récoltées sur des pieds femelles de 2 cultivars de
palmier dattier, Nahla hamra (NHH) et Tijib, a floraison et fructification trés précoces. Les
fruits récoltés, de consistance demi-molle, sont noirs foncés chez le cultivar NHH et
rougeatres chez Tijib (Figure 15) et ont été sélectionnées dans les palmeraies de Kseir
Torchane localité située a 20 km au Nord de la région d’Atar en Mauritanie (latitude 20°31°

Nord 013°03” Ouest).

Figure 15: Fruits et graines des cultivars Nakhla hamra (NHH) (a) et Tijib (b).

2. Matériel fongique

Afin d’évaluer I’impact de I’inoculation sur la croissance des plants de dattier nous
avons utilisé cing souches de champignons mycorhiziens arbusculaires du genre Glomus de la
collection du Laboratoire Commun de Microbiologie (LCM, IRD/ISRA/UCAD) du centre de
recherche ISRA-IRD de Dakar Bel-Air au Sénégal. L’origine et les références de ces souches

sont précisées dans le Tableau 4.
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Tableau 4 : Origine et références des souches de mycorhizes arbusculaires du genre Glomus utilisés.

Especes de Région et/ou Pays Références ou Abréviations
champignons MA Laboratoires
Glomus aggregatum Djignaki, Sénégal Diopetal. (1994) Ga
Glomus intraradices Ottawa, Canada  Agricultural Gi
Herbarium
Glomus verriculosum Kabrousse, Diopetal. (1994) Gv
Sénégal
Glomus mosseae Diokoul, Sénégal Diopetal. (1994) Gmo

Glomus fasciculatum Louga, Sénégal Diop et al. (1994)  Gf

I11. Méthodes

1. Conditions de la germination des graines et de culture des plants in vitro

1.1. Conditions de germination des graines

Les graines ont été stérilisées a 1’acide sulfurique (H,SO,4) a 96% pendant 10 minutes puis
rincées a I’eau distillée stérile. Elles ont ensuite ¢té imbibées dans de 1’eau stérile pendant 24
h avant d’étre mises a germer dans des boites de Pétri (& 90 mm, Figure 16) contenant 20 mL
d’eau gélosée (8 g.L'1 d’agar) et placées en module éclairé (80 uE.s’l.m'z) avec une

photopériode de 12h/12h, a la température constante de 27° £ 0,2 °C.

Figure 16 : Germination des graines des cultivars NHH (a) et Tijib (b) aprés un mois de culture in vitro.
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1.2. Conditions de culture des plants

Pour étudier la croissance et le développement des plants de dattier en situation de stress salin
in vitro, les graines ont été mises en culture sur des milieux contenant les macros et micro
¢léments de Murashige et Skoog (1962) et du fer apporté sous la forme chélatée ¢’est-a-dire
sous forme de FEEDTA (5,57 g de FeSO4 et 7,45 g de EDTA) a raison de 5 ml.L™ de milieu.
A ces éléments minéraux ont été ajoutées les vitamines de Nitsch et Nitsch (1965)
complémentées avec de la glutamine (0,2 mg.L™). Le saccharose a été ajouté aux différents
milieux & raison de 30 g.L™". Les compositions minérale et vitaminique des différents milieux

sont précisées en annexe 1.

Afin d’évaluer le degré de tolérance des plants des cultivars NHH et Tijib vis-a-vis du stress
salin, le NaCl a été ajouté aux milieux de culture a 0, 4, 8 et 16 g.L™. Pour chaque condition

de culture, 24 graines ont été utilisées par cultivar.

Le pH des milieux est ajusté a 5,7 ; aprés un préchauffage d’une dizaine de minutes au four a
micro-ondes ou a l'autoclave (110°C pendant 5 minutes) pour fondre ’agar (Bacto Agar
Difco) (8g/l), les milieux ont été distribués a I’aide d’un distributeur automatique dans des
tubes (25x200mm) a raison de 20 ml par tube puis autoclavés a 110°C pendant 20 minutes.
Les expériences ont été réalisées en module éclairé (80 PE.s™.m) avec une photopériode de
12h/12h, a la température constante de 27° £ 0,2 °C.

1.3. Conditions de culture en serre et dispositif expérimental

Apreés trois mois de culture in vitro, les plants ainsi obtenus ont été transférés en serre dans
des pots en plastique de 12 cm de haut sur 16 cm de diametre. Ces pots sont remplis au 4/5 de
leur volume de sol sableux de Sangalkam, non stérilisé et pauvre en éléments minéraux,
particulierement en azote et phosphore. La composition de ce substrat est précisée en annexe

2. Les pots ont été arrosés a la capacité au champ 48 heures avant le transfert des plants.
Afin d’évaluer le seuil de perception du stress salin en serre, une premiere série d’expériences

a été mise en place en utilisant un dispositif en blocs complétement randomisés a deux

facteurs : cultivars (2 niveaux) X niveaux de NaCl (7 concentrations). Le NaCl a été
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préalablement testé & 0, 1, 2, 4, 6, 8 et 16 mg.L™ et un total de 20 plantes par cultivar et par

condition de salinité a été utilisé soit 140 plants par cultivar.

L’inoculation mycorhizienne des plants de dattier a été réalisée 4 mois apres leur mobilisation
en serre. Pour ce faire, 20 g d’inoculum fongique, de chacune des 5 souches de Glomus
testées, ont été places a 5 cm de profondeur autour du collet de la plante. Quatre (4) mois
aprés I’inoculation, trois niveaux de salinités (0, 8 et 16 mg.L™ de NaCl) préalablement
définis a la suite de la premiére expérience ont été appliqués. Ces concentrations en sel
correspondent respectivement pour les plants des cultivars étudiés aux niveaux sans stress,
moyennement stressé et fortement stressé. Un dispositif en blocs randomises a trois facteurs :
cultivars (2 niveaux) x niveaux de NaCl (3 concentrations) x conditions d’inoculation (5
souches mycorhiziennes + témoin non inoculé) a ainsi été mis en place pour cette deuxieme
expérimentation. Pour chaque condition de salinité, un total de 20 plants / cultivar / condition
d’inoculation a été utilisé soit 360 plants par cultivar. Les plants ont éte arroses a la capacité

au champ tous les deux jours et maintenus dans ces conditions pendant 2 mois.
2. Etude de la mycorhization des plants de dattier

L'observation de la colonisation racinaire a éte faite aprés coloration selon la technique de
Philips et Hayman (1970) et le pourcentage de colonisation a été déterminé suivant la
méthode « Gridline Intersect » de Giovannetti et Mosse (1980).

Les parameétres de mycorhization ont été évalués selon la méthode de Trouvelot et al., (1986).
La fréquence de mycorhization (F) correspond au pourcentage de fragments racinaires
mycorhizés par rapport au nombre total de fragments observes.

L’intensité de mycorhization (I) correspond a la proportion de fragments racinaires observés
colonisés par les champignons MA.

Chaque fragment analysé est alors classé selon une grille d’intensité de mycorhization notée

de zéro (0) a cinq (5) (Figure 17).
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|

0 1 2 , 3 4 5

0% <% <10% <50% >50% >90%
Figure 17 : Notation de I’infection mycorhizienne (classe 0 a classe 5) Trouvelot et al. (1986)

La fréquence et I’intensité de mycorhization sont calculées selon les formules suivantes:

F% = (nombre de fragments mycorhizés / nombre total de fragments observés) x 100

1% = (95 n5 + 70 n4 + 30 n3 + 5 n2 + nl) / nombre total de fragments observeés

n5 = nombre de fragments notés 5; n4 = nombre de fragments notés 4 ; n3 = nombre de

fragments notés 3 ; n2 = nombre de fragments notés 2 ; n1 = nombre de fragments notés 1

La dépendance mycorhizienne relative (DMR) des plants a été calculée par la formule de
Plenchette et al. (1983) en exprimant la différence entre la biomasse totale des plants
mycorhizés et la biomasse totale des plants témoins sur la biomasse totale des plants

mycorhizes.

Biomasse totale des plants mycorhizes—Biomasse totale des plants téemoins
DMR = P 4 B 100

Biomasse totale des plants mycorhizés
3. Dosage des éléements minéraux

L’impact de la mycorhization en situation de stress salin sur la nutrition hydrominérale des
plants de dattier été déterminé par analyse d’éléments minéraux (azote, phosphore, carbone,
chlore, sodium et potassium) au Laboratoire des Moyens Analytiques (LAMA, certifié 1SO
9001 version 2000) de 'IRD de Dakar (Sénégal). L’azote a été dosé par la méthode Kjeldhal

et les autres éléments minéraux par colorimétrie (John, 1970).
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4. Dosage de la chlorophylle

Pour évaluer la sensibilité des cultivars étudiés vis-a-vis du stress salin, la teneur en
chlorophylles a été déterminée selon la méthode décrite par Makeen et al (2007). Pour ce
faire, 50 mg de feuilles de chaque échantillon ont été broyées dans 12 ml d’acétone 80%. Les
broyats obtenus ont été versés dans un tube Falcon et centrifugés a 4 500 g a 4°C pendant 10
min, puis incubés a 4°C a I’obscurité pendant 24 h. Aprés incubation, le surnageant a été dos¢
par mesure de I’absorbance de la chlorophylle au spectrophotometre. Les teneurs en
chlorophylle totale ont été déterminées par la mesure de 1’absorbance des chlorophylles a et b
contre un blanc réalis¢ avec de I’acétone 80%. Les chlorophylles a et b ont été¢ dosées
respectivement & une absorbance de 663 et 645. La quantité de chlorophylle totale
(chlorophylle a et b) a été calculée en utilisant la formule suivante (Arnon, 1949) :

C = {[20,2 (A645) + 8,02 (A663)] x V/M}.
A663 = Absorbance de la chlorophylle a ;
A645 = Absorbance de la chlorophylle b ;
V = Volume d’extraction (mL) ;

M = Masse des feuilles broyées (mg).

La quantité de chlorophylle totale (C) est exprimée en milligramme par gramme de matiere

fraiche.

5. Dosage de la proline

Afin d’évaluer les niveaux de tolérance au NaCl des cultivars NHH et Tijib, les taux de
proline accumulés par les plants ont été déterminés. Pour ce faire, le protocole décrit par
Monneveaux et Nemmar (1986) a été utilisé pour extraire et doser la proline (voir annexe 3).
L’extraction a été réalisée a partir d’un mélange composite de 100 mg de segments foliaires
de trois plants par condition. La concentration de la proline a été déterminée au
spectrophotometre par mesure de la densité optique (DO) a 520 nm et trois répétitions par

condition de culture ont été effectuées.

58



CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES

La teneur en proline a été déterminée en utilisant la formule suivante :

[Proline] nmoles.g™ de matiére fraiche = DO x volume extrait / pente x volume dosé ou
DO = Densité Optique

La pente est calculée a partir de la gamme étalon en utilisant I’équation de la droite :

F(X)=ax+Db
6. Traitement statistique et analyse des données

Pour chaque condition de culture, les parametres biochimiques (teneurs en chlorophylles et en
proline), de mycorhization (fréquence et intensité de mycorhization) et de croissance et de
développement des parties aériennes (allongement de 1’épicotyle, nombre de feuilles,
diametre du collet, biomasse fraiche et séche) et souterraines des plants (nombre de racines
secondaires, allongement de la racine pivotante, biomasse fraiche et séche) ont été mesurés.
Le traitement et ’analyse des données ont été réalisés en utilisant le module Général
ANOVA/MANOVA (General Linear Model) de STATISTICA (data analysis software
system), version 6. StatSoft, Inc. (2001). www.statsoft.com. Les traitements ont eté
discriminés par comparaison multiple des moyennes a 1’aide du test de Students - Newman et

Keuls au seuil de 5% aprés analyse de variance.
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CHAPITRE 11l : RESULTATS ET DISCUSSIONS

PREMIERE PARTIE: EFFET DU STRESS SALIN SUR LA
CROISSANCE ET LE DEVELOPPEMENT IN VITRO DES
PLANTS DE PALMIERS DATTIERS

Dans cette premiére partie nous nous sommes intéressés a la physiologie de développement in
vitro des cultivars NHH et Tijib dans ’optique de déterminer les mécanismes d’adaptation

mis en jeu chez les jeunes plants, lorsqu’ils sont soumis au stress salin.

Pour ce faire la croissance et le développement des jeunes plants de dattier ont été observés in

vitro sur des milieux contenant des concentrations croissantes de NaCl.

Dans cette partie, nous décrirons, les observations morphologiques et biochimiques en rapport

avec la croissance et le développement des plants en situation de stress.
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1. Effet du NaCl sur I’allongement de I’épicotyle des plants de NHH et Tijib

Dans nos conditions expérimentales, 1’allongement de 1’épicotyle sur milieux salins est
variable selon les cultivars étudiés et les concentrations de NaCl testées (Figures 18 et 19).
Chez ces cultivars I’effet milieu apparait tres significatif sur la croissance de 1’épicotyle (F =
32,40 ; P =0,000).

Chez NHH comme chez Tijib, nous pouvons remarquer que tout apport de NaCl a des
concentrations supérieures ou égales a 8 g.L-!, dans le milieu de culture, entraine une
diminution significative de 1’allongement de I’épicotyle dont la longueur passe de 4,9 cm en
moyenne a 2 cm respectivement chez les témoins et les plants du cultivar NHH soumis au sel.
Chez le cultivar Tijib, I’allongement de 1’épicotyle passe de 4,5 cm chez les témoins a 3 cm
chez les plants traités au NaCl & 8 g.L-' (Figure 18). Cette baisse de I’allongement de
I’épicotyle apparait plus nettement chez les plants du cultivar NHH que chez Tijib.

Toutefois, quel que soit le cultivar considéré, la concentration de NaCl de 16 g.L-' présente

un effet dépressif sur I’allongement de 1’épicotyle.
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Figure 18 : Effet du NaCl sur I’allongement de I’épicotyle chez NHH et Tijib 30 jours apres

semis. Effectifs : 24 plants par condition de milieu. Pour chaque concentration les lettres a, b et ¢ indiquent des

groupes homogenes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.
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Les résultats ci-dessus révelent que dans les conditions de culture in vitro, les plants du
cultivar Tijib apparaissent plus tolérants au NaCl que ceux du cultivar NHH, du moins pour
les concentrations de sel allant de 4 & 8 g.L-'. Toutefois, il apparait chez ces deux cultivars
que le seuil de perception du stress salin est observé a partir de la concentration en NaCl de 8
g.L-1.

2. Effet du NaCl sur la biomasse aérienne des plants de NHH et Tijib

Dans nos conditions expérimentales, la croissance de la biomasse aérienne semble varier en
fonction des concentrations de NaCl testées et du cultivar étudié. L’analyse de variance a
effectivement montré une interaction variété x milieu tres significative sur le poids de
matiéres fraiche (PMFA) (F = 18,715 ; P = 0,000) et seche (PMSA) (F = 15,910 ; P = 0,000)
chez les deux cultivars. En effet, nous avons pu observer au bout de 3 mois de culture que le
développement des parties aeriennes des plants était plus important chez le cultivar Tijib que
chez NHH.

Chez le cultivar NHH, nous remarquons une diminution tres significative du PMFA (Figure
19). En effet, nous pouvons constater que tout apport de NaCl dans le milieu de culture
entraine une chute du poids de matiére fraiche aérienne qui passe en moyenne de 800 mg chez

les témoins & 280 mg pour les plants traités au NaCl 8 g.L-*.
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Figure 19 : Effet du NaCl sur la biomasse aérienne fraiche chez NHH et Tijib apres 3 mois de

culture. Barre = + intervalle de confiance a 95%. Effectifs : 24 plants par condition de milieu.

En revanche, nous remarquons chez le cultivar Tijib, une augmentation significative du
PMFA par rapport aux témoins pour les concentrations de 4 et 8 g.L-* de NaCl. Toutefois,
quel que soit le cultivar considéré, il apparait nettement que la concentration de 16 g.L™ de
NaCl entraine une inhibition du developpement des parties aériennes. Le rapport PMFA du
cultivar Tijib sur PMFA de NHH indique que le PMFA de Tijib est 4 a 5 fois supérieur a celui

de NHH pour les concentrations situées autour de 4 & 8 g.L-' de NaCl.

Les mémes observations sont faites pour le poids de matiere seche (PMSA) de Tijib qui
apparait 3,5 a 4,6 fois supérieur a celui de NHH pour les mémes concentrations de sel (Figure
20).

Nos résultats apparaissent tout a fait similaires a ceux rapportés par Zidan et Elewa (1995)
chez quatre espéces d’Ombelliferes, a ceux de Hajar et al. (1996) chez Nigella sativa (L.) et a
ceux de Laaziza et al. (2013) sur le blé dur (Triticum durum Desf. « Massa ». Ces auteurs ont,
en effet, remarqué une tres forte diminution du poids de matiére fraiche aérienne lorsqu’on

utilise des concentrations élevées de NaCl ; celle-ci peut atteindre - 59%.

Ces résultats indiquent clairement que le cultivar Tijib est nettement plus tolérant au

sel que NHH qui parait plus sensible au stress salin.
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Figure 20 : Effet du NaCl sur la biomasse aérienne seche chez NHH et Tijib aprés 3 mois de

culture. Barre = + intervalle de confiance a 95%. Effectifs : 24 plants par condition de milieu.

3. Effet du NaCl sur le développement de la partie souterraine des plants de NHH et
Tijib.

Photo a Photo b

NHHa 8 g/l
de Na(’l
|

Tifb 4 16 g
de NaCl

Figure 21 : Plants des cultivars NHH et Tijib aprés trois mois de culture in vitro sur milieux

contenant différentes concentrations de NacCl.

Nous pouvons remarquer sur la figure 21 que la production de racines secondaires est stimulée chez Tijib

(photos a) et inhibée chez NHH (photos b) en condition de stress salin. Photo a : x 0,25 ; photo b : x 0,5.
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4. Effet du NaCl sur la biomasse des racines des plants chez NHH et Tijib

Nous avons pu constater de visu aprés 3 mois de culture sur les milieux enrichis en sel, que les
plants de dattier présentaient des différences de comportement du systéme racinaire en
réponse au degré de stress appliqué. Ces différences se sont manifestées a travers les
différents paramétres de croissance analysés (PMFR, PMSR et nombre de racines secondaires
produites) selon les cultivars et les concentrations de NaCl testées. En effet, les résultats de
I’analyse de variance, indiquent clairement qu’il existe aussi bien un effet variété (F = 48,09 ;
P = 0,000), qu’un effet milieu (F = 13,45 ; P = 0,000) et une interaction variété milieu (F =
10,65 ; P = 0,000) tres significatifs. Chez le cultivar NHH I’apport de NaCl ne modifie pas la
biomasse fraiche des racines (Figure 22) qui présente le méme ordre de grandeur chez les

témoins (400 mg) que chez les plants traités au NaCl & 16 g.L-* (350 mg).
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Figure 22 : Effet du NaCl sur la biomasse fraiche des racines (PMFR) chez NHH (o) et Tijib (m)
aprés 3 mois de culture. Barre = + intervalle de confiance a 95%. Effectifs : 24 plants par condition de

milieu.
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Figure 23 : Effet du NaCl sur la biomasse séche des racines (PMSR) chez NHH (o) et Tijib (m)
apres 3 mois de culture. Barre = = intervalle de confiance a 95%. Effectifs : 24 plants par condition de

milieu.

En revanche, chez le cultivar Tijib, I’apport de NaCl dans le milieu de culture, dans la gamme
de concentrations située entre 4 et 8 g.L-*, augmente significativement le PMFR qui passe de
600 mg en moyenne chez les témoins & 1000 et 1200 mg respectivement a 4 et 8 g.L™ de sel.
Au dela de cette gamme, tout apport de NaCl entraine une diminution significative de la
biomasse fraiche des racines. Le rapport entre le PMFR de Tijib et celui de NHH a la
concentration de 8 g.L-' de sel, indique que le PMFR de Tijib est 3 fois plus élevé que celui
de NHH sur milieu salin. Cette méme tendance s’observe chez les deux cultivars en ce qui
concerne la biomasse séche des racines ou 1’on note un PMSR de Tijib 3 fois plus élevé que

celui de NHH a la concentration 8 g/l de sel (Figure 23).

Concernant I’émission de racines secondaires, [’analyse statistique différentielle de
I’influence des concentrations de NaCl testées sur chacune des deux variétes, indique un effet
milieu trés significatif chez NHH (F = 3,153 ; P = 0,013) et chez Tijib (F = 5,338 ; P = 0,000)
(Tableau 5). En effet, chez NHH, I’apport de NaCl diminue significativement le nombre de
racines secondaires qui passe de 35 a 8 racines en moyenne respectivement chez les témoins
et les plants traités & 16 g.L- de sel. Toute augmentation de la concentration de NaCl entraine
une diminution significative du nombre de racines. En revanche chez Tijib, 1’apport de NaCl
(4 & 8 g.L-) dans le milieu de culture, entraine une augmentation significative du nombre de

racines qui passe de 40 a 175 racines en moyenne respectivement chez les témoins et les
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plants traités & 8 g.L-' de sel. Au deld de cette gamme tout apport de sel diminue

significativement la production de racines secondaires chez les deux cultivars.

L’interaction variété milieu apparait également trés significative (F = 12, 489 ; P = 0,000) et
indique que 1’émission de racines secondaires chez le cultivar Tijib est d’environ 8 fois

supérieure a celle de NHH sur milieu NaCl 4 8 g.L-".

Tableau 5 : Influence du NaCl sur la production et I’élongation des racines secondaires chez les
plants des cultivars NHH et Tijib aprés 3 mois de culture. Le nombre et 1’allongement moyen des
racines secondaires ont été déterminés a partir d’un effectif de 24 plants par cultivar. Sur une méme ligne et pour
la méme variable, les lettres a et b indiquent les groupes significativement différents au seuil de 5%
(Comparaison des moyennes : test de Newman et Keuls).

Nombre moyen de racines Allongement moyen des racines
Milieux [g.L™?]  secondaires/plant secondaires/plant (en cm)

NHH Tijib NHH Tijib
Témoins (0) 36a 40a 05a 07a
NaCl 4 30b 70a 02b 07a
NaCl 8 20b 175a 02b 10a
NaCl 16 08a 09a 1,5b 3,8a

Il apparait ainsi, pour ’ensemble des paramétres de croissance de la biomasse des racines
analysés, par rapport a I’application du stress salin, que le cultivar Tijib présente une

meilleure tolérance au NaCl que le cultivar NHH.

Les résultats obtenus chez Tijib et chez NHH en réponse au stress salin vont dans le sens que
ceux décrits chez différents génotypes de canne a sucre par Akhtar et al. (2003). Ces auteurs
ont remarqué, en effet, que les génotypes tolérant le sel accroissent leur biomasse racinaire
par rapport aux génotypes sensibles chez lesquels il y a une réduction considérable de la

production de racines.

Dans nos conditions de culture différents paramétres de croissance du systéme racinaire
étudiés chez ces deux cultivars (PMFR, PMSR, et nombre de racines secondaires émises)
indiquent clairement que le cultivar Tijib semble plus tolérant au stress salin que le cultivar
NHH.
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Les données enregistrées chez le cultivar Tijib sur le développement de la biomasse racinaire
en conditions de stress salin, vont dans le méme sens que ceux obtenus par Jordan et Miller
(1980) qui ont également remarqué, en étudiant I’effet du stress hydrique chez différents
cultivars de sorgho, que la tolérance au stress est positivement corrélée a une augmentation de

la biomasse des racines.

Toutefois, il conviendra de compléter ces résultats par une expérimentation en conditions
semi-contrdlées puis au champ qui nous renseignera sur le degré de tolérance ainsi que sur les
stratégies que mettraient en place 'une ou 'autre de ces deux cultivars en réponse au stress

salin.

En effet, Annerose et Cornaire (1994) ont émis I’hypotheése selon laquelle la capacité
d’ajustement du développement racinaire en fonction des conditions de salinité du sol
contribue de maniére significative a augmenter la disponibilité en eau et par conséquent la
capacité d’évitement a la sécheresse d’une variété. Chez le palmier dattier, le cultivar Tijib
qui développe a un niveau précoce plus de racines en conditions de stress salin, pourrait
constituer un modeéle d’étude intéressant pour verifier cette hypothéese dans les conditions in

situ.

5. Effet du NaCl sur I’allongement des racines secondaires des plants de NHH et Tijib

Sur milieux salins, I’analyse de variance différentielle montre un effet variété trés significatif
chez NHH (F = 3,153 ; P=0,013) et chez Tijib (F = 5,338 ; P=0,000) ainsi qu’une interaction
variété milieu également tres significative (F = 2,877 ; P=0,04) sur I’allongement des racines
secondaires. Les résultats obtenus, présentés sur le tableau 5, indiquent clairement que chez le
cultivar NHH, I’apport de NaCl induit une diminution significative de la longueur des racines
secondaires. En effet, celle-ci est d’environ 5 cm en moyenne par plant chez les témoins et de

1 cm chez les plants traités au sel a 16 g.L-".

Par contre, utilisé aux concentrations de 4 a 8 g.L-*, le NaCl favorise chez le cultivar Tijib une
élongation significative des racines dont la valeur maximale atteint 10 cm par plant pour la

concentration de 8 g.L-* de sel.
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Le rapport entre la longueur moyenne des racines sur milieux NaCl montre que Tijib
développe des racines 5 fois plus longues que celles de NHH, ce qui peut traduire une

meilleure adaptation de Tijib dans les zones ou le sel apparaitrait comme un facteur limitant.

Les résultats que nous avons obtenus chez NHH vont dans le méme sens que ceux présentés
par Mathew et Chandrasekhar (1998) chez le sorgho et ceux de Hamrouni et al. (2008) sur la
vigne. Ces auteurs ont constaté que, le NaCl inhibe fortement la production et 1’élongation des
racines chez les génotypes sensibles. Par ailleurs la variabilité de réponse a été mise en
évidence selon le cultivar et la concentration de NaCl appliquée.

6. Effet du NaCl sur I’accumulation de la proline chez les plants de NHH et Tijib

Les résultats précédents ont montré que les deux cultivars NHH et Tijib présentent des
réponses physiologiques différentes selon la concentration en NaCl appliquée. Nous avons
donc voulu savoir si les differences morphologigques que nous avons observées pouvaient étre
correlées au niveau métabolique par des différences dans la biosynthése de certains acides

amines en particulier la proline qui est synthétisée chez les plantes en situation de stress.

Les résultats de 1’analyse de variance révelent non seulement un effet milieu (F = 1062 ; P =
0,000) mais également une interaction varieté milieu (F = 29 ; P = 0,000) tres significatifs sur
la production de la proline chez NHH et Tijib. Les résultats obtenus, présentés sur la figure
24, montrent que ’accumulation de la proline se fait de fagon plus intense et plus rapide chez
NHH que chez Tijib dans la gamme de concentrations allant de 4 & 8 g.L-* de NaCl. Dans
cette gamme, les teneurs en proline varient de 702,38 a 869,04 nMoles/g de matiére fraiche
chez NHH contre 538,69 a 809,52 chez Tijib. Au dela de 8 g.L-' de sel, nous pouvons
remarquer une quasi stabilisation de la teneur en proline qui suggere que les limites de
tolérance au sel chez NHH serait atteinte. En revanche, chez Tijib, la biosynthése de la proline
s’accroit en fonction de la concentration de NaCl utilisée, ce qui laisse supposer que la limite

de tolérance au sel de Tijib irait bien au dela de la gamme testée.

Nos résultats obtenus sur I’influence des stress salin par rapport a I’accumulation de la proline
chez les deux cultivars de dattier étudiés sont en parfait accord avec ceux présentés chez le
mil par Hubac et Viera Da Sylva en 1980. Ces auteurs ont, en effet, établi une corrélation

positive entre le degré de résistance des plantes aux stress et la cinétique d’accumulation de la
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proline. Cette cinétique est rapide et temporaire chez les especes sensibles alors qu’elle

apparait plus tardive chez les espéces résistantes.

Tewenrenprolie @ 0Ny de Mate e frakie)
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Figure 24 : Effet du NaCl sur ’accumulation de la proline chez NHH (o) et Tijib (m) aprés 3 de mois de

culture. Barre = + intervalle de confiance a 95%. Chaque valeur correspond a la moyenne de 3 répétitions.

Cette étude montre que le NaCl chez les deux cultivars de palmier dattier a un effet dépressif
variable selon la concentration en sel appliquée. Toutefois, chez les deux cultivars la
concentration 8 g.L™ de NaCl constitue le seuil de stress. Les résultats ont également montré
que, pour I’ensemble des paramétres de croissance et de développement étudiés, le cultivar
Tijib apparait plus tolérant au stress salin que le cultivar NHH dans les conditions de culture
in vitro. L’accumulation de proline dans cette situation est 1,5 fois plus importante chez les
plants de NHH que chez ceux de Tijib, lorsque le stress salin se situe entre 4 et 8 g.L™ de
NaCl

En vue d’affiner cette étude, il serait intéressant de compléter ces résultats par des dosages de
I’activité glutamine synthétase, enzyme qui intervient dans la biosynthése de 1’acide
glutamique lequel agirait comme précurseur de la biosynthese de la proline (Boggess et al.,
1976).
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DEUXIEME PARTIE : AMELIORATION DE LA
CROISSANCE ET DU DEVELOPPEMENT DE PLANTS DE
DATTIERS SOUMIS AU STRESS SALIN PAR INOCULATION
AVEC DES CHAMPIGNONS MA EN CONDITIONS SEMI-
CONTROLEES

Les résultats qui préceédent ont montré que les cultivars NHH et Tijib présentent une
sensibilité différente au NaCl dans les conditions de culture in vitro. Dans la deuxiéme partie
de notre travail, nous avons voulu savoir si I’apport de champignons MA pourrait déplacer le
seuil de sensibilité au sel tout en améliorant la croissance et le développement des plants de

ces deux cultivars.

Nous avons ainsi étudie la croissance et le développement des parties aériennes et racinaires
des plants de dattier en serre sur un substrat contenant des concentrations croissantes de NaCl

en présence de cing souches de champignons MA du genre Glomus.
Dans cette partie, nous décrirons, les observations morphologiques liées a la croissance et au

développement des plants soumis au stress en relation avec les données histologiques,

physiologiques et biochimiques.
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1. Effet de I’apport de NaCl sur la croissance des plants chez les cultivars NHH et Tijib

Les résultats montrent que 1’allongement de la partie aérienne est variable selon les cultivars
étudiés et les concentrations de NaCl testées (Figures 25, 26 et 27). Chez le cultivar NHH,
I’effet milieu est tres significatif sur la croissance des tiges (F = 32,40 ; P = 0,000). L apport
de NaCl & des concentrations supérieures ou égales & 8 g.L™ dans le milieu de culture,
entraine une diminution significative de I’allongement de 1’épicotyle dont la longueur passe
de 18,9 cm en moyenne chez les témoins & 16,17 cm en présence de 8 g.L ™" de NaCl (Figure
25). Chez le cultivar Tijib, nos résultats montrent également des différences significatives (F=
3,345 ; P = 0,009) entre les témoins (21,86 cm) et les plantes traitées au NaCl & 8 g.L™ chez
lesquels la longueur moyenne des épicotyles est de 20,21 cm (Figure 26). Toutefois, quel que
soit le cultivar considéré, la concentration de NaCl de 16 g.L™ présente un effet dépressif sur
I’allongement de I’épicotyle. Les résultats suggerent qu’en serre les plants de Tijib toleérent
mieux I’effet du NaCl que ceux de NHH. Toutefois, il apparait chez ces deux cultivars que le
seuil de perception du stress salin est observé a partir de la concentration en NaCl de 8 g.L™
(Figure 27).

=25 -

£ b a a a a

(&)

. — ] .

2 20 be
.‘—_. _ C
L 15 -

v g

=

2 210 -

5510

= 5

=

a1

a—‘] () T T T T T T 1
5 0 1 2 4 6 S 16
—

Concentration de NaCl en g L-1

Figure 25 : Effet de la concentration de NaCl sur la croissance des épicotyles des plants chez NHH apreés 6
semaines de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu. Pour chaque concentration les lettres a,
b et ¢ indiquent des groupes homogénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au

seuil de 5%.
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Figure 26 : Effet de la concentration de NaCl sur la croissance des épicotyles des plants chez Tijib aprés 6
semaines de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu. Pour chaque concentration les lettres a,
b et ¢ indiquent des groupes homogeénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au

seuil de 5%.

Figure 27 : Croissance et développement des plants chez NHH et Tijib sous différentes conditions de
salinité.

0T : Témoin sans sel, 8T: NaCl a 8 g.L™ 16 T: NaCl a 16 g.L™. Nous pouvons remarquer le bon
développement du témoin ; la sensibilité au sel est perceptible & partir de 8 g.L™ et les plants se nécrosent a 16
g.L™" de NaCl.
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Nos resultats confirment ceux obtenus dans les conditions de culture in vitro par Sané et al.
(2005) qui ont constate un effet dépressif du NaCl chez ces deux cultivars avec toutefois une
meilleure tolérance vis-a-vis du stress salin des plants du cultivar Tijib comparativement a
ceux du cultivar NHH lorsque les concentrations en sel dépassent 8 g.L™. Nos données
apparaissent également similaires a celles rapportées par Promila et Kumar (2000) et par
M’Hahmedi et al. (2008). Ces auteurs ont, en effet, constaté respectivement que le NaCl
diminue fortement la croissance de 1’épicotyle des semis chez Vigna radiata ainsi que la

croissance et la production de graines chez des accessions tunisiennes d’orges.

2. Effet du stress salin sur I’intensité de mycorhization chez les cultivars NHH et Tijib

Dans nos conditions expérimentales, ’analyse de variance des résultats révele qu’il existe
aussi bien un effet cultivar (F = 48,09 ; P = 0,000), qu’un effet niveau de salinité (F = 13,45 ;
P = 0,000) et une interaction cultivar x conditions d’inoculation (F = 10,65 ; P = 0,000) tres
significatifs sur I’intensit¢é de mycorhization observée aprés 4 mois de culture. Chez le
cultivar NHH, G. intraradices permet d’enregistrer les valeurs de I’intensité de mycorhization
les plus élevées a 8 g.L™ de NaCl (28,81%) comparativement a I’ensemble des conditions

d’inoculation testées (Figure 28).
En revanche, chez le cultivar Tijib, c’est plutét avec G. fasciculatum que les valeurs

maximales de I’intensité de mycorhization sont observées (8,10%) sur milieu stressé (Figure

29).
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Figure 28 : Impact de 5 souches sur la mycorhization des plants de NHH en présence de 0, 8 et 16 g.L™
apres 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chague
condition de mycorhization, les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes homogénes dans la comparaison des moyennes selon le
test de Newman-Keuls au seuil de 5%.
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Figure 29 : Influence de 5 souches sur I’intensité de mycorhization des plants de Tijib en présence de 0, 8
et 16 g.L™" aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour
chaque condition de mycorhization les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes homogénes dans la comparaison des moyennes
selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.
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3. Effet du stress salin sur la fréquence de mycorhization chez les cultivars NHH et Tijib

L’analyse de variance des résultats, indique qu’il existe aussi bien un effet cultivar (F =
14,488; P = 0,000), qu’un effet milieu (F = 37,274 ; P = 0,000) et une interaction cultivar

milieu (F = 4,245; P = 0,000) tres significatifs sur la fréquence de mycorhization des plants de

dattiers au bout de 4 mois de culture.

Chez le cultivar NHH, en présence de 8 g.L™ de NaCl, G. intraradices permet d’enregistrer
les fréquences de mycorhization les plus importantes avec un optimum de 90%

comparativement a I’ensemble des conditions d’inoculation testées (Figures 30 et 32).

En revanche, chez le cultivar Tijib, c’est plutét avec G. fasciculatum que la fréquence

maximale (72%) de mycorhization est observée sur milieu stressé (Figures 31 et 33).
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Figure 30 : Influence de 5 souches sur la fréquence de mycorhization des plants de NHH en présence de 0,
8 et 16 g.L" aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour
chaque condition de mycorhization les lettres a, b et c¢ indiquent des groupes homogénes dans la comparaison des

moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.
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Figure 31 : Influence de 5 souches sur la fréquence de mycorhization des plants de Tijib en présence de 0,
8 et 16 g.L" aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour
chaque condition de mycorhization les lettres a, b et c¢ indiquent des groupes homogenes dans la comparaison des

moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.

Figure 32 : Colonisation des racines des plants de NHH par les souches de champignons MA G. intraradices et
G. verriculosum en absence de stress (A) et en situation de stress (B). To (Témoin) G; (G. intraradices) Gv (G.
verriculosum). En absence de stress, nous pouvons observer chez les deux souches la présence de spores (b). En

revanche, lorsqu’on applique le stress se développent des vésicules (a) et hyphes (c) mycéliennes.
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Figure 33 : Colonisation des racines des plants de Tijib par les souches de champignons MA G. mosseae et G.
fasciculatum en absence de stress (A) et en présence de sel (B). To (Témoin) Gmo (G. mosseae) Gf (G.
fasciculatum). En absence de stress, nous observons le développement de vésicules (c) et d’hyphes (a). En
revanche, en présence de stress, seuls les spores (b) sont observées chez les plants mycorhizés avec la souche G.

fasciculatum. Grossissement x 100

Les résultats obtenus sur I’intensité de mycorhization chez les deux cultivars de dattier étudiés
vont dans le méme sens que ceux présentés par Ndoye (2012) sur la mycorhization de jeunes
plants d’A. senegal, chez lesquels I’intensité de mycorhization obtenue n’exceéde pas 50%
quel que soit I’inoculum fongique testé ainsi que la composition et le type de sol utilise. Ces
résultats sont également similaires a ceux obtenus par Duponnois et al. (2005) et Diouf et al.
(2005) respectivement chez des plants d’Acacia holosericea et de Gliricidia sepium lorsqu’ils

sont inoculés avec G. intraradices et G. aggregatum.

Les valeurs de I’intensité de mycorhization que nous avons présentées, apparaissent toutefois
moins importantes que celles obtenues par Munro et al (1999) chez Acacia tortilis et par
Diagne et Ingleby (2003) sur de jeunes plants d’A. senegal. Ces auteurs ont en effet enregistré

des intensités de mycorhization supérieures a 56%.

Les faibles valeurs de I’intensité de mycorhization que nous avons enregistrées pourraient
s'expliquer par I'utilisation d’un sol pauvre en N, P et K, comme le sol de Sangalkam pour
I'élevage des plants (Diagne et Ingleby, 2003). Toutefois, selon Dahiratou (1994), il n'y a pas

de corrélation entre intensité de mycorhization et propriétés physico-chimiques du sol. La
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faible infection mycorhizienne observée pourrait aussi étre attribuée a la méthode utilisée

dans I'estimation du taux de mycorhization.

Certains auteurs considerent qu’il n'est pas nécessaire que le niveau d'infection soit trés élevé
pour étre bénéfique a la plante, particulierement dans les régions semi-arides (Diagne et
Ingleby, 2003). Moore (1988) affirme qu'au dela de 12% de colonisation racinaire, les
avantages tirés par la plante hdte ne sont plus sensibles. Hetrick et al. (1992), observent
également que la croissance des plants n'est pas forcement liée au degré de colonisation de
leurs racines par des champignons MA.

4. Dépendances mycorhiziennes relatives des plants des cultivars NHH et Tijib

Dans nos conditions expérimentales, les résultats de 1’analyse de variance révelent qu’il existe
aussi bien un effet cultivar (F =4,9 ; P =0,001), qu’un effet milieu (F = 3,45 ; P = 0,000) et
une interaction cultivar x conditions d’inoculation (F = 6,510 ; P = 0,000) tres significatifs sur

la dépendance mycorhizienne relative observée apres 4 mois de culture.

4.1. Dépendances mycorhiziennes relatives en I’absence de stress salin

Nos résultats révelent que, quelle que soit la souche de champignons MA utilisée, il n’existe
aucune dépendance mycorhizienne relative atteignant les 10% (Figure 34). La comparaison
des dépendances mycorhiziennes montre des valeurs positives et des valeurs négatives. Chez
le cultivar NHH, en I’absence de stress, les valeurs positives s’observent lorsque les plants
sont inoculés G. intraradices (+1%) et G. verriculosum (+2%). En revanche, chez le cultivar
Tijib, les dépendances mycorhiziennes positives sont observées lorsque I’inoculation est faite
avec G. intraradices (+1%) et G. fasciculatum (+3%). Toutefois, lorsque I’inoculation est
réalisée avec G. aggregatum ou G. mosseae, quel que soit le cultivar, la dépendance
mycorhizienne apparait négative. La dépendance négative la plus importante est observée

quand I’inoculation est réalisée avec G. mosseae (-11%).
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Figure 34 : Dépendances mycorhiziennes relatives des plants de Tijib et NHH inoculés avec cing souches
de champignons MA en absence de stress salin. Effectifs : 20 plants / souche mycorhizienne. Pour chaque condition
de mycorhization les lettres a et b indiquent des groupes homogénes dans la comparaison des moyennes selon le test de
Newman-Keuls au seuil de 5%.

4.2. Dépendances mycorhiziennes relatives en presence de stress salin

Dans nos conditions de culture, les résultats réveélent que, quelle que soit la souche de
champignons MA utilisée, il n’existe aucune dépendance mycorhizienne relative atteignant
les 10% (Figure 35). La comparaison des dépendances mycorhiziennes montre des valeurs
positives et des valeurs négatives. Chez le cultivar NHH, en présence de stress salin, les
valeurs positives s’observent lorsque les plants sont inoculés avec G. aggregatum (+3%), G.
intraradices (+5%) G. mosseae (+2%) et G. fasciculatum (+2%). En revanche chez le cultivar
Tijib, les valeurs ne sont positives que lorsque les plants sont inoculés avec G. fasciculatum
(5%). Toutefois, lorsque I’inoculation est faite avec G. verriculosum, quel que soit le cultivar,
la dépendance mycorhizienne est négative. La dépendance négative la plus importante est

observée avec I’inoculation avec la souche de champignon MA G. verriculosum (-22%).
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Figure 35 : Dépendances mycorhiziennes relatives des plants de Tijib et NHH inoculés avec cing souches

de champignons MA en présence de 8 g.L ™" de NaCl. Effectifs : 20 plants / souche mycorhizienne. Pour chaque
condition de mycorhization les lettres a et b indiquent des groupes homogenes dans la comparaison des moyennes selon le
test de Newman-Keuls au seuil de 5%.

La dépendance mycorhizienne relative (DMR) traduit I’efficacité du champignon a coloniser
le systeme racinaire dans un environnement donné et en fonction de la disponibilité du sol en
phosphore (Plenchette et al., 1983). Elle est souvent corrélée aux propriétés morphologiques
des racines de la plante, a I’efficacité des champignons MA et a la disponibilité en P dans le
sol (Habte et Byappanahalli, 1994). Selon Habte et Manjunath (1991), les degrés de
dépendance mycorhizienne relative sont classes comme suit : excessive (DMR > 75%), haute
(50<DMR<75%), moyenne (25<DMR<50%), marginale (DMR<25%) et indépendante (DMR
<0%).

Dans nos conditions expérimentales, les plants des deux cultivars étudiés sont apparus
dépendants de la mycorhization de facon marginale aussi bien en milieu non stressant qu’en
milieu stressant. En I’absence de stress salin, les plants du cultivar NHH, sont marginalement
dépendants de la mycorhization lorsqu’ils sont inoculés avec G. intraradices et G.
verriculosum alors que chez Tijib, les plants apparaissent marginalement dépendants de la
mycorhization lorsque 1’inoculation est réalisée avec G. intraradices et G. fasciculatum.

En présence de NaCl, les plants de NHH deviennent marginalement dépendants de la
mycorhization avec toutes les souches de champignons MA utilisées sauf G. verriculosum. En
revanche, chez le cultivar Tijib, les plants n’apparaissent dépendants de la mycorhization que
lorsqu’ils sont inoculés avec G. fasciculatum. Cette différence de réponse des plants a

I’inoculation mycorhizienne dépend non seulement de I’interaction champignon MA / plant
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(Orthra et al., 2012) mais aussi de la compatibilité champignon MA / milieu de culture

(Herrera-Peraza et al., 2011).

La comparaison des dépendances mycorhiziennes des plants de palmiers dattiers cultivés en
présence ou en I’absence de NaCl montre que la dépendance mycorhizienne est plus marquée
chez le cultivar NHH lorsque 1’inoculation est effectuée avec G. intraradices alors que chez

Tijib, elle apparait plus marquée en présence de G. fasciculatum.

Par ailleurs, dans nos conditions expérimentales, corrélativement a la dépendance
mycorhizienne, I’intensité de mycorhization est également apparue plus élevée en situation de
stress salin chez NHH et chez Tijib, lorsque les plants sont inoculés respectivement avec G.

intraradices et G. fasciculatum.

5. Effet de I’inoculation sur la croissance des tiges des plants des cultivars NHH et Tijib

5.1. Effet de ’inoculation sur la croissance des tiges en ’absence de stress salin

Dans nos conditions expérimentales, ’allongement de la partie aérienne des plants inoculés en
I’absence de sel varie selon les cultivars étudiés et les souches mycorhiziennes testées
(Tableaux 6 et 7). L’analyse de variance ne montre pas d'interaction cultivar x conditions
d’inoculation significative chez les cultivars NHH (F = 0,00 ; P = 0,085) et Tijib (F = 0,00 ; P
= 0,279). Toutefois, nos résultats montrent que la souche Glomus verriculosum stimule le
développement de I’épicotyle chez le cultivar NHH, avec une longueur moyenne de 33,5 cm
contre 30,3 chez les témoins (Tableau 6) et un nombre moyen de 7 feuilles contre 5,75
(Tableau 9). Alors que chez Tijib, ¢’est plutét Glomus fasciculatum qui favorise la croissance
des parties aériennes avec en moyenne 33,8 cm contre 31,4 cm pour les plants témoins

(Tableau 7) et un nombre moyen de 12 feuilles contre 6,25 pour les témoins (Tableau 9).
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Tableau 6 : Impact de I’inoculation sur la croissance des plants de dattier chez le cultivar NHH apreés 4
mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque date, la lettre a

indique des groupes homogeénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.

Durée de To Tao Teo Too T120
culture (jours)

Longueur moyenne des tiges (en cm)

Témoin 24.7a 25.8a 27.1a 27.9a 30.3a
Ga 24.7a 25.1a 27.5a 28.6a 30.7a
Gi 24.5a 25.8a 27.9a 29.5a 31.5a
Gv 26.1a 28.2a 29.7a 31.7a 33.5a
Gmo 26a 27a 28.9a 29.9a 31.9a
Gf 25.4a 26.9a 30.2a 31.3a 32,5a

Tableau 7 : Impact de I’inoculation sur la croissance des plants de dattier (en cm) chez le cultivar Tijib
apres 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque date,

la lettre a indique des groupes homogeénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.

Durée de culture To T Teo Too T120
(jours)
Longueur moyenne des tiges (en cm)

Témoin 24.1a 26.2a 29.8a 30.8a 3l.4a
Ga 25.5a 27a 29.8a 30.2a 32.7a
Gi 24.2a 25.7a 28a 29.4a 30.7a
Gv 24.7a 25.8a 27.2a 29.8a 31.6a
Gmo 24.7a 26.1a 28.6a 30.1a 32.1a
Gf 27a 28.7a 31.1a 32.2a 33.8a

5.2. Effet de I’inoculation sur la croissance des tiges sous stress salin

Dans nos conditions de culture, les résultats obtenus montrent que G. intraradices stimule
significativement (F = 32,157 ; P = 0,000) la croissance des tiges des plants du cultivar NHH
lorsque le NaCl est utilisé dans la gamme 8 &4 16 g.L™. En effet, comparativement aux plants

témoins et a ’ensemble des souches testées, G. intraradices permet d’enregistrer la croissance
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moyenne des tiges la plus élevée (32,16 cm) et le nombre de feuilles produites le plus
important (7,25 feuilles par plant en moyenne) en présence de NaCla 8 g.L ™.

En revanche, chez le cultivar Tijib, c’est plutdt la souche G. fasciculatum qui stimule
significativement (F = 17,299 ; P = 0,000) la croissance des tiges en présence de stress salin.
Nos résultats montrent que G. fasciculatum permet d’obtenir les tiges les plus longues (en
moyenne 33,26 cm) mais aussi le nombre de feuilles le plus important (8,25 feuilles par plant
en moyenne) en présence d’une concentration de NaCl de 8 g.L ™ comparativement aux plants

témoins et a I’ensemble des souches testées (Tableau 8).

Tableau 8 : Impact de I’inoculation sur la croissance des plants (en cm) chez les cultivars NHH et Tijib, en
situation de stress salin, aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs: 20 plants / condition de milieu / souche
mycorhizienne. Pour chaque ligne, les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes homogenes dans la comparaison des moyennes
selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.

Souches de T Ga Gi Gv Gmo Gf
champignons MA

Cultivar / Longueur moyenne des tiges (en cm)

[NaCl]

NHHO 29,3b  29,7b  31,5ab 34,5a 31,9ab 33,5a
NHH8 28,83b 29,81b  32,16a 29,69b  30,31ab  29,84b
NHH16 27,99c 28,71b  30,37a 27,26¢ 27,61c  28,63b
Tijib0 32,7b  32,4b 29,7¢c 31,6bc 32,1b 35,81a
Tijib8 30,21b  29,61b  30,39b 28,7¢c 30,14b  33,26a
Tijib16 29,24a 29,27a  29,4la 27,66a 29,79a  30,59a
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Tableau 9 : Impact de I’inoculation sur la production de feuilles des plants chez les cultivars NHH et Tijib
apres 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque ligne,

les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes homogénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au

seuil de 5%.

Souches de T Ga Gi Gv Gmo Gf
champignons MA

Cultivar /[NaCl] Nombre moyen de feuilles

NHHO 5,75b 6ab 6,75a 7a 6ab 6,5a
NHHS8 5¢c 5,75bc 7,25a 4,5¢ 4,75¢C 6b
NHH16 2,75ab 2,75ab 3,25a 2b 3a 2,75ab
Tijib0o 6,25d 6,75d 6,5d 9,75b 8,25¢ 12a
Tijib8 5,25b 4,25¢ 4c 3,25d 4c 8,25a
Tijib16 3,5ab 3,25b 3b 2C 3b 4,25a

6. Effet de I’inoculation sur la biomasse aérienne des plants des cultivars NHH et Tijib

en I’absence ou en présence de NaCl

L’évolution de la biomasse aérienne chez les deux cultivars a été déterminée aprés 4 mois de
culture sur milieux contenant différents niveaux de NaCl. Les parametres analysés pour
chaque cultivar sont les poids de matiere fraiche et de matiere séche aerienne (PMFA et
PMSA).

6.1. Effet de ’inoculation sur le poids de matiére fraiche aérienne (PMFA)

Dans nos conditions expérimentales, 1’analyse de variance indique une interaction cultivar x
niveau de salinité et une interaction cultivar x conditions d’inoculation (F = 8,324 ; P = 0,023)

trés significatives sur la biomasse aérienne (F = 4,96 ; P = 0,005).

En absence de stress salin (Figure 36), chez le cultivar NHH, le poids de matiere fraiche
aérienne apparait plus important chez les plants inoculés avec G. verriculosum (12,7 g par
plant en moyenne) par rapport aux plants témoins (9,7 g par plant en moyenne). Ce poids
devient plus important chez les plants inoculés avec G. intraradices (13,2 g par plant en
moyenne) lorsque les plants sont soumis & un stress salin & la concentration de 8 g.L™ de
NaCl.
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En revanche, chez le cultivar Tijib, en ’absence comme en présence de NaCl le poids de
matiére fraiche aérienne apparait plus important chez les plants inoculés avec G. fasciculatum
avec en moyenne 15,7 g par plant (en absence de NaCl) et 8,81 g par plant (en présence de
NaCl) contre un PMFA de 15,5 g par plant (en absence de NaCl) et 3,8 g par plant (en
présence de NaCl) chez les témoins (Figure 37).
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Figure 36 : Influence de 5 souches mycorhiziennes sur la biomasse fraiche aérienne des plants de

NHH en présence de 0, 8 et 16 g.L™ de NaCl aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants /
condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes
homogeénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%..
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Figure 37 : Influence de 5 souches mycorhiziennes sur la biomasse fraiche aérienne des plants de

Tijib en présence de 0, 8 et 16 g.L™" de NaCl aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants /
condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes
homogeénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.
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6.2. Effet de I’inoculation sur la biomasse séche aérienne

Dans nos conditions d’expériences, les résultats de 1’analyse de variance montre qu’il existe
une interaction cultivar x niveau de salinité (F = 8,916 ; P = 0,000) et une interaction cultivar
x conditions d’inoculation (F =21,979 ; P =0,001) trés significatives sur PMSA.

En I’absence du stress salin, chez le cultivar NHH, ce parametre varie entre 5,5 g par plant
chez les témoins a 6,69 g par plant chez les plants inoculés avec G. verriculosum.

En présence de 8 g.L™ de NaCl, le PMSA passe de 3,1g par plant chez les témoins & 6,34 g
par plant chez les plants inoculés avec G. intraradices.

Au contraire, chez le cultivar Tijib, tout apport de NaCl induit une diminution significative du
PMSA quelle gue soit la souche utilisée (Figure 38). Le rapport PMFA NHH (inoculé avec G.
intraradices) sur PMFA Tijib (inocule avec G. fasciculatum) a la concentration de NaCl la
plus élevée (16 g.L ™) indique que le PMFA est 1,5 fois plus important chez le cultivar NHH
que chez Tijib. Il en est de méme pour le rapport PMSA de NHH sur celui de Tijib (Figure
39).

H()gl-1 deNaCl
14 - H3gl-1 deNaCl
12 - 16 g L-1 de NaCl

w10

P

(=]
1

abd
i a
ab aa a

=

Biomasse agrienne séche en
oTalm
o=

[ T O SN N
L

é&% Gra- 6‘\ 0-} o {QO C;&
o

Souches de champignons MA

Figure 38 : Influence de 5 souches mycorhiziennes sur la biomasse seche aérienne des plants de

NHH en présence de 0, 8 et 16 g.L™ de NaCl aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants /
condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes
homogeénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.
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Figure 39 : Influence de 5 souches mycorhiziennes sur la biomasse séche aérienne des plants de

Tijib en présence de 0, 8 et 16 g.L." de NaCl aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants /
condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes

homogeénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.

7. Effet du stress salin sur la croissance de la racine pivotante et la production de racines

secondaires chez les plants mycorhizeés

7.1. Effet du stress chez les plants mycorhizés du cultivar NHH

Les resultats présentés sur les figures 40 et 41, montrent I’influence des souches
mycorhiziennes sur 1’élongation du pivot et la production de racines secondaires chez NHH
apres 4 mois de culture en présence des différentes concentrations de NaCl testées. L’analyse
de variance, indique clairement qu’il existe aussi bien un effet cultivar (F = 15,370 ; P =
0,000), qu’un effet milieu (F = 21,979 ; P = 0,000) et une interaction cultivar x conditions
d’inoculation (F = 9,268 ; P = 0,000) tres significatifs sur I’élongation de la racine pivotante et

la production de racines secondaires.

Dans nos conditions expérimentales, I’inoculation des plants avec la souche G. intraradices
stimule 1’élongation des racines chez le cultivar NHH qui passent de 73 cm en moyenne chez
les témoins & 77 cm chez les plants cultivés en présence de 8 g.L™ de NaCl (Figure 40). Il en
est de méme pour la production de racines secondaires qui passent de 42 racines par plant en
moyenne a 50 chez les plants stressés (Figure 41). En revanche, G. verriculosum, stimule la

production de racines secondaires (52 racines en moyenne) et 1’élongation de la racine
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pivotante (81,5 cm en moyenne) mais inhibe la croissance des racines en présence de sel. A
16 g.L™ dans le milieu de culture, le NaCl présente un effet dépressif sur la croissance et la
production de racines quelle que soit la souche utilisee.

ENaClo gL
ENaCl8 gL
ENaClloe g/l

211 C11

T Ga Gi Gv Gmo Gt

Elongation de la racine pivotantee

Souches de champignons MA

Figure 40 : Influence de 5 souches mycorhiziennes sur 1’élongation de la racine pivotante des

plants de NHH en présence de 0, 8 et 16 g.L ™" de NaCl aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs :
20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des

groupes homogénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.

m(0 gl deNacCl
=3 gl deNaCl
"16 g/L de NaCl

Nombre de racines secondaires

6\0 o > cs-‘n o 6\0 6;\

Souches de champignons MA

Figure 41 : Influence de 5 souches mycorhiziennes sur la production de racines secondaires NaCl

des plants de NHH en présence de 0, 8 et 16 g.L™" de NaCl aprés 4 mois de culture en serre.
Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition d’inoculation les lettres a, b et ¢

indiquent des groupes homogénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.
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7.2. Effet du stress chez les plants mycorhizés du cultivar Tijib

Les résultats obtenus, présentent I’influence de I’inoculation avec des souches mycorhiziennes
sur 1’élongation de la racine pivotante (Figure 42) et la production de racines secondaires
(Figure 43) chez le cultivar Tijib aprés 4 mois de culture sous différentes concentrations de
NaCl testées. L’analyse de variance, indiquent que s’il existe un effet cultivar (F = 14,410 ; P
= 0,000), il existe aussi un effet milieu (F = 12,817 ; P = 0,000) et une interaction cultivar x
conditions d’inoculation (F = 8,629 ; P = 0,000) tres significatifs sur 1’¢longation de la racine
pivotante et la production de racines secondaires. En présence de NaCl 4 8 g.L ™", I’inoculation
des plants de Tijib réduit considérablement 1’allongement des racines (Figure 42) qui reste
inférieur a la longueur moyenne des plants non inoculés (53,27 cm). Toutefois, a la méme
concentration en sel, la production des racines secondaires est stimulée par 1’inoculation avec
G. fasciculatum (Figure 43) dont le nombre moyen évolue de 42,5 racines/plant chez les

témoins a 45 chez les plants inoculés.
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Figure 42 : Influence de 5 souches mycorhiziennes sur I’élongation de la racine pivotante des

plants de Tijib en présence de 0, 8 et 16 g.L™ de NaCl aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs :
20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des

groupes homogénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.
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Figure 43 : Influence de 5 souches mycorhiziennes sur la production de racines secondaires NacCl

des plants de Tijib en présence de 0, 8 et 16 g.L™" aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20
plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des
groupes homogénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.

8. Effet de I’inoculation sur la biomasse racinaire des plants des cultivars NHH et Tijib

en I’absence ou en présence de NaCl

L’évolution de la biomasse racinaire est appréciée aprés 4 mois de culture sur milieux salins,
en évaluant les poids de matiére fraiche et de matiere seche racinaire (PMFR et PMSR). Ces
parametres apparaissent variables selon le cultivar, la souche de champignon MA et la

concentration de NaCl testée.

8.1. Effet de ’inoculation sur la biomasse fraiche racinaire

Dans nos conditions expérimentales, ’analyse de variance indique une interaction cultivar x
niveau de salinité (F = 12,96 ; P = 0,000) et une interaction cultivar x conditions d’inoculation

(F=9,826 ; P =0,000) tres significative sur la biomasse aérienne.

En absence de stress salin, les résultats présentés sur la figure 44 chez le cultivar NHH,

révelent que le poids de matiere fraiche racinaire apparait plus important chez les plants
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inoculés avec G. verriculosum (16,2 g par plant en moyenne) que chez les plants témoins (3,6

g par plant en moyenne).

Ce paramétre devient plus important chez les plants inoculés avec G. intraradices (8,6 g par
plant en moyenne) lorsque les plants sont soumis au NaCl & la concentration de 8 g.L™.

En revanche, chez le cultivar Tijib, en 1’absence comme en présence de NaCl le poids de
matiére fraiche racinaire apparait plus important chez les plants inoculés avec la souche G.
fasciculatum. En présence de cette souche le PMFR varie en moyenne de 19,04 g par plant en
absence de NaCl & 15,8 g par plant en présence de 8 g.L" de NaCl. On observe chez les
témoins que le PMFR varie de 9,62 g par plant en absence de NaCl et 5,6 g par plant en
présence de NaCl (Figure 45).
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Figure 44 : Influence de 5 souches mycorhiziennes sur la biomasse fraiche racinaire des plants de

NHH en présence de 0, 8 et 16 g.L™ de NaCl aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants /
condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes
homogénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.
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Figure 45 : Influence de 5 souches mycorhiziennes sur la biomasse fraiche racinaire des plants de

Tijib en présence de 0, 8 et 16 g.L™" de NaCl aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants /
condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes
homogeénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.

8.2. Effet de I’inoculation sur le poids de matiére séche racinaire (PMSR)

L’évolution du poids de matiére seche racinaire est corrélée a celle de la matiére fraiche. En
effet, il existe une interaction cultivar x niveau de salinité (F = 18,916 ; P = 0,000) et une
interaction cultivar x conditions d’inoculation (F = 15,765 ; P = 0,000) tres significatives sur
PMSR.

Chez NHH (Figure 46), ce paramétre varie entre 2,1 g chez les témoins a 5,8 g chez les plants
inoculés avec G. verriculosum, en ’absence du stress salin. En présence de 8 g.L™, le poids
passe de 1,2g chez les témoins a 4 g chez les plants inoculés avec G. intraradices.

Au contraire, chez le cultivar Tijib (Figure 47), tout apport de NaCl induit une diminution du
PMSR. Le rapport PMFR NHH (inoculé avec G. intraradices) sur PMFR Tijib (inoculé avec
G. fasciculatum) & la concentration de NaCl la plus élevée (16 g.L™) indique que le PMFR est
1,8 fois plus important chez le cultivar Tijib que chez NHH. Par contre le rapport PMSR pour

le cultivar NHH est 1,7 plus élevé que celui du cultivar Tijib.
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Figure 46 : Influence de 5 souches mycorhiziennes sur biomasse séche racinaire des plants de

NHH en présence de 0, 8 et 16 g.L™" de NaCl aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants /
condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes
homogeénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.
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Figure 47 : Influence de 5 souches mycorhiziennes sur la biomasse seche racinaire des plants de

Tijib en présence de 0, 8 et 16 g.L™ de NaCl aprés 4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants /
condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes
homogeénes dans la comparaison des moyennes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.
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L’effet positif de la mycorhization sur la croissance et le développement des plants a été
démontrée chez de nombreuses espéces et dans différentes situations de stress salin chez les
agrumes (Allaoui, 2006) et chez le millet (Plenchette et al., 2000). Dans nos conditions
expérimentales, les plants de dattier mycorhizés puis soumis au stress salin se développent
mieux en termes de production de biomasse fraiche et séche en I’absence de stress que
lorsqu’on apporte du NaCl dans le milieu. Nos résultats ont révélé une forte interaction
cultivar x souches mycorhiziennes sur le développement des plants. lls établissent que deés
I’application d’un stress salin, les plants du cultivar NHH produisent environ 2 fois plus de
biomasse fraiche et séche que les témoins lorsqu’ils sont cultivés en présence de 8 g.L™ de sel
puis inoculés avec Glomus intraradices. Le développement des plants diminue
significativement lorsque les concentrations de NaCl atteignent 16 g.L™. En revanche, chez le
cultivar Tijib, le développement des plants apparait plus important lorsqu’ils sont inoculés

avec Glomus fasciculatum.

Les résultats obtenus sur le stress salin par rapport a la production de biomasse fraiche et
séche chez les deux cultivars de dattier étudiés sont en parfait accord avec ceux présentés chez
les agrumes (Gautheret, 1981 ; Pessarakli, 1991 et Allaoui, 2006). En effet, ces auteurs ont pu
établir une corrélation positive entre le degré de tolérance des plantes aux stress et la
production de biomasse végétale. Ils rapportent que I’effet de la salinité sur le développement
des plantes peut étre évalué par 1’évolution de la biomasse seche. Nos résultats ont permis
également d’observer chez les deux cultivars, des différences sur la production de biomasse
fraiche et seche en fonction des souches mycorhiziennes et du niveau de salinité. En effet,
I’inoculation avec G. verriculosum a permis d’enregistrer les valeurs de biomasse les plus
faibles chez les deux cultivars en situation de stress salin, contrairement a I’inoculation avec
G. intraradices et G. fasciculatum respectivement chez NHH et chez Tijib. Nos résultats sont
identiques a ceux de Laminou et al. (2009) qui ont montré que I’apport de G. intraradices
augmentait la production de biomasse chez cing espéces d’Acacia et réduisait les pertes d’eau

en situation de stress.
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9. Effet du stress salin sur les teneurs en chlorophylle des plants des cultivars de NHH et
Tijib.

9.1. Effet du stress sur la teneur en chlorophylle totale

L’évolution de la teneur en chlorophylle totale est corrélée a celle de la teneur en
Chlorophylle b. En effet, il existe un effet milieu (F = 142,615 ; P = 0,000) et une interaction

cultivar x souches mycorhiziennes (F = 1,533 ; P = 0,001) tres significatifs.

Chez le cultivar NHH, I’apport de NaCl ne présente pas un effet dépressif sur la synthese de
chlorophylle totale chez les plants inoculés avec la souche G. aggregatum (Figure 48). Chez
ces plants, la teneur en chlorophylle totale passe de 9,9 mg/g de matiére fraiche a 10,4 mg/g
de matiére fraiche en présence de stress salin & 8 g.L™. En revanche, chez le cultivar Tijib,
I’effet dépressif de I’apport de sel sur la teneur en chlorophylle totale a toujours été observé
lorsqu’on passe du milieu sans sel vers le milieu enrichi en sel a 8 g.L-1, quelle que soit la

souche mycorhizienne testée (Figure 49).
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Figure 48 : Influence de P’inoculation avec 5 souches de champignons MA sur les teneurs en
chlorophylle totale chez les plants du cultivar NHH en présence de 0, 8 et 16 g.L™ de NaCl aprés

4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition
d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes homogenes dans la comparaison des moyennes selon le test de

Newman-Keuls au seuil de 5%.
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Figure 49 : Influence de I’inoculation avec 5 souches de champignons MA sur les teneurs en
chlorophylle totale chez les plants du cultivar Tijib en présence de 0, 8 et 16 g.L™ de NaCl aprés

4 mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition

d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes homogénes dans la comparaison des moyennes selon le test de

Newman-Keuls au seuil de 5%.

9.2. Effet du stress salin sur les teneurs en chlorophylle a

Les résultats de ’analyse de variance révelent non seulement un effet milieu (F = 26,816 ; P =
0,000) mais également une interaction cultivar x conditions d’inoculation (F = 23,480 ; P =
0,000) tres significatifs sur la synthése de chlorophylle a chez les plants des cultivars NHH et
Tijib. Les résultats obtenus, montrent que des I’application d’un stress salin, les plants du
cultivar NHH synthétisent intensément la chlorophylle a s’ils sont inoculés avec G.
aggregatum et G. intraradices (Figure 50). En effet, les teneurs en chlorophylle a apparaissent
3,7 fois et 1,7 fois plus élevées en présence de 8 g.L" de sel comparativement aux plants
témoins lorsqu’ils sont inoculés respectivement avec G. aggregatum et G. intraradices. En
revanche, chez le cultivar Tijib, la synthése de la chlorophylle a n’augmente que lorsque les
plants sont inoculés avec G. fasciculatum ou la teneur passe de 3,83 mg/g de matiere fraiche a

4,65 mg/g de matiére fraiche en présence de NaCl est a 8 g.L ™" (Figure 51).
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Figure 50 : Influence de P’inoculation avec 5 souches de champignons MA sur les teneurs en
chlorophylle a chez les plants du cultivar NHH en présence de 0, 8 et 16 g.L™ de NaCl aprés 4

mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition

d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes homogénes dans la comparaison des moyennes selon le test de

Newman-Keuls au seuil de 5%.
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Figure 51 : Influence de ’inoculation avec S souches de champignons MA sur les teneurs en
chlorophylle a chez les plants du cultivar Tijib en présence de 0, 8 et 16 g.L™ de NaCl aprés 4

mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition

d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes homogénes dans la comparaison des moyennes selon le test de
Newman-Keuls au seuil de 5%.
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9.3. Effet du stress salin sur les teneurs en chlorophylle b

Les résultats de I’analyse de variance mettent en évidence une interaction cultivars x niveau
de salinité (F = 2,029 ; P = 0,103) et une interaction cultivars x conditions d’inoculation (F
=5,490 ; P = 0,001) trés significatives sur les teneurs en chlorophylle b chez les plants de
dattier.

Chez le cultivar NHH, les teneurs en chlorophylle b, baisse considérablement quelle que soit
la souche de Glomus testée (Figure 52). Pour ce cultivar I’effet dépressif de 1’apport de NaCl
sur la syntheése de chlorophylle b. Cet effet dépressif est d’autant plus fort que les plants sont
inoculés avec G. verriculosum. Avec cette souche, la teneur en chlorophylle b passe de 9,93
mg/g en absence de NaCl a 2,51 mg/g de matiere fraiche en présence de stress salin. Chez le
cultivar Tijib, le méme effet dépressif de I’apport de NaCl est observé sur la synthese de

chlorophylle b, quelle que soit la souche de champignons MA testée (Figure 53).

—
=
'_L' al
T 18 A H0 g L-1de NaCl
=
=, 107 =8 g L1 deNaCl
B2 14 -
o 8 a 16 gL-1 de NaCl
v = 12 a -
= A a A A
Z % 10 - a
= -D
o2 81
2 g
SE 61
= O
[} 4 4
oo 2
=
5 0 T T T
= > S c’,\ < Q G‘S
4b] .Q
&'@

Souches de champignons MA

Figure 52 : Influence de I’inoculation avec 5 souches de champignons MA sur les teneurs en
chlorophylle b chez les plants du cultivar NHH en présence de 0, 8 et 16 g.L™" de NaCl aprés 4

mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chague condition

d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes homogénes dans la comparaison des moyennes selon le test de

Newman-Keuls au seuil de 5%.
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Figure 53 : Influence de I’inoculation avec S souches de champignons MA sur les teneurs en
chlorophylle b chez les plants du cultivar Tijib en présence de 0, 8 et 16 g.L™ de NaCl aprés 4

mois de culture en serre. Effectifs : 20 plants / condition de milieu / souche mycorhizienne. Pour chaque condition

d’inoculation les lettres a, b et ¢ indiquent des groupes homogenes dans la comparaison des moyennes selon le test de

Newman-Keuls au seuil de 5%.

Plusieurs auteurs ont déja démontré que l'inoculation des plantes avec des champignons MA
augmente de maniere significative les teneurs en chlorophylles au niveau des feuilles par
rapport aux plantes non-mycorhizées (Abdulla Salah et al. 2010). Ces auteurs ont également
montré que, les teneurs en chlorophylles des feuilles étaient significativement réduites lorsque
les plantes sont stressées et que le niveau de concentrations en NaCl accentuait la diminution
des teneurs en chlorophylles. De plus, les feuilles des plantes mycorhizées ont des teneurs en
chlorophylle beaucoup plus importantes que celles des feuilles des plantes non-mycorhizées.
Dans nos conditions de culture, les plants de dattier mycorhizés puis soumis au stress salin
synthétisent moins de chlorophylles. Nos résultats ont révélé une forte interaction cultivar x
souches mycorhiziennes sur la synthese des chlorophylles. Ils établissent que des I’application
d’un stress salin & 8 g.L™ de sel, les plants du cultivar NHH synthétisent plus de chlorophylle
a dont les teneurs apparaissent 1,7 fois a 3,7 fois plus élevées que chez les témoins lorsque les
plants sont inoculés respectivement avec G. aggregatum et G. intraradices. En revanche, chez
le cultivar Tijib, la synthese de la chlorophylle a est apparue plus intense lorsque les plants

sont inoculés avec G. fasciculatum.
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Contrairement & la synthése de la chlorophylle a, la chlorophylle b et la chlorophylle totale,
sont réduites avec ’application du stress salin quelles que soient les conditions d’inoculation.

Les résultats obtenus sur le stress salin par rapport a la synthése de la chlorophylle chez les
deux cultivars de dattier étudiés sont en parfait accord avec ceux présentés chez 1’arachide par
Abdulla et al (2010). Ces résultats sont comparables a ceux d’El-Iklil et al. (2001) et de
Sivtsev (1973) sur la tomate et & ceux de Tewari et Singh (1991) sur la lentille ; mais
différents sensiblement des résultats que Sharaf et al. (1990) ont obtenus sur la tomate. Ces
derniers rapportent qu’une salinité modérée augmente les teneurs en chlorophylle a et en
chlorophylle totale. La réduction des teneurs en chlorophylle a serait probablement liée a la
sensibilité d’une des étapes de sa biosynthése au chlorure de sodium. Ce dernier affecte moins

la voie de biosynthése de la chlorophylle b (Tewari et Singh, 1991).

10. Effet du NaCl sur ’accumulation de la proline chez les plants de NHH et Tijib

Les résultats de I’analyse de variance réveélent non seulement un effet milieu (F = 10,62 ; P =
0,000) mais également une interaction cultivar x conditions d’inoculation (F = 29,873 ; P =
0,000) trés significatifs sur la production de la proline chez les cultivars NHH et Tijib. Les
résultats obtenus, montrent que des I’application d’un stress salin, les plants du cultivar NHH
accumulent rapidement et intensément la proline (Figure 54). En effet, les teneurs en proline
apparaissent 1,75 fois & 4 fois plus élevées en présence respectivement de 8 et 16 g.L ™ de sel
comparativement aux plants témoins lorsqu’ils sont inoculés avec G. intraradices. En
revanche, chez le cultivar Tijib, I’accumulation de la proline est plus intense et plus rapide
lorsque les plants sont inoculés avec G. fasciculatum (Figure 55). Chez ce cultivar, les teneurs
en proline augmentent de 700 & 1500 nmoles.g™ de matiére fraiche & 8 g.L™ et & 1800

nmoles.g™ de matiére fraiche en présence de 16 g.L™ de NaCl.
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Figure 54 : Effet de la concentration de NaCl la production de proline chez les plants du cultivar NHH aprés
4 mois de culture en serre a partir d’un mélange composite de 100 mg de segments foliaires de trois plants par

condition.
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Figure 55 : Effet de la concentration de NaCl la production de proline chez les plants du cultivar Tijib aprés 4
mois de culture en serre a partir d’'un mélange composite de 100 mg de segments foliaires de trois plants par
condition.

L’accumulation de la proline a été démontrée chez de nombreuses espéces et dans différentes
situations de stress hydrique chez Sesuvium portulacastrum (Slama et al., 2004) et salin, chez
Atriplex halimus L. (Bidai, 2001). Dans nos conditions de culture, les plants de dattier

mycorhizés puis soumis au stress salin accumulent de fortes concentrations de proline. Nos
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résultats ont révélé une forte interaction cultivar x souches mycorhiziennes sur la biosynthese
de la proline. Ils établissent que dés I’application d’un stress salin, les plants du cultivar NHH
accumulent rapidement la proline dont les teneurs apparaissent 1,75 fois a 4 fois plus élevées
que chez les témoins lorsque les plants sont inoculés avec Glomus intraradices et cultivés
respectivement & 8 et 16 g.L™ de sel. En revanche, chez le cultivar Tijib, ’'accumulation de la
proline est apparue plus intense et plus rapide lorsque les plants sont inoculés avec Glomus

fasciculatum.

Corrélativement, a la biosynthése de la proline, G. intraradices et G. fasciculatum sont
également apparus, dans nos conditions expérimentales, comme les champignons MA qui
colonisent le mieux le systeme racinaire des cultivars NHH et Tijib induisant une forte
croissance des plants. Ces souches permettraient alors de repousser les limites de tolérance au
sel des plants de NHH et de Tijib dans la gamme de NaCl testée. A 1’exception de ces
souches, nos résultats ont montré une quasi-stabilisation des teneurs en proline pour les autres
conditions d’inoculation. Ce qui suggere que les limites de tolérance au sel seraient atteintes

pour ces conditions.

Les résultats obtenus sur le stress salin par rapport a I’accumulation de la proline chez les
deux cultivars de dattier étudies sont en parfait accord avec ceux presentés chez le mil par
Hubac et Viera Da Sylva (1980). Ces auteurs ont, en effet, établi une corrélation positive entre
le degré de résistance des plantes aux stress et la cinétique d’accumulation de la proline. Cette
cinétique est rapide et temporaire chez les especes sensibles alors qu’elle apparait plus tardive
chez les especes résistantes. L’accumulation est une forme d’adaptation au stress osmotique.
Cependant, dans nos conditions expérimentales, il n’a pas été possible d’établir une
corrélation entre I’amélioration de 1’effet de 1’inoculation et I’accumulation de la proline. Ces
résultats confirment les observations de Diouf et al. (2005) chez Acacia mangium. En vue
d’affiner cette étude, il serait intéressant de compléter ces résultats par des dosages de
Pactivité glutamine synthétase, enzyme qui intervient dans la biosynthése de I’acide
glutamique lequel agirait comme précurseur de la biosynthese de la proline (Boggess et al.,
1976).
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11. Impact de P’inoculation sur les teneurs en éléments minéraux des plants en présence

ou en ’absence de stress salin

11.1. Effet de I’inoculation sur Paccumulation des éléments minéraux dans les feuilles

Les résultats obtenus présentés dans les tableaux 10, 11 et 12 montrent I’accumulation dans
les tissus foliaires d’éléments minéraux en particulier de 1’azote (N), du carbone (C), du

phosphore (P), du chlore (CI), du sodium (Na) et du potassium (K).

11.1.1. Accumulation des éléments minéraux en I’absence de stress salin

En I’absence de stress salin, les résultats montrent que chez les deux cultivars, la nutrition
minérale se traduit par une accumulation en N totale, en C total, en P et en K chez les plants
inoculés par rapport aux plants non inoculés (Tableau 10). Dans nos conditions
expérimentales, ’accumulation de N total, de C total et de K apparait plus importante chez le
cultivar Tijib que chez le cultivar NHH. Chez Tijib, les teneurs optimales en N (1,45%), C
(42,5%) et K (23,34 g.kg™) sont obtenues respectivement chez les plants inoculés avec G.
fasciculatum, G. intraradices et G. mosseae. En revanche, 1’accumulation en P total est plus

importante chez le cultivar NHH lorsque les plants sont inoculés avec G. verriculosum (2,95
g-kg™).

L’accumulation de Cl et de Na varie en fonction du cultivar et de la souche de champignon
utilisée. Chez Tijib, le Cl ne s’accumule que chez les plants inoculés avec G. verriculosum
(20,4 g.kg™). En revanche, le Na s’accumule de facon plus importante lorsque les plants sont

inoculés avec G. fasciculatum (1,98 g.kg™) par rapport aux témoins (1,43 g.kg™)

En ce qui concerne le cultivar NHH, ’accumulation de Cl apparait plus importante lorsque les
plants sont inoculés avec G. intraradices (28,6 g.kg™ contre 16,3 g.kg™ pour les témoins).
Nos résultats révélent une diminution des teneurs en Na chez I’ensemble des plants du

cultivar NHH lorsqu’ils sont inoculés.
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Tableau 10 : Effet de 1’inoculation sur les teneurs en éléments minéraux (N, C, P, Cl, Na et K) des feuilles des
plants des cultivars NHH et Tijib.

Cultivar Tijib Cultivar NHH

T Ga Gi Gv Gmo Gf T Ga Gi Gv Gmo Gf

N (%0) 117 134 137 139 143 145 |107 114 109 137 122 115
C (%) 40,63 424 425 42,21 41,26 4169 | 39,21 40,16 40,86 39,70 39,93 40,91
P(a/kg) 201 213 212 225 221 211 173 279 232 289 267 295
Cl(g/kg) 19 17 18,1 204 153 16,7 | 16,30 1560 28,60 19,70 18,30 14,60
Na(g/kg) 1,43 1,04 071 025 162 198 |172 103 13 1,43 138 1,16
K(g/kg) 18,77 194 21,02 20,95 23,34 2157 |16,38 21,05 22,72 16,59 18,62 20,95

11.1.2. Accumulation des éléments minéraux sous stress salin

Chez le cultivar Tijib soumis au stress salin, on observe une baisse d’environ 1,1 a 3 fois des
teneurs en C total, en P et K chez les plants inoculés et les plants non inoculés (Tableaux 11 et
12). A I’inverse, nous observons une augmentation des teneurs en Na et Cl pour I’ensemble
des conditions d’inoculation testées. Nos résultats montrent une accumulation importante de
K avec 25,6 g.kg™ contre 18,46 g.kg™ pour les témoins et une diminution de Cl et Na lorsque
les plants sont inoculés avec G. fasciculatum respectivement avec 16,5 g.kg™ contre 20,4

g.kg™ pour les témoins et 1,04 g.kg™ contre 1,6 g.kg™.

En revanche chez le cultivar NHH, lorsque les plants sont stressés, les teneurs en N total
augmentent aussi bien chez les plants inoculés que chez les plants non inoculés. Les teneurs
en C totale, en P total, en Cl, en Na et en K varient en fonction de la souche de champignon
MA testée. Les teneurs en C baissent chez les plants inoculés avec G. verriculosum (32,84
g.kg?) et G. fasciculatum (40,5 g.kg™) par rapport aux témoins (41,35 g.kg™). Hormis les
plants inoculés avec G. intraradices, les teneurs en P total et en K baissent chez tous les autres
plants inoculés par rapport aux témoins. Quant aux teneurs en Na et en Cl, seuls les plants
inoculés avec G. aggregatum et G. intraradices présentent une forte baisse respectivement
0,89 et 0,16 g.kg™ pour Na et 13,3 et 15,1 g.kg™ pour Cl.
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Tableau 11 : Effet du NaCl & 8 g.L™ sur les teneurs en éléments minéraux (N, C, P, Cl, Na et K) des feuilles des
plants des cultivars NHH et Tijib.

Cultivar Tijib Cultivar NHH

T Ga Gi Gv Gmo Gf T Ga Gi Gv Gmo Gf

N (%0) 1,49 175 183 038 153 169 |[153 146 121 1,73 175 1,46
C (%) 39,89 236 1891 13,15 21,17 38,79 | 41,35 41,82 42,27 32,84 41,38 40,57
P(a/kg) 1,17 124 094 085 066 197 (217 128 24 098 199 1,85
Cl(g/lkg) 204 21 205 308 20,7 165 |1527 133 151 209 138 153
Na(g/kg) 1,6 162 084 126 183 104 (414 089 016 352 302 200
K(g/kg) 1846 085 069 0,71 067 2526 |10,46 9,16 26,62 10,85 10,58 14,92

Tableau 12 : Effet du NaCl a 16 g.L™ sur les teneurs en éléments minéraux (N, C, P, Cl, Na et K) des feuilles
des plants des cultivars NHH et Tijib.

Cultivar Tijib Cultivar NHH

T Ga Gi Gv Gmo Gf T Ga Gi Gv Gmo Gf

N (%) 121 1,94 159 143 235 142 |183 249 201 24 19 241
C@) 1671 282 24,44 24,86 3401 21,34 | 2571 3597 3303 358 3605 3505
P(g/kg) 162 117 127 105 158 1,38 |1,69 143 176 08 112 127
Cl(g,kg) 249 12 11 62 1,9 03 |092 07 017 099 08 08
Na(g/kg) 069 1,31 094 171 035 041 [039 043 031 074 059 0,55
K(g/kg) 698 1,63 084 080 119 687 [098 984 171 04 077 0,69

11.2. Effet de P’inoculation sur I’absorption des éléments minéraux par les racines.

Les résultats obtenus présentés dans les tableaux 13, 14 et 15 montrent I’'impact de

I’inoculation sur I’absorption du sodium (Na) et du potassium (K) des racines.

11.2.1. Absorption des éléments minéraux en ’absence de stress salin

Les résultats présentés dans le tableau 13, montrent que les plants du cultivar Tijib inoculés
avec G. verriculosum permettent d’enregistrer la plus forte absorption de Na (5,73 g.kg™)
comparativement aux plants non inoculés (2,94 g.kg™). A I’inverse nos résultats révélent que
les plants inoculés avec G. intraradices présentent la plus faible absorption de Na (1,8 g.kg™).

En ce qui concerne le K, ce sont les plants inoculés avec G. intraradices qui présentent la
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plus forte absorption (15,2 g.kg™) contre 5,92 g.kg™ et 9,88 g.kg™ respectivement chez les

plants inoculés avec G. mosseae et les témoins.

En revanche, chez le cultivar NHH, a I’exception des plants inoculés avec le G. fasciculatum
tous les autres présentent une absorption de Na supérieure a celle des plantes non inoculées.
Quant a I’absorption de K, les plus faibles valeurs sont observées lorsque les plants sont
inoculés respectivement avec G. verriculosum (6,58 g.kg™) et G. fasciculatum (5,69 g.kg™).

Tableau 13 : Effet de I’inoculation sur les teneurs en Na* et K* des racines des plants des cultivars NHH et Tijib

Cultivar Tijib Cultivar NHH

T Ga Gi Gv Gmo Gf T Ga Gi Gv Gmo Gf

Na(glkg) 2,94 482 18 573 331 213 |206 265 574 436 316 2,06
K(gkg) 988 11,6 1520 11,17 592 946 |1145 11,87 1491 658 12,64 569

11.2.2. Absorption des éléements minéraux en présence de stress salin.

Dans nos conditions expérimentales, chez le cultivar Tijib, les plants inoculés avec G.
aggregatum, G. verriculosum et G. mosseae montrent une forte absorption de Na par rapport
aux plantes non inoculées. A I’inverse les plants inoculés avec G. intraradices et G.
fasciculatum montrent une faible absorption du Na. L’absorption en K, s’est révélée plus
importante chez les plants inoculés avec G. aggregatum (11,65 g.kg™), G. intraradices (15,20

g.kg?) et G. verriculosum (11,17 g.kg™).

En revanche chez le cultivar NHH, seuls les plants inoculés avec le G. fasciculatum (2,06
g.kg?) n’absorbent pas de Na par rapport aux plants non inoculés (2,06 g.kg™). Quant &
I’absorption de K, les plantes inoculées avec G. verriculosum (6,58 g.kg™) et G. fasciculatum

(5,69 g.kg™) ne révélent pas une absorption par rapport aux plants témoins (11,45 g.kg™).
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Tableau 14 : Effet de I’apport de NaCl a 8 g. L sur les teneurs en Na* et K* des racines des plants des cultivars
NHH et Tijib

Cultivar Tijib Cultivar NHH

T Ga Gi Gv Gmo Gf T Ga Gi Gv Gmo Gf

Na(g/kg) 3,82 05 046 042 214 333 |309 194 222 038 286 286
K(/kg) 939 067 060 088 1266 13,25 |8,07 1029 656 0,70 4,24 6,73

Tableau 15 : Effet de ’apport de NaCl a 16 g.L™* sur les teneurs en Na* et K* des racines des plants des cultivars
NHH et Tijib

Cultivar Tijib Cultivar NHH

T Ga Gi Gv Gmo Gf T Ga Gi Gv Gmo Gf

Na(g’kg) 2,79 075 047 110 037 026 |062 046 042 043 059 031
K(g/kg) 482 102 082 180 075 050 |113 08 078 070 0,76 042

Dans nos conditions de culture, la nutrition minérale est apparue fortement dépendante du

cultivar, de la souche mycorhizienne et du niveau de salinité applique.

Aux concentrations testees de NaCl, les plants inoculés avec G. intraradices et G.
fasciculatum ont de plus grandes teneurs en N, en C, en P et en K au niveau des feuilles
comparés aux plants non inoculés respectivement chez les cultivars NHH et Tijib. Ces
résultats sont conformes a ceux de Rabie et Almadini (2005) mais aussi a ceux d’Abdulla
Salah (2010) sur I’arachide. L’effet inhibiteur du NaCl sur 1’absorption de C, de P et K chez
les cultivars Tijib et NHH étudiée a été également observé chez I’orge (E1 Mekkaoui et al.,
1994) et le blé dur (Chorfi 2009). Ces auteurs ont pu montrer qu’en situation de stress salin,
I’amélioration de la croissance et la tolérance au sel observée chez les plants mycorhizés
peuvent étre dus a un meilleur statut alimentaire. Les effets bénéfiques des champignons MA
sur la croissance dans des conditions salines ont été en grande partie attribués a une

accumulation plus élevée de phosphore (Moyersoen et al., 1998).

L'effet dépressif du NaCl s'est accompagné également de modifications nutritionnelles. Le sel
induit une accumulation des ions potentiellement toxiques (Na'etCl)de fagon plus
prononcée dans les feuilles que dans lesracines. En méme temps, le NaCl perturbe plus

I'absorption et le transport du potassium et du sodium  dans les parties aériennes que dans
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les racines. Le potassium est considéré comme un osmoticum minéral qui contribue pour une
large part & la turgescence de la cellule et donc & son extension. Selon Serrano (1996), le
potassium est bénéfique pour améliorer la tolérance de la plante au sel vu qu’il contrarie
I’effet inhibiteur de sodium sur la machinerie enzymatique. Il joue aussi un role important
dans la photosynthése. Toute modification dans le statut de ce cation est donc susceptible
d’affecter la croissance par limitation de I’expansion cellulaire et/ou par inhibition du

processus photosynthétique (Ball et al., 1987).

12. Evolution du rapport de sélectivité K*/Na*

Le rapport de sélectivit¢ K*/Na" a diminué dans les racines de tous les cultivars suite a
1’augmentation de la salinité. Le rapport K'/Na* a été plus élevé dans les feuilles que dans les
racines ; ce qui montre que la sélectivité dans les feuilles est en faveur du potassium (Tableau
15).

Tableau 16 : Rapport K*/ Na* au niveau des feuilles et des racines en présence et en absence de NaCl des plants
des cultivars NHH et Tijib

Absence de NaCl Présence de NaCl a8 g.L™

Feuilles Racines Feuilles Racines
Traitements K*/Na* K*/Na” K*/Na* K*/Na*
Tijib r 13,1 34 11,5 2,5
NHH 1 09,5 5,6 2.5 2,6
Tijib ca 18,6 2,4 0,5 1,3
NHH ca 20,4 4,5 10,3 5,3
Tijib g 29,6 8,4 0,8 1,3
NHH g; 17,5 34 166,4 2,9
Tijib ay 83,8 19 0,6 2,1
NHH oy 11,6 15 3,1 1,8
Tijib Gmo 14,4 1.8 0,4 5,9
NHH gmo 13,5 4,0 3,5 1,5
Tijib o 10,9 4,4 24.3 4,0
NHH ¢ 18,1 2,8 7,5 2,3
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Au niveau des feuilles, le caractere K+/Na+ a été plus discriminant entre les plants de Tijib
inoculés avec G. fasciculatum et les plants de NHH inoculés avec G. intraradices a salinité
modérée (8 g.L ™) qu’a haute salinité (16 g.L™). Des résultats similaires ont été obtenus par
Chorfi (2009) chez le blé dur. Les valeurs minimale et maximale ont été enregistrées
respectivement par les plants inoculés avec G. verriculosum chez les deux cultivars et par G
intraradices (NHH) et G. fasciculatum (Tijib). Notons finalement que, méme avec
’accumulation du Na* dans les racines, le rapport de sélectivité K'/Na" a été plus élevé dans
les racines. Ce qui suggére que les plantes qui réussissent leur croissance en milieu salin sont
celles qui maintiennent un rapport K+/Na+ plus élevé dans leur cytoplasme que dans la
rhizosphére. Par ailleurs, Cuartero et Fernandez-Munoz (1999) ont relié la tolérance des
plants de tomate a la salinité a leur aptitude a contréler I’accumulation Na* dans les feuilles

adultes tout en maintenant une faible concentration de cet élément dans les jeunes feuilles.

L’ensemble des résultats de ce chapitre a permis de montrer qu’en conditions €x vitro, la
réponse des deux cultivars au stress salin en présence de champignons mycorhiziens a
arbuscules est différente. Les plants non stresses du cultivar NHH se développent mieux
lorsqu’ils sont inoculés avec G. verriculosum alors que pour les plants du cultivar Tijib, ¢’est
I’inoculation avec G. fasciculatum qui offre la meilleure croissance et le meilleur
développement. Par contre lorsque les plants sont stressés, les plants du cultivar NHH se
développent mieux avec G. intraradices alors chez le cultivar Tijib, la croissance et le

développement sont optimum en présence de G. fasciculatum.

Le NaCl ne présente pas d’effet dépressif sur la synthése des chlorophylles chez les plants du
cultivar NHH inoculés avec G. aggregatum avec des teneurs passant de 9,9 mg/g de matiere
fraiche & 10,4 mg/g de matiére fraiche & 8 g.L™ de NaCl, alors que pour le cultivar Tijib la

production des chlorophylles est inhibée par I"apport de NaCl a partir de 8 g.L ™.

La biosynthese de la proline chez les plants de NHH est 1,75 a 4 fois plus importante en
présence de 8 et 16 g.L™ de sel comparativement aux témoins lorsqu’ils sont inoculés avec G.
intraradices. En revanche, chez Tijib, I’accumulation de la proline est plus intense lorsque les
plants sont inoculés avec G. fasciculatum (les teneurs passent de 700 & 1500 nmoles.g™ de
matiére fraiche a 8 g.L™ et & 1800 nmoles.g™ de matiére fraiche en présence de 16 g.L™ de
NaCl).
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CHAPITRE 11l : RESULTATS ET DISCUSSIONS

Les deux cultivars de palmier dattier, Tijib et NHH, présentent les caractéristiques ioniques
des plantes includers qui sont capables d’absorber, d’exporter et d’accumuler les ions Na* et

CI' dans leurs parties aériennes.
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La culture du palmier dattier constitue aujourd’hui une des principales activités sur laquelle
repose une bonne partic de 1’économie de la région sahélienne. Elle apparait fortement
compromise par deux principales contraintes que sont la salinisation des terres et la
sécheresse. Ces contraintes ont entrainé la quasi-disparition de certains cultivars contribuant

ainsi a I’appauvrissement du pool génétique au Sahel.

Notre travail a porté sur deux cultivars de palmiers dattiers sahéliens (Tijib et NHH) avec
comme objectifs, de déterminer les mécanismes d’adaptation mis en jeu chez les jeunes plants
soumis au stress salin et d’améliorer la croissance et le développement des plants dans ces

conditions de stress.

Les résultats obtenus contribuent a une meilleure connaissance des mécanismes

physiologiques d’adaptation mis en place chez le dattier en condition de stress salin.

Dans les conditions de culture in vitro, I’étude de la physiologie du développement au stade
jeunes plants a montré que les deux cultivars étudiés présentent différents niveaux de
sensibilité par rapport aux concentrations de sel appliquées. Nos résultats ont montré chez les
deux cultivars que le NaCl affecte sensiblement la croissance et le développement des plants
lorsque la concentration appliquée est supérieure ou égale a 8 g.L™. En effet, pour 'ensemble
des parameétres analysés englobant la croissance et le développement des parties aériennes et
racinaires, il est apparu clairement que Tijib tolére mieux les simulations du stress salin que
NHH. Dans nos conditions d’expériences, en présence de stress salin la diminution de la
croissance de I’épicotyle apparait plus importante chez les plants du cultivar NHH (de 4,9cm
a 2 cm) que chez ceux du cultivar Tijib (de 4,5 cm a 3 cm). Quant a la biomasse aérienne, nos
résultats montrent que le poids de matiere fraiche (PMFA) chez cultivar Tijib est 4 a 5 fois

supérieur & celui de NHH pour les concentrations situées autour de 4 a 8 g.L-* de NaCl.

Par ailleurs la biosynthése de la proline est apparue trés variable chez ces deux cultivars en
réponse aux concentrations de NaCl appliquées. Les taux d’accumulation de cet acide aminé
sont, en effet, apparus 1,5 fois environ plus importants en présence de 4 & 8 g.L-! de NaCl

chez Tijib que NHH. Les concentrations en proline passent de 538,69 a 809,52 nMoles/g de
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matiére fraiche chez Tijib en présence et en ’absence de stress. En revanche, chez NHH ces

taux varient de 702,38 a 869,04 nMoles/g de matiere fraiche.

La seconde approche adoptée en conditions semi-contrdlées, nous a permis de valider les
résultats précédents et d’appréhender de fagon plus précise les mécanismes physiologiques
d’adaptation mis en place en présence de champignons mycorhiziens par les deux cultivars

étudiés en réponse au stress salin.

Ainsi, nos résultats ont montré dans les conditions de culture ex vitro, que Tijib et NHH
présentent des différences de réponses a I’application de stress salin en présence de
champignons mycorhiziens a arbuscules. En effet, en I’absence de stress salin, les plants du
cultivar NHH présentent une croissance en termes d’élongation des tiges (en moyenne 33,5
cm contre 30,3 pour les témoins), des racines (en moyenne 81,5 cm) et de nombre moyen de
racines secondaires par plant (52 racines / plant) et un développement (12,7 g matiére fraiche
aérienne) plus importants lorsqu’ils sont inoculés avec G. verriculosum. En revanche, les
plants du cultivar Tijib, présentent une meilleure croissance en termes d’élongation des tiges
(en moyenne 33,8 cm contre 31,4 pour les témoins), des racines (en moyenne 53,27 cm) et de
nombre moyen de racines secondaires par plant (42,5 racines / plant) et un meilleur
développement (15,7 g de matiére fraiche) lorsqu’ils sont inoculés avec G. fasciculatum. En
présence de stress les couples symbiotiqgues NHH / G. intraradices et Tijib / G. fasciculatum
offrent un meilleur compromis pour la croissance et le développement des plants en situation
de stress. En effet, lorsque NHH est inoculé avec G. intraradices, la longueur des tiges atteint
en moyenne (32,16 cm) et celle des racines (77 cm) avec un nombre moyen de racines
secondaires atteignant 50 racines / plant. Les parametres de développement évoluent dans le
méme sens chez ce cultivar. Nos résultats ont montré que les biomasses aérienne et racinaire
augmentent de 9,7 g chez témoins a 13,2 g chez les plants stressés. Concernant le couple
symbiotique Tijib / G. fasciculatum, lorsque les plants sont inoculés, la longueur des tiges
atteint en moyenne (33,26 cm) et celle des racines (53,27 cm) avec un nombre moyen de
racines secondaires qui atteint 45 racines / plant. Les biomasses aérienne et racinaire

augmentent de 3,8 g chez les témoins a 8,81 g lorsque les plants en conditions de stress.

En outre, nos résultats ont montré que, des I’atteinte du seuil de perception du stress salin, il
apparait au niveau morphologique une nécrose de l’appareil aérien des plants qui laisse

supposer que les voies de biosynthése des chlorophylles seraient affectées.
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L’inoculation des plants du cultivar NHH avec G. aggregatum permettrait alors de minimiser
I’effet dépressif dii a ’application du NaCl en favorisant la biosynthése des chlorophylles. En
effet, en présence de stress salin, les teneurs en chlorophylles totales augmentent
significativement de 9,9 mg/g de matiére fraiche chez les plants stressés non inoculés a 10,4
mg/g de matiere fraiche chez les plants stressés et inoculés avec G. aggregatum. En revanche,
chez le cultivar Tijib la biosynthése des chlorophylles apparait inhibée dés la perception du

stress salin.

Quant a la biosynthése de la proline, nos résultats ont montré que dés I’application d’un stress
salin, les plants du cultivar NHH accumulent rapidement et intensément la proline dont les
teneurs apparaissent 1,75 & 4 fois supérieures en présence respectivement de 8 et 16 g.L™ de
sel comparativement aux plants témoins lorsqu’ils sont inoculés avec G. intraradices. En
revanche, chez le cultivar Tijib, I’accumulation de la proline est plus intense et plus rapide
lorsque les plants sont inoculés avec G. fasciculatum (les teneurs passent de 700 a 1500
nmoles.g™ de matiére fraiche & 8 g.L™ et & 1800 nmoles.g™ de matiére fraiche en présence de
16 g.L™ de NaCl).

Concernant la nutrition hydrominérale des plants de dattiers, nos résultats ont montré qu’en
présence de 8 g.L™ de NaCl chez le cultivar Tijib, I’absorption de ’azote est améliorée par
I’ensemble des souches utilisées a 1’exception de G. verriculosum. La valeur maximale
d’absorption d’azote (1,83%) est obtenue lorsque les plants sont inoculés avec G.
intraradices. Pour ce qui est de 1’absorption du phosphore, elle apparait stimulée chez ce
cultivar lorsque les plants sont inoculés avec G. fasciculatum (1,97 g.kg™ de matiére séche).
En revanche chez le cultivar NHH, I’absorption de 1’azote est améliorée lorsque 1’inoculation
est réalisée avec G. verriculosum (1,73%) et G. mosseae (1,75%) par rapport aux témoins
stressés (1,53%). L’absorption du phosphore est apparue améliorée en présence de G.
intraradices (2,4 g.kg™® de matiére séche) contre 2,17 g.kg™® de matiére séche chez les

témoins.

Par ailleurs, les cultivars Tijib et NHH de palmier dattier présente les caractéristiques ioniques
des plantes includers qui sont capables d’absorber, d’exporter et d’accumuler Na* et CI” dans
leurs parties aériennes. Ces manifestations sont révélatrices d’une sensibilité particulicre de
ces cultivars a la salinité sur le plan ionique. Les parameétres étudiés chez Tijib et NHH

indiquent que les plants de Tijib inoculés avec G. fasciculatum et ceux de NHH inoculés avec
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G. intraradices sont capables de tolérer des concentrations de NaCl supérieurs a 8 g.L™, avec
une conservation de biomasse de plus de 50% par rapport aux plants témoins. Cette
concentration peut constituer une limite de tolérance et un critére de sélection de ces deux

cultivars.

L’impact des champignons mycorhiziens arbusculaires a permis d’améliorer sensiblement la

croissance et développement des plants de dattier dans les conditions de stress salin.

La poursuite de ce travail, par une approche écophysiologique au champ, permettrait d’affiner
les résultats obtenus et de mieux appréhender le comportement de ces deux cultivars lors de

I’application du stress salin.

L’utilisation des techniques biotechnologiques constitue également une perspective intéressante
pour la production de clones en vue de la mise en place d’essais multi-locaux dans le cadre
d’une évaluation de ces deux cultivars. La technique de production de plants par embryogenese
somatique a partir des suspensions cellulaires qui est actuellement bien maitrisee dans notre

laboratoire de biotechnologies végetales pourrait étre utilisée a cet effet.

Il serait enfin intéressant d’envisager la caractérisation puis 1’isolement des génes impliqués
dans les mécanismes d’adaptation au stress salin. Cette étude est envisagée par notre équipe et
pourrait tre le point de départ de la mise en place de stratégies d’introgression de génome chez

le palmier dattier.

La stratégie adoptée dans cette étude pourrait étre étendue a d’autres génotypes d’intérét afin
d’apporter, a terme, un meilleur conseil aux phoeniciculteurs de 1’aire sahélienne sur le choix
des cultivars a utiliser pour I’installation des palmeraies dans les zones ou le sel ou I’eau

constitue un facteur limitant.
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Annexe 1 : Composition minérale du milieu de culture de Murashige &
Skoog (1962).

Nacro éléments Concentrations (mg. L
2

NHsNO3 1650
KNO3 1900
MgSO,, 7 H,O 370
C&C'z, 2 H,O 440
KH,PO, 170
Micro éléments

HsBO; 6,2
MnSOQO,, 4 H,O 22,3
ZnSQOy4, 7 H,O 8,6
Kl 0,83
NagMOO4, 2 H,O 0,25
CuSQy, 5 H,0 0,025
CoCl,, 6 H,0O 0,025
Chélate de fer

Na,EDTA 37,25
FeSQy, 7 H,O 27,85

Composés organiques

Sucre -alcool

Meéso-inositol 100
Aminoacides

Glycine 2
Vitamines

Acide nicotinique 0,5
Pyridoxine-HCL 0,5
Thiamine-HCL 0,1
Saccharose 20g.L"

Agent gelifiant
Agar-agar ou Bacto Difco-agar 79. LY

Le pH du milieu est ajusté a 5,7 - 5,8

147



ANNEXES

Annexe 2 : Composition des vitamines de Nitsch & Nitsch (1965)

Vitamines Concentrations (mg. L)
Thiamine - HCI 500
Acide nicotinique 5000

Pyridoxine - HCI
Biotine

Acide Folique 500

500

Annexe 3 : Composition et caracteristiques physico-chimiques du sol de
Sangalkam (Diouf et al., 2003)

Eléments minéraux

Teneur en %

Argile

limon fin
limon grossier
sable fin

sable grossier
carbone total

azote total

CIN

phosphore total

phosphore assimilable (Olsen et al., 1954)
pH (H20)

3,6 %
0,0 %
0,8 %
55,5 %
39,4 %
0,17 %
0,02 %

8,5
39 mg.kg
4,8mg.kg
5,3
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Annexe 4 : Protocole d’extraction et de dosage de la proline (Monnevaux P. et
Nemmar M., 1986).

Solution stock

v Méthanol 40%
Méthanol* 100 ml
Eau 147,2 mi

On considére une solution de méthanol a 96% d’alcool

v Solution de ninhydrine a 2,5% (p/v) dans P’acide acétique : Pour 200 ml d’acide
acetique glacial a 95%
5g de ninhydrine

v' Mélange réactionnel : Eau/Acide acétique/Acide orthophosphorique (3/7,5/2)
(v/viv) : Pour 200 ml final

Eau 48 ml

Acide acétique 120 ml

Acide orthophosphorique 32 ml
v Toluene

Sulfate de sodium anhydre

Solution standard

v Solution mere a 5 mM en proline
Proline 57,57 mg
Eau distillée 100 ml
Préparer une solution a 0,5 mM, prélever 1 ml de la solution a 5 mM et ajouter 1 ml d’eau

distillée.
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Extraction

Pour 100 mg de feuilles fraiche, extraire dans 2 ml de méthanol 40%

Broyer dans un mortier préalablement refroidi et placé dans la glace, en présence de sable
Fontainebleau

Chauffer le mélange au bain marie & 85°C pendant 1 heure

Refroidir

Récupérer le surnageant

Dosage

Prélever 1 ml d’extrait

Ajouter 1 ml de ninhydrine 2,5%

Ajouter 1 ml de mélange réactionnel

Mélanger et chauffer au bain marie a 100°C pendant 30 min.
Refroidir dans la glace pendant 2 & 3 min.

Ajouter 5 ml de toluene

Agiter vigoureusement

Récupérer la phase supérieure (a 1’aide d’une pipette)

Ajouter une spatule de Sulfate de sodium anhydre pour déshydrater

Mesurer la DO au spectrophotométre a 520 nm avec des cuves en verre

Gamme étalon

Concentration Vol. solution de proline Vol. H,O a ajouter
(nmoles) 0,5 mM (ul) (un

0 0 1000

50 100 900

75 150 850

125 250 750

175 350 650

250 500 500

375 750 250

500 1000 0

Annexe 5 : Articles accepté et publié

Article 1 : Accepté
Advances in Bioscience and Biotechnology ; doi : 10.4236/abb.2013
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ABSTRACT

This study presents an analysis of the impact of
mycorrhizal inoculation on growth under salt stress of
date palms cultivars Nakhla hamra (NHH) and Tijib
known in the Sahel for their earliness in flowering and
fruiting. The seedlings were grown in a greenhouse on
a sandy substrate watered to field capacity every two
days and were subjected to increasing levels of NaCl
0,1,2,4,6,8and 16 g.LL~ 'y and then inoculated with
5 strains of Glomus (G. aggregatum , G. intraradices ,
G. verriculosum, G. mosseae , G. fasciculatum ). The
experimental design was a randomized complete
block with three factors (cultivars: Tijib and Nakhla
Hamra x seven levels of NaCl concentrations x six
levels of inoculum). The results showed that in the
absence of NaCl, G. verriculosum significantly
enhanced shoot growth: 33.5 cm against 30.3 cm in
the control and roots growth: 81.5 cm against 78 cm in
NHH, while in Tijib, the growth is stimulated by
Glomus fasciculatum: 33.8 cm against 32.7 em for
stems and 90 cm against 86 cm for the roots of
inoculated plants and controls. In contrast, in the
presence of NaCl 8g.L.™', NHH has a better growth in
the presence of G. intraradices: 37.3 cm against 30.6
cm for stems and 77 em against 73 for roots, while
Tijib grows better in the presence of G. fasciculatum
with respectively 31.9 ¢cm against 31.7 cm and 51.27
cm against 51.6 cm for stems and roots of inoculated
plants and controls. Biochemical analyzes revealed
that changes in levels of proline depend on the

Published Online **** 2013 in SciRes. http://www.scirp.org/journal/abb

cultivar, the mycorrhizal strain wused and
concentrations of NaCl applied. These results open
the prospect of using mycorrhizal fungi to improve
the productivity of palm trees in the Sahel.

Keywords: Sahel; Date palm; Salinity; Inoculation;
mycorrhizae; Glomus; Proline.

1. INTRODUCTION

The date palm (Phoenix dactylifera L.) is grown in the
Asian and Africa hot arid and semi -arid zones, but
also in Australia, in some Latin American countries
where it was introduced in the 18th century, and in Med-
iterranean regions of Europe . This species is an excel-
lent fruit tree of the desert where he plays an economic
role through the production of dates, ecological role
since it constitutes the backbone of oasis and social role,
because it stabilizes rural populations [1]. However,
several constraints limit the expansion of its culture. In
North Africa, particularly in Morocco and Algeria, it is
mainly Bayoud disease, Fusarium wilt caused by the
fungus Fusarium oxysporum f sp. Albedinis that, for
several decades, decimating palms [2]. In sub-Saharan
Africa, it is mainly drought, salinization and aging hin-
dering date palm culture and cause the disappearance of
many cultivars thereby causing the depletion of the gene
pool [3]. In the Sahel, the expansion of cultivation is
hampered by the lack of availability of cultivars adapted
to local soil and climatic conditions. In addition, the
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overlap between the period of fruit ripening and the
rainy season or soil salinity are major obstacles to the
development of date palm. In Senegal, land salinization
particularly affects coastal areas where it leads to the
formation of extensive salt flats where remain only a few
species of plants more or less tolerant [4]. The environ-
mental degradation due to salinization caused a mobili-
zation of different actors (state, the scientific community,
economic operators) involved in the field of agriculture.
Their actions aim to curb not only environmental degra-
dation, but also to fight against the exodus of rural pop-
ulations to urban centers by safeguarding the oasis eco-
system [5].

2.2. Fungal material

To assess the impact of inoculation on growth of date
palm seedlings, we used five strains of mycorrhizal fun-
gi of the genus Glomus of the collection of the “La-
boratoire  Commun de  Microbiologie  (LCM,
IRD/ISRA/UCAD)” of the research center ISRA-IRD
of Dakar Bel-Air in Sénégal. The origin and references

of these strains are given in Table 1.

Tablel. Origin and references of strains of arbuscular
mycorrhizal (AM) fungi of genus Glomus.

The development of date palm in the Sahelian area
therefore requires the selection and dissemination of

early and salinity tolerant cultivars [6-7].

Despite the full range of strategies to fight against
salinity (leaching, drainage, flood and use of irriga-
tion water quality), no use of soil microbiological
potential, particularly arbuscular mycorrhizal (AM)
fungi has not been recommended and approved to
date for increasing the productivity of palm. The
work of [8] and those of [9] showed that fungi can
grow naturally in various saline environments where
they can improve plant growth. [10] determined that

Species of Region References Abbreviations
AM fungi and/or or Laboratories
Countries
Glomus Djignaki, Diop et al. Ga
aggregatum Sénégal (1994)
Glomus Ottawa, Agricultural Gi
intraradices Canada Herbarium
Glomus Kabrousse, Diop et al. Gv
verriculosum Sénégal (1994)
Glomus Diokoul, Diop et al. Gmo
mosseae Sénégal (1994)
Glomus Louga, Diop et al. af
fasciculatum Sénégal (1994)

the AM fungi generally observed in saline soils be-
long to the order of Glomerales particularly Glomus.

In the present work we studied the influence of inocula-
tion with 5 strains of mycorrhizal fungi of the genus
Glomus (G aggregatum, G intraradices, G verricu-
losum, G mosseae and G fasciculatum) on plants culti-
vars Nahla hamra (NHH and Tijib subjected to salt stress
conditions). The impact of inoculation on the growth of
root and above ground part and the evolution of physio-
logical and biochemical parameters associated with plant
development were particularly studied to determine best
symbiotic partners (cultivars of date palms/mycorrhizal
strains) by simulating salinity levels observed in the Sa-
helian environment .

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Plant Material

The study was conducted on seeds harvested on females
trees of two varieties of date palm Nahla hamra (NHH)
and Tijib, characterized by very early flowering and
fruiting, selected directly in the palm of Kseir Torchane
town located at 20 km in the North of the Atar in Mauri-
tania (latitude 20°31 ' North 013 ° 03' West).

Copyright © 2013 SciRes.

2.3. Conditions of in vitro germination of seeds

The seeds were sterilized with H,SOQ,; 96% for 10 min
and then rinsed with sterile distilled water. They were
then soaked in sterile water for 24 h before being ger-
minated in tubes (25 x 150 mm) containing 20 ml of
water agar (8 g.L ' of agar) and placed in lighting mod-
ule (80 uE.s . m?) with a 12h/12h photoperiod at a
constant temperature of 27 + 0.2°C.

2.4. Greenhouse culture conditions and experi-
mental design

After three months of in vitro culture, the plants thus
obtained were transferred to the greenhouse in plastic
pots 12 em high and 16 cm in diameter. These pots were
filled to 4/5 of the volume of soil from Sangalkam. The
soil of Sangalkam is sandy (94.9% sand content, clay
3.6%, silt 0.8%), poor in minerals, especially nitrogen
(0.02%) and phosphorus (4.8 mg. kg) .[12]. The soil was
watered to field capacity 48 hours before the transfer of
plants.

To assess the threshold of salt stress in the greenhouse, a
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first series of experiments was set up by using a ran-
domized complete block design with two factors: culti-
vars (2) x NaCl levels (7). NaCl was previously tested at
0,1,2,4,6,8and 16 mg L and a total of 20 plants per
cultivar and per salinity condition were used. The my-
corrhizal inoculation of seedlings was performed 4
months after their mobilization in greenhouse. Twenty
gram (20g) of fungal inoculum of each of the five Glo-
mus strains tested was placed at 5 cm in depth around
the collar of the plant. Four months after inoculation,
three levels of salinity (0, 8 and 16 mg.L"' NaCl) previ-
ously defined following the first experiment were ap-
plied. These salt concentrations corresponded respec-
tively for the plants of studied cultivars to the levels
without stress, moderately stressed and highly stressed.
A randomized block with three factors: Cultivar (2) x
NaCl levels (3) x inoculation conditions (5 mycorrhizal
strains + control non-inoculated) has been set up for this
second experiment. For each condition of salinity, a total
of 20 plants/cultivar/condition of inoculation was used,
that equals to 360 plants per cultivar. The plants were
watered to field capacity every two days and maintained
under these conditions for 2 months.

2.5. Evaluation methods of mycorhization

The observation of root colonization was made after
staining by the method of [13] and the percentage of
colonization was determined according to the "Gridline
Intersect” method of [14]. Mycorrhizal parameters were
evaluated according to the method of [15] (Figure 1).
The intensity of mycorrhizal (I) corresponded to the ob-
served proportion of root fragments colonized by AM
fungi. Each fragment was then analyzed using a ranked
intensity mycorrhizal rated from zero (0) to five (5).

IS

=
wn

0% <% <[0% <50% >50% >90%

Figure 1. Rating of mycorrhizal infection (Class 0 to
Class 5) [15]

[ (%) = (95n5 + 70n4 + 5n2 + 30n3 + nl)/total
number of fragments observed

n5 = number of recorded five fragments; n4 =
number of fragments scored 4, n3 = number of

Copyright © 2013 SciRes.

recorded fragments 3, n2 = number of recorded
fragments 2, nl = number of fragments denoted 1.

2.6. Dosage of proline

The tolerance of the cultivars NHH and Tijib to NaCl
was studied by evaluating the proline rates accumulated
by plants. The protocol described by [16] was used to
extract and determine proline. The extraction was made
from a composite mixture of 100 mg of leaf segments of
three plants per condition. The concentration of proline
was determined in a spectrophotometer by measuring the
optical density (OD) at 520 nm and three replicates per
culture condition were performed.

2.7. Statistical Analysis

For each culture condition, biochemical parameters (pro-
line content), mycorrhiza (intensity of mycorrhiza) and
shoot growth (elongation of epicotyl) and ground plants
(number of secondary roots, elongation of the taproot)
were measured. The data analysis was performed using
ANOVA/MANOVA (General Linear Model) STATIS-
TICA software, version 6. Students - Newman and
Keuls’ test at 5% was used to compare means after anal-
ysis of variance.

3. RESULTS

3.1. Effect of addition of NaCl on plant growth
in cultivars NHH and Tijib

The results show that the elongation of the aboveground
part is variable depending on the studied cultivars and
the tested NaCl concentrations (Figures 1 and 2). In the
cultivar NHH, there is a very significant medium effect
on stems growth (F = 32.40, P = 0.000). In this cultivar,
the application of NaCl at concentrations greater than or
equal to 8 gL ! in the culture medium, resulting in a
significant decrease in elongation of the epicotyl in
length going from 18.9 cm on average in controls to
16.17 cm in presence of 8 g.L "' NaCl (Figure 2). In the
cultivar Tijib, our results also showed significant differ-
ences (F = 3.345, P = 0.009) between the control (21.86
em) and plants treated with NaCl 8 g.L "' in which the
average length of epicotyls of 20.21 cm (Figure 3).
However, regardless of the cultivar concerned, the NaCl
concentration of 16 g.. " has a depressive effect on the
elongation of the epicotyl. The results suggest that
greenhouse plants Tijib tolerate better the effect of NaCl
than NHH. However, it appears from these two cultivars
that the threshold of perception of salt stress was ob-
served from the NaCl concentration of 8 g.LL ' (Photo 1).
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Figure 2. Effect of NaCl concentration on the growth of
epicotyls of seedlings in NHH after 6 weeks of culture in
greenhouse. Means that do not share a letter are
significantly different at 5% using Student-Newman and
Keuls’ test.
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Figure 3. Effect of NaCl concentration on the growth of
epicotyls of seedlings in Tijib after 6 weeks of culture in
greenhouse. Means that do not share a letter are
significantly different at 5% using Student-Newman and
Keuls’ test.

Copyright © 2013 SciRes.

Photo 1. Growth and development of date palm seedlings
under different salinity. 0T: Control without salt, 8T:
NaCl 8 g.L"", 16T: NaCl 16 gL". We can see the good
development of the control; salt sensitivity is evident
from 8 gL-1 and plants become necrotic at 16 g.L™" NaCl.

3.2. Effect of salt stress on the intensity of my-
corrhiza in cultivars NHH and Tijib

The ANOVA show that there is a variety effect (F =
48.09, P =0.000), as well as medium effect (F = 13.45, P
= 0.000) and the interaction variety X inoculation
conditions (F = 10.65, P = 0.000) is very significant on
the intensity of mycorrhizal observed after 4 months of
culture. In the cultivar NHH, G. intraradices allows
having the highest values at 8 g.L"' NaCl (28.81%) of
intensity of mycorrhization compared to all the tested
inoculation conditions (Figure 4, Photo 2). In contrast, in
the cultivar Tijib, it is rather with G. fasciculatum that the
maximum values of the intensity of mycorrhiza are
observed (8.10%) in stressed conditions (Figure 5).

~

u g \
= m0gL-1
N NaCl
-E mgglL-1
S e NaCl
= "a
=
-‘E B Ha [ ]
§ H a H g
= b

Mycorrhizal strains Y,

Figure 4. Impact of five strains of Glomus on the intensity
of mycorrhizal plants in the cultivar NHH in the presence
of 0, 8 and 16 gL-1 after 4 months in greenhouse. Means
that do not share a letter are significantly different at 5%
using Student-Newman and Keuls’ test.
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80 gL-1NaCl | Table 3. Impact of inoculation on date palm plants stems
_ m5zL-1NaCl growth in the cultivar Tijib after 4 months in
g 16 g.L-1 NaCl greenhouse. Means that do not share a letter are
< significantly different at 5% using Student-Newman and
%5 Keuls’ test.
=3
3 = LI}
::; Duration of To TJ|] T6|] Tgo T]m
E a o owmg h culture
ma
. na oh I . I . (days)
_l “ -._c .._'_ b o ¢ Mean length of stems (in em)
Mycorrhizal strains
Témoin 241a 262a  298a  30.8a 3l.4a
Figure 5. Impact of five strains of Glomus on the inten-
sity of mycorrhizal plants in the cultivar Tijib in the Ga 2558 2a 2982 30.2a 32.7a
presence of 0, 8 and 16 gL-1 after 4 months in green- . \
house. Means that do not share a letter are significantly Gi M2 23T 28 24 307a
different at 5% using Student-Newman and Keuls’ test. Gv 24.7a 25 84 2724 20 83 31.6a
3.3. Effect of inoculation on the growth of
stems of plants and cultivars NHH Tijib grown @0 2472 261a 2862 30.la 321a
in the absence of salt stress
Gf 27a 287a  3l.la  322a 33.8a

The lengthening of the aboveground part of the
inoculated plants in the absence of salt varies among
cultivars studied and mycorrhizal strains tested (Tables 2
and 3). The analysis of variance showed no significantly
interaction variety x mycorrhizal strains in NHH
(F = 0.00, P = 0.085) and Tijib (F = 0.00, P = 0.279).
However, our results show that the strain Glomus
verriculosum stimulates the development of the epicotyl
in NHH, with an average of 33.5 cm against 30.3 in
controls (Table 2). While in Tijib is rather Glomus
Jasciculatum that promotes the growth of the aerial parts
with an average of 33.8 cm against 31.4 cm for the control
plants (Table 3).

Table 2. Impact of inoculation on date palm plants stems
growth in the le cultivar Nakhla hamra after 4 months in
greenhouse. Means that do not share a letter are
significantly different at 5% using Student-Newman and
Keuls’ test

Duration of To T3|) Tm) Tga leo

culture

(days)

Mean length of stems (in ¢cm)

Control 24.7a 25.8a 27.1a 27.9a 30.3a
Gua 24.7a 25.1a 27.5a 28.6a 30.7a
Gi 24.5a 25.8a 27.9a 29.5a 31.5a
Gv 26.1a 28.2a 29.7a 31.7a 33.5a
Gmo 26a 27a 28.9a 29.9a 31.9a
Gf 254a 26.9a 30.2a 31.3a 32.5a

3.4. Effect of inoculation on the growth of stems
of plants in cultivars NHH and Tijib subjected
to salt stress

The results show that G intraradices significantly stim-
ulated (F = 32,157, P = 0.000) stem growth of plants in
the cultivar NHH when NaCl is used in the range 8 to 16
gL, Indeed, compared to control plants and all of the
strains tested, G intraradices allows obtaining the higher
average growth of stems (32.16 cm) in presence of NaCl
8 g.L'l. In contrast, in the cultivar Tijib, it is rather the
strain G fasciculatum that significantly stimulates (F =
17.299, P = 0.000) stem growth in presence of salt stress.
Our results show that G fasciculatum provides the
longest stems (average 33.26 cm) in the presence of a
NaCl concentration of 8 gL' compared to control
plants and all tested strains (table4).
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Table 4. Impact of inoculation on date palm plants stems

growth in the cultivars NHH and Tijib afier 4 months in
greenhouse. Means that do not share a letter are
significantly different at 5% using Student-Newman and
Keuls’ test.

® 0 gL NaCl
=8¢ NaCl

Strains T Ga Gi Gv Gmo Gf

LR & Ea
a
]
P na "a 21621 NaCl
L]
b
b b b
b
¢ ¢ hp c
¢

Elongation of taproot i cm

Cultivar Mean length of stems (in cm)
/ [NaCl]
NHHO 293b  29.7b  31.5ab 3452  31.9ab  33.5a
NHHS  28.83b 29.81b 32.16a 29.69b 30.31ab  29.84b M it
NHHI16 27.99¢ 28.71b 3037a 27.26c 27.6lc  28.63b . 6 e e of G X
igure 6. Impact of five strains of Glomus on the
T{J‘fbo 32.7b  324b  297¢  3L6bc  321b  3581a taproot elongation in the cultivar NHH in presence
Tijib8 30.21b  29.61b 30.39bp 28.7¢c  30.14b 33.26a of 0, 8 and 16 gL-1 after 4 months in greenhouse.
Tijibl6  29.24a  29.27a 29.41a 27.66a 29.79a 30.59a  Means that do not share a letter are significantly
different at 5% using Student-Newman and Keuls’
test.
3.5. Effect of salt stress on root growth of my- -
corrhizal plants in NHH "a 0 g1NaCl
The results presented in Figures 6 and 7 show the influ- . _. a _. d maeltacl
®16g/L NaCl

ence of mycorrhizal strains on the elongation of the
pivot and the production of secondary roots in NHH
after 4 months of culture in presence of different tested
concentrations of NaCl. The analysis of variance, clearly
indicate that there is as well variety eftect (F = 15.370, P ¢
=0.000), as medium effect (F = 21.979, P = 0.000) and a
very significant interaction variety x mycorrhizal strains
(F = 9.268, P = 0.000) effect on the elongation of the
pivot and the production of secondary roots. Inoculation
of plants with the strain G intraradices stimulates root
elongation in NHH varying from an average of 73 cm in
the control to 77 em in cultivated plants in presence of 8
gL of NaCl (Figure 6). The same is true for the pro-
duction of secondary roots that vary from 42 roots per
plant averaged 50 in stressed plants (Figure 7). In con-
trast, G verriculosum, stimulates the production of sec-
ondary roots (52 roots on average) and the elongation of
the taproot (81.5 cm on average) but inhibits root growth

Number of secondary roots
-

Myconduzal straus

Figure 7. Impact of five strains of Glomus on the
production of secondary roots in the cultivar NHH
in presence of 0, 8 and 16 gL-1 of NaCl after 4
months in greenhouse. Means that do not share a
letter are significantly different at 5% using
Student-Newman and Keuls’ test.

3.6. Effect of salt stress on root growth of my-
corrhizal plants in Tijib

in presence of salt. At 16 gL' in the culture medium,
NaCl has a depressive effect on the growth and produc-
tion of roots whatever the strain used.

Copyright © 2013 SciRes.

The results show the influence of mycorrhizal strains on
the elongation of the taproot (Figure 8) and the
production of secondary roots (Figure 9) in Tijib after 4
months of culture in the presence of different
concentrations of tested NaCl. The analysis of variance
indicates that there is a variety effect (F = 14.410, P =
0.000), and also a medium effect (F =12.817, P =0.000)
and a high significant interaction variety x strains
mycorrhizal (F = 8.629, P = 0.000) effect on the
elongation of the taproot and the production of secondary
roots. In presence of NaCl 8 g.L™', the inoculation of Tijib
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plants significantly reduced root elongation that is less
than the average length of non-inoculated plants (53.27
cm). However, at the same salt concentration, the
production of secondary roots is stimulated by
inoculation with G. fasciculatum the average number of
changes including 42.5 roots/plant in controls to 45 in
inoculated plants.
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= o Ha wHaCl0pL
- "a .
2 WNaCIE T,
% b "a b "HaCl16 gL
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g b b
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E N ' ‘ ¢ ¢
Z
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~ v

Figure 8. Impact of five strains of Glomus on the taproot
elongation in the cultivar Tijib in presence of 0, 8 and 16
gL-1 after 4 months in greenhouse. Means that do not
share a letter are significantly different at 5% using
Student-Newman and Keuls test.

®0gl NaCl
u§ gL NaCl

"16 gL NaCl

Number of secondary roots

Mycorrhuzal strans

Figure 9. Impact of five strains of Glomus on the
secondary roots production in the cultivar Tijib in
presence of 0, 8 and 16 gL-1 after 4 months in
greenhouse. Means that do not share a letter are
significantly different at 5% using Student-Newman and
Keuls’ test.

Copyright © 2013 SciRes.

3.7. Effect of NaCl on the accumulation of pro-
line in NHH and Tijib plants

The results of the analysis of variance revealed not only a
medium effect (F = 10.62, P = 0.000) but also interaction
cultivar x inoculation conditions (F = 29.873, P = 0.000)
effect very significant on proline production in the
cultivars NHH and Tijib. The results (Figure 10) show
that upon application of salt stress, seedlings of the
cultivar NHH quickly and intensely accumulate proline.
Indeed, the contents of proline appear 1.75 times to 4
times higher, respectively, in the presence of 8 and 16
g.L”" of salt compared to control plants when inoculated
with G. intraradices. In contrast, in the cultivar Tijib,
accumulation of proline is more intense and faster when
plants are inoculated with G. fasciculatum (Figure 11). In
this cultivar, the proline content increased by 700 to 1500
nmoles.g” fresh matter at 8 g.L”' and 1800 nmoles.g”
fresh matter in presence of 16 g.L"' NaCl.

1000
——Conrol

g %0 —8—G. aggregaum
i g,
g™ ——G. intraradices
g 700 ——G. vemricudosum
=
§ w0 ——G. mosseae
2 ——G. fasciculatum
2 400
£ 300
E 200
4
S 100

[

(] 8 16
Concentration of NaClin g.L-1

Figure 10. Effect of NaCl concentration on proline pro-
duction in plants of cultivar NHH after 4 months in
greenhouse
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Ve
v
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400
200 H 4
S— £ 3 A
0 8 16
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Content in proline in nMoles/g of fresh matter

Figure 11. Effect of NaCl concentration on proline
production in plants of cultivar Tijib after 4 months in
greenhouse.

ABB




I.L.D. DIATTA et al. / Advances in Bioscience and Biotechnology * (2013) **-**

8 A. Name (of the first author) ef al. / Advances in Bioscience and Biotechnology * (2013) **-#%*

4. DISCUSSION

The defined culture conditions allowed us to test the
degree of NaCl tolerance in seedlings of two cultivars of
date palms Sahelian selected for earliness in flowering
and fruiting. In our study, the intensity of mycorrhiza
and growth and proline biosynthesis in plants of date
palm appeared strongly dependent on cultivar, inocula-
tion conditions and levels of NaCl in the culture envi-
ronment. Indeed, the results showed that upon reaching
the threshold of tolerance to salt, NaCl significantly re-
duces the growth of date palm seedlings in greenhouse.
Our results confirm those obtained in in vitro culture
conditions by [7] who found the same depressive effect
of NaCl in both cultivars but with a better tolerance of
plants of cultivar Tijib to salt stress compared to the cul-
tivar NHH when salt concentrations exceed 8 g.L "' . The
results also appear similar to those reported by [17] and
[18]. These authors, in fact, found respectively as NaCl
greatly reduces the growth of seedling epicotyl in Figna
radiata as well as the growth and seed production in
Tunisian barley accessions. The work of [8] and those of
[9] showed that arbuscular mycorrhizal (AM) fungi can
grow naturally in various saline environments where
they can improve plant growth. [10] determined that the
AM fungi generally observed in saline soils belong to
the genus Glomus and order Glomerales.

Under our experimental conditions , the analysis param-
eters and mycorrhizal growth of date palm scedlings
allowed us to highlight the existence of symbiotic cou-
ples in which the intensity of mycorrhiza and growth of
stems and roots of the plants have been optimized in
presence or not of salt stress . Indeed, in the absence of
salt stress , the average optimal values of the intensity of
mycorrhizal ( 47.54 %) and plant growth in terms of
shoot length (34.5 cm) and roots (81, 5 cm ) and number
of roots (57.5 roots / plant ) are observed in cultivar
NHH when plants were inoculated with G verriculosum .
In contrast, in Tijib, the intensity of colonization of the
root system (16 %) and stem (35.8 cm) and roots (87 cm)
elongation, and the average production of roots (75 roots
/ plant) are enhanced in the presence of G fasciculatum .
In the presence of salt stress, it is rather with the strain G
intraradices that seedlings of NHH have not only the
higher mycorrhizal intensity (28%) but also longer stems
(32.16 cm) and roots (77 cm) and stronger root produc-
tion (50 roots / plant).

However, in Tijib, the values of mycorrhizal intensity
(8.10 %) and stem growth (33.26 cm) and roots (51.62
cm ) and the average production of roots (45 roots / plant)
are optimized when the plants were inoculated with G
Jasciculatum. Many studies have also shown that AM
fungi increase the salt tolerance of plants. These results

Copyright © 2013 SciRes.

are similar to our findings. This tolerance is manifested
through the implementation of various mechanisms,
such as improving the absorption of water and phospho-
rus [19], the production of growth hormone [20], im-
proved soil mycorrhizal conditions (Lindremann, 1994) ,
changes in physiological and biochemical properties of
the host plant [21], 2008) and root protection against
toxic ions [22]. In addition, fungi cause greater nitrogen
assimilation in the host plant under salt stress [23].

However, the inoculation of cultivars NHH and Tijib
with strains of G aggregatum, G mosseae showed no
benefits of AM fungi on the growth of plants. [24] also
found a negative effect of inoculation with Gigaspora
albida and Scutellospora heterogama on the intensity of
mycorrhiza and growth of Passiflora edulis in unsteri-
lized soil. The absence of response [25] and inhibition of
plant growth [26] have also been observed under saline
conditions. Under these conditions, it appears that spore
germination is inhibited or delayed by increasing con-
centrations of NaCl [27]. The accumulation of proline
has been demonstrated in many species and in different
situations of water deficit stress in Sesuvium portulac-
astrum [28] and salinity in Atriplex L. halimus [29]. In
our culture conditions, the date palm mycorrhizal seed-
lings and subjected to salt stress accumulate high con-
centrations of proline. Our results showed a strong in-
teraction between cultivar and mycorrhizal strains on
proline biosynthesis. They establish that upon applica-
tion of salt stress, seedlings of the cultivar NHH quickly
accumulate proline which contents appear 1.75 times to
4 times higher than controls when plants were inoculated
with Glomus intraradices and grown respectively 8 and
16 g.L™" of salt. In contrast, in the cultivar Tijib, accu-
mulation of proline appeared more intense and faster
when plants were inoculated with Glomus fasciculatum.
G intraradices and G fasciculatum also appeared in our
experimental conditions, such as AM fungi that better
colonize the root system of the cultivars NHH and Tijib
inducing growth of plants. These strains would then
push the limits of salt tolerance in NHH and Tijib plants
in the range of tested NaCl. With the exception of these
strains, our results showed an almost stabilizing proline
contents for other conditions inoculation. This suggests
that the limits of salt tolerance are achieved for these
conditions. The results of salt stress in relation to the
accumulation of proline in two date palm cultivars stud-
ied are in good agreement with those presented in the
millet by [30]. These authors, in fact, established a posi-
tive correlation between the degree of plant resistance to
stress and kinetics of accumulation of proline. This ki-
netic is fast and temporary susceptible species when it
appears later in resistant species. Accumulation is a form
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of adaptation to osmotic stress. However, in our experi-
mental conditions, it was not possible to establish a cor-
relation between the improvement of the effect of inocu-
lation and the accumulation of proline. These results
confirm the observations of [12] in Acacia mangium. In
order to refine this study, it would be interesting to com-
plement these results by assays of glutamine synthetase
activity, enzyme involved in the biosynthesis of glutamic
acid which acts as precursor in the biosynthesis of pro-
line [31].

5. CONCLUSION

Date palm cultivation is today one of the main activities
on which lies much of the economy of the Sahel. It ap-
pears severely compromised by two main constraints:
soil salinization and drought. These constraints have led
to the virtual disappearance of some cultivars contrib-
uting to the depletion of the gene pool in the Sahel. The
above results contribute to a better understanding of
physiological adaptation mechanisms implemented in
the date in under salt stress. The impact of arbuscular
mycorrhizal fungi has significantly improved the growth
of date palm seedlings under conditions of salt stress.
The strategy adopted in this study could be extended to
genotypes of interest to provide, ultimately, a better
counseling of farmers on the choice of cultivars to be
used for the installation of palm trees in areas where salt
or water is a limiting factor.
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This study provides a physiological analysis of somatic embryogenesis in four elite cultivars of date palms: Ahmar, Amsekhsi,
Tijib, and Amaside, from the initial callogenesis to establishment and proliferation of embryogenic suspension cultures. Somatic
embryos development and in vitro plants rooting were also studied. For each step, auxins and cytokinins concentrations were
optimised. The primary callogenesis from leaf explants of seedlings appeared highly dependent on genotype. Ahmar (80%) and
Amsekhsi (76%) appeared highly callogenic, whereas Tijib (10%) and Amaside (2%) produced low amounts of calluses. 2,4-
Dichlorophenoxyacetic acid appeared favorable to the induction of primary callogenesis and its effect was enhanced by the addition
of benzyl adenine or adenine sulfate. Secondary friable calli obtained from chopped granular calli were used to initiate embryogenic
cell suspensions in media supplied with 2,4-dichlorophenoxyacetic acid. Suspension cultures showed a growth rate of fourfold after
four subcultures in presence of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 2 mg/L. Our results showed that a seven-day transitory treatment
with benzyl adenine 0,5 mg/L was necessary to optimize embryos development. Naphthalene acetic acid induced the development
of primary orthogravitropic roots during embryos germination. The comparison with cytofluorometry of nuclear DNA amounts

showed no significant difference in ploidy level between regenerated plants and seedlings.

1. Introduction

The date palm (Pheenix dactylifera L.) is a dioecious perennial
species of the Arecaceae family, adapted to arid zones where
it plays an economic role thanks to the production of
dates. Date palm plantations which often constitute the
framework of oases mainly encountered in North Africa,
Middle East, and Sahel are traditionally propagated by seeds
or offshoots. To ensure the renewal and extension of date
palm groves, in vitro micropropagation techniques have been
developed from zygotic embryos, axillary buds, and imma-
ture leaves [1-4]. Date palm micropropagation through
somatic embryogenesis has been previously reported [5,
6]. The use of embryogenic suspension cultures improved
the yields of the regeneration processes and allowed large-
scale propagation of several date palm cultivars [5, 7-9].

Recently, regeneration through somatic embryogenesis from
embryogenic suspensions culture was obtained for the first
time for the Sahelian cultivar Amsekhsi [10].

However, the efficiency of various somatic embryoge-
nesis protocols described for date palm depends on the
cultivars, some of them being recalcitrant to in vitro culture
[9, 11]. One of the major bottlenecks in regeneration proce-
dures is the production of primary calli. Exogenous auxins
and cytokinins are the main plant growth regulators (PGRs)
involved in the control of cell division and differentiation
[12]. The role of these PGRs in the regeneration performance
of date palm has been previously described [8-10].

It is therefore of importance to optimise the somatic
embryogenesis conditions in order to extend the regenera-
tion protocols to genotypes which are specifically adapted to
the sahelian edaphoclimatic conditions. In the present study,
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the effect of various PGRs, particularly of the auxins, 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) and naphthalene acetic
acid (NAA), and of the cytokines, benzyl adenine (BA) and
adenine sulfate on the callogenesis of four sahelian cultivars
was explored. The hormonal conditions for the proliferation
of embryogenic cell suspensions, the development of somatic
embryos, and the rooting of vitroplants were also investi-
gated. The nuclear DNA content of regenerated plantlets was
controlled by flow cytometry.

2. Material and Methods

2.1. Plant Material and Preparation of Explants. Our study
was implemented from seeds obtained from four cultivars,
namely: Ahmar, Amsekhsi, Tijib, and Amaside harvested in
plantations in the Atar region (Mauritania).

The seeds were sterilised with 96% H,SO4 for 10 min
then rinsed with sterile distilled water. They were then soaked
in sterile water for 24 h before being transferred onto glass
tubes (25 x 150 mm) containing 20 mL of agar (Difco Agar)
(8 g/L). After one month of culture in a controlled culture
room with a 12h/12h photoperiod and a light flow of
80 uE-s~'- m~2,at 27° + 0.2°C, the seedlings where dissected.
Young leaves were cut into segments of 1 cm in length. All
the explants were transferred for callus induction on various
growth regulators concentrations.

2.2. Primary and Secondary Callogenesis. For each of the 4
studied cultivars, 48 segments were used by type of explant
(shoots or roots) and by medium condition. The explants
were placed on a basic medium composed of Murashige and
Skoog solution [13], FeEDTA, Morel and Wetmore vitamins
[14], biotin (0.01 mg/L), sodium ascorbate (100 mg/L), and
myoinositol (100mg/L) [10]. This medium was supplied
with sucrose (30 g/L), agar (Difco Agar) (8 g/L), and increas-
ing concentrations of 2,4-D (1, 2, 4, 8, or 16 mg/L) or NAA
(2 or 4 mg/L) combined or not with BA (1 mg/L) or adenine
sulfate (40 mg/L). The pH was adjusted to 5.5. The effect of
the hormonal composition was evaluated by counting of the
calluses obtained after 2 months of culture in the dark at 27
+0.2°C.

The primary calluses were chopped with a scalpel
according to Teixeira et al. [15] and transferred on the
basic medium supplied with 2,4-D (2mg/L). After one
month, secondary calluses were used for the installation
of embryogenic suspension cultures. They were placed in
Erlenmeyers flasks containing 50 mL liquid medium of
the same composition without agar and cultivated on an
orbital shaker at 90 rpm in light (80 yE-s~'-m~2) with a
photoperiod of 12h/12h at 27 + 0.2°C.

2.3. Establishment of Embryogenic Suspension Cultures. The
protocol used is adapted from that described in the oil palm
[16]. Each month, 300 mg fresh weight (FW) of cell sus-
pensions was transferred onto a liquid medium containing
the basic medium supplemented with 20 g/L of glucose. The
effect of 2,4-D, used at 2mgL~" without activated charcoal
or at 50, 75 and 100 mg-L~" with activated charcoal (1g/L)
was evaluated by monitoring growth rates of the suspension

The Scientific World Journal

cultures. For each condition, FW of proembryogenic masses
(PEMs) was measured monthly during four subcultures (five
repetitions).

2.4. Development of Somatic Embryos. In order to produce
somatic embryos, the suspensions were cultivated for one
month in a liquid medium containing the basic medium
without hormone. Suspensions were then filtered through
a double nylon mesh (1 and 2mm). PEMs (50 mg FW)
were transferred for one week onto a filter paper in a
9 cm diameter Petri dish containing 20 mL of basic medium
enriched with sucrose 60g L™! and containing 0, 0,5; 1;
1,5, or 2mg/L of BA and gelified with agar at 8g/L.
For each culture condition, 5 Petri dishes were used. The
filter papers and the cultures were then transferred on the
same medium deprived of hormone and subcultured weekly
during five weeks. The effect of the application of various
BA concentrations on the evolution of PEMs biomass and
the growth (number and size) of somatic embryos was then
evaluated.

2.5. Germination of Somatic Embryos and Rooting. Devel-
oped somatic embryos (length 10 to 11 mm) were transferred
for germination in individual glass tubes (25 x 150 mm) on
Murashige and Skoog medium [13], with or without NAA
(1 mg/L). For each conditions, 48 embryos were used. The
effect of NAA on the morphology of the root system was
evaluated by the number and the length of roots produced
after 4 weeks of culture. The rooted plantlets were then
transferred in the greenhouse.

2.6. Cytofluorimetric Analysis of Ploidy Level. The genetic
stability of the clones was estimated by measuring the nuclear
DNA content in in vitro plantlets and seedlings. The method
developed by flow cytometry was performed using an argon
laser cytometer (15mW) (FAC-Scan, Becton Dickinson)
with emission at 488 nm [17]. The extraction of interphasic
nuclei was carried out by manual chopping of 30 mg of the
sample in 1.5 mL of lysing buffer [18, 19]. Nuclei were stained
with 330 ug-mL~! propidium iodide during 5min on ice.
Each sample was analyzed on the basis of 5 independent
repetitions. For each analysis, 3,000 nuclei were measured.
Fluorescent latex beads (2 ym diameter) were used as internal
standard. The estimation of the nuclear DNA content was
carried out from foliar segments of same developmental
stages harvested on in vitro plantlets from three clones from
the cultivar Ahmar (Ahm A1, Ahm A8, and Ahm A14-F) and
three clones of Amsekhsi (Amse A56, Amse A57, and Amse
A72). Foliar segments were obtained from the germination of
seeds of the same cultivars. The size of the date palm genome
was compared to that of the reference rice variety Nippon Bar
(2C=1.00pg) [17].

2.7. Statistical Analysis. For each stage of somatic embryo-
genesis, the experimental design was randomized. Statisti-
cal analyses were carried out by using the Linear Model
ANOVA/MANOVA of STATISTICA (analysis software sys-
tem dated), version 6. StatSoft, Inc. (2001). The treatments
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TasLE 1: Influence of BAP on the biomass changes in suspension cultures and somatic embryos development after 5 weeks on PGR-free

medium.

BA (mg/L) Suspension culture Embryo number per Petri dish Vitreous embryo number per

& Fresh weight (g) ¥ p ; Petri dish

0 1.37¢ 21b 1e

0.5 1.50" 29 1.5¢

1 1.63" 18¢ 3¢

1.5 1.66% 144 4.7

2 1.77% 11¢ 592

Average values were calculated from 5 repetitions per condition of medium; letters indicate significative differences according to Newman and Keuls test at

the level of 5%.
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Ficure 2: Effect of plant growth regulators (PGRs) in mg/L on the induction of callogenesis after 60 days of culture for cultivars Ahmar
(a), Amsekshi (b), Tijib (c) and Amaside (d). Means were calculated from 48 explants per condition. Letters indicate significant differences

according to Newman and Keuls test at the level of 5%.

period on a PGR-free medium, followed by plating on
semisolid medium. The cultures were maintained on BA-
containing medium for 1 week then on PGR-free medium
for five weeks. Somatic embryos of stage I (length 1 to
1.5mm, 1 mm diameter) epidermized and of ovoid shape
were observed as of the 2nd week of culture (Figure 1(d)).
The development of embryos was optimized by a one-week

treatment with BA 0.5 mg/L (on average 29 to 30 embryos
from 40 mg of suspension culture) (Table 1). An increase
in cytokinin concentration induced a significant decrease of
the number of individualized embryos and an increase in
the number of vitrified embryos (F (12, 100.83) = 6.6151;
P = 0.000). The development of somatic embryos of stage II
(length 4 to 5mm, 1.5mm diameter) was obtained between
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FiGURE 3: Effect of 2,4-D (2 mg/L) without activated charcoal (AC)
or at 50, 75, and 100 mg/L with AC (1000 mg/L) on growth rates
of suspension cultures from two different Ahmar cultivars lines.
Averages values were calculated from 5 repetitions per condition of
medium; bars indicate confidence interval at 95% threshold.

the 3rd and the 4th week of culture (Figure 1(e)). After 6
weeks of culture, these embryos developed in chlorophyllous
somatic embryos of stage III (length 10 to 11 mm, 1.7 to
2 mm diameter) (Figure 1(f)).

3.4. Germination of Somatic Embryos and Rooting of Vitro-
plants. The mature somatic embryos of stage III developed
a shoot and a root and germinated with a rate of 82%.
The morphology of roots produced after 4 weeks of culture
depended on the NAA concentration (Table 2). In a PGR-free
medium, plants produced numerous fine and plagiotropic
roots, 1.4 to 2.3cm long. In contrast, when embryos were
cultivated with 1 mg/L NAA, the plants developed a vigorous
and orthotropic root (3.3 to 4.9 cm long) whose morphology
was similar to that obtained during the germination of
seedlings (Figure 1(g)).

3.5. Nuclear DNA Content. Measurements of nuclear DNA
content were standardized using leaves of Nippon Bar rice
variety as an internal standard (2C = 1 pg DNA by nucleus).
The size of the genome of Phoenix dactylifera as estimated on
seedling leaves from the cultivars Ahmar and Amsekhsi was
2C = 1.74 pg/nucleus and 2C = 1.73 pg/nucleus (resp.). No
significant difference was found between the values obtained
from seedlings and somatic embryo-derived plantlets (F =
0.507; P = 0.82) (Table 3). The cytofluorimetric analysis
revealed that all the regenerated clonal offsprings were
diploid (Figure 4) as one peak at 2C DNA nuclear content
was observed. No 3C, 4C, 6C, or 8C peak indicating changes
in ploidy level could be found.

4. Discussion

The regeneration process developed for the sahelian date
palm cultivars allowed the production of somatic embry-
oderived plantlets through indirect embryogenesis involv-
ing two callogenesis stages and embryogenic suspensions
culture. Each step was optimised by using various PGR
concentrations.

The aptitude for primary callogenesis appeared to be
strongly dependent on the explant nature, the genotype,
and the growth regulators used. The foliar segments from
young date palm seedlings was found to be the optimal
explant for callus induction compared to root tissues. For
the four cultivars under study, primary callogenesis led to
the formation of globular compact calluses similar to those
described in Elaeis guineensis [15] and Phoenix canariensis
[6].

The callogenic capacity was found to be more than seven
times higher for the cultivars Ahmar and Amsekhsi than for
the cultivars Tijib and Amaside. At the date palm was found
that the genotype is one of the most important factors in the
induction of primary callus [11]. Similar observations were
made on coconut [20]. The reason(s) of the recalcitrance
to callogenesis of some genotypes still remain unknown.
The hypothesis of a genetic inability to callus formation
was proposed, respectively, in Medicago sativa and Zea
mays [21, 22]. The identification of quantitative trait loci
(QTLs) associated with callogenesis and embryogenesis has
been undertaken using molecular markers obtained from
Arabidopsis thaliana tissue culture cDNA libraries [23].
Genetic mapping of such markers would allow the selection
of genotypes with high ability to tissue culture.

The phase of cell multiplication, related to the sensitivity
to the 2,4-D of foliar tissues of date palm, occurs as of
the 2nd week of culture [10] and leads to the formation
of the primary calluses after the 4th week of culture. The
callogenesis stage requires the use of elevated exogenous
auxin levels in many species [12]. The effect of the 2,4-
D during cellular dedifferentiation was strongly correlated
with an increase in endogenous AIA in carrot tissues [24].
Indeed, results obtained in Medicago sativa showed that
concentrations in endogenous AIA increased considerably
during the first 3 days of culture in the presence of
optimal concentrations of 2,4-D [25]. The accumulation of
endogenous AIA in tissues under 2,4-D treatment would be
at the origin of the totipotency of somatic cells in Zea mays
and consequently of their capacity to be directed towards
embryogenesis [26].

Recent advances in auxin biology have clarified the mode
of action, signalling, and gene expression of this plant hor-
mone [27, 28]. Auxin induces the expression of several
genes including Aux/IAA, GH3 (IAA-aminoacid conjugat-
ing enzyme), and glutathione S-transferase [12, 29]. GH3
protein homologs were strongly induced in response to 2,4-
D [30], suggesting that this auxinomimetic could use the
signalling pathway, at least partly, of auxin response.

In this study, the high callogenesis rates obtained for
Ahmar and Amsekhsi cultivars in the presence of the
combinations of 2,4-D with BA or adenine sulphate, which
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6
TasLE 2: Influence of NAA on rooting after 4 weeks.
NAA (mg/L) Root number Root lengh
per plant (cm)
0 13 1.4
1 1 4.9°

Average values were calculated from 5 repetitions per condition of medium;
letters indicate significative differences according to Newman and Keuls test
at the level of 5%.

TasLe 3: Quantification of nuclear DNA from cells of leaf tissue
of seedlings and clones produced from cell suspensions in cultivars
Ahmar and Amsekhsi.

Staqdérd Number of
Genotypes gqADN (pg) deviation cepetitions
(pg)
Ahmar clones 1,72 0,01 15
Ahmar seedlings 1,74 0,02 7
Amsekhsi clones 1,73 0,01 18
Amsekhsi seedlings 1,73 0,02 10

may act as a precursor of natural cytokinin [31] stresses
the importance of the auxin/cytokinin balance during the
early steps of embryogenesis in date palm. The addition
of BA in culture media already containing 2,4-D also
improved callogenesis rates in Acacia raddiana [32]. The
dedifferenciation of protoplasts obtained from foliar cells
of alfalfa could also optimize varying the auxin/cytokinin
balance [25]. Both auxins and cytokinins can trigger somatic
cells to differentiate into embryogenic competent cells [12].
During the somatic-to-embryogenic transition in Arabidop-
sis thaliana, transcription factors such as BABY BOOM
(BBM) and LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1) were activated
[23, 33]. Ectopic expression of BBM and LECI was sufficient
to induce somatic embryo development from vegetative cells
[23, 33]. It would be very interesting to study the effect of
PGRs on the expression of such a gene in palm leaf tissues in
relation to callogenesis progression and rates.

Whatever the hormonal balance experimented in this
study, both cultivars Tijib and Amaside were found to be
weakly callogenic. The recalcitrance of such genotypes could
be overcome by the use of other auxins and cytokinins that
were reported to be efficient for the induction of callogenesis
in several palm species. In the betelnut palm (Areca catechu),
callogenesis was induced on medium containing Dicamba,
an auxinomimetic PGR [34]. In Phoenix canariensis, callo-
genesis was induced from shoot tips with 2,4-D and 2iP (2-
isopentenyl adenin) or with Picloram and kinetin [6]. The
combination of 2,4-D and 2iP was also found efficient in
inducing callus development in date palm |3, 35].

The granular secondary calli used for the initiation of
suspensions were obtained by chopping primary calli. Two
to four subcultures were necessary to establish suspensions
culture in the presence of 2,4-D. These suspensions consisted
of embryogenic clumps [10] whose multiplication rate
reached threefold on 2,4-D (2mg L™!) containing medium.
To ensure the development of somatic embryos, it was
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rice (Nippon bar) seedlings (green), date palm cv. Ahmar seedlings
(violet), and date palm cv. Ahmar somatic embryo-derived plantlets
(red, black, and blue).

necessary to modify the hormonal balance in favour of the
cytokinins. The transitory application of BA (0,5mgL™")
improved embryo development after only 5 weeks. The
omission of 2,4-D from the culture medium followed by the
addition of BA enhanced the differentiation of proembryos
toward bipolar embryos in oil palm [16] and coconut [36].

Under our experimental conditions, the development
and subsequent germination of embryos were carried out on
gelified PGR-free media. The germination rates of stage ITI
embryos reached 82%. The application of NAA (1 mg-L1)
favoured rooting as already shown for P. canariensis [6] and
P dactylifera [10]. NAA induced the formation of a primary
orthogravitropic root comparable to that developed during
in vitro germination of oil palm seeds [37]. This root system
may be more efficient during the critical acclimatization
phase of the plantlets.

The somatic embryogenesis process described here
allowed the production of approximately 10,000 individ-
ualized embryos from 15g of suspension culture. It con-
stitutes a first step towards the development of large-scale
regeneration protocols for sahelian date palm cultivars. Our
results illustrate the importance of PGR concentrations
and of the balance between auxins and cytokinins in the
optimisation of regeneration protocols. For each genotype
the identification of optimal PGR concentrations is essential.
However, PGR application needs to be optimized while
keeping in mind the risk of induction of somaclonal vari-
ations. Indeed, somaclonal variations such as variegations
and fruit set abnormalities in tissue-culture-produced date
palm have already been reported [38]. Cytofluorimetric
analyses revealed that the regeneration process under study
did not induce any detectable change in ploidy level and
DNA content of regenerated plantlets. It must be noticed that
more discrete changes in DNA such as aneuploidy cannot be
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detected using cytofluorimetry. Furthermore, an epigenetic
origin for somaclonal variants has been proposed in oil
palm [39] and date palm [38]. In oil palm, a correlation
between somaclonal variation and the methylation status
of genomic DNA has been established [39]. In this case,
off-types could not be identified by techniques relaying on
genomic DNA sequence analyses [40]. To limit the risks
of producing somaclonal variants, PGR concentrations and
applications need to be lowered and protocols need to be
evaluated regarding clonal fidelity in the field.
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Introduction (+Objectifs)

Le palmier dattier est une Arecaceae dioique pérenne qui représente le pilier de I’agriculture dans les
oasis ou il autorise de nombreuses cultures vivrieres en association. Dans la zone sahélienne, la
sécheresse et la salinisation des terres constituent deux contraintes majeures qui freinent ’essor de la
pheeniciculture villageoise (Ferry, 1998). La sélection puis la diffusion des génotypes de dattier
adaptés a ces contraintes abiotiques apparaissent donc comme un préalable dans les programmes de
développement de la culture du dattier dans cette zone. L’objectif de cette étude est de mettre en place
une méthode de sélection, dés le stade jeune plant, d’individus de palmiers dattiers bien adaptés aux
conditions du Sahel et aptes a pousser dans les zones ou I’eau ou le sel constituent un facteur limitant.

Meéthodes

Les fruits des cultivars NHH et Tijib ont été collectés dans la région de 1’ Adrar mauritanien, a Kseir
Torchane, a partir d’arbres sélectionnés pour leur précocité de fructification. Les graines sont
désinfectées et rincées a 1’eau stérile avant d’étre mises en culture sur des milieux de Murashige et
Skoog (1962) complémentés avec les vitamines de Nitsch et Nitsch (1965), du saccharose a 30 g/L, de
la glutamine a 0,2 mg/L et de I’agar (Difco Agar) a 8 g/L. Le pH est ajusté a 5,7 et les cultures ont été
placées dans une salle sous une photopériode de 12 heures a 80 pE.s-1.m-2 et a 30°C. Le
développement des plants a été étudié sous différentes concentrations de NaCl (0 ; 4 ; 8 et 16 mg/L).
L’extraction de la proline a été a faite partir de 100 mg de matiére fraiche foliaire et le dosage réalisé
par la méthode colorimétrique suivant le protocole de Monnevaux et Nemmar (1986). La biomasse
racinaire est mesurée par masse fraiche et masse séche a 3 mois de culture. La longueur d’épicotyle est
mesurée a 15 jours et les longueurs de racines sont mesurées a 3 mois. Chaque traitement est fait avec
24 répétitions. Le traitement et 1’analyse des données ont été faits en utilisant le module Général
ANOVA/MANOVA (General Linear Model) de STATISTICA (data analysis software system), version
6. StatSoft, Inc. (2001). Les différences entre moyennes sont comparées en utilisant le test de Newman
et Keul au seuil de 5%.

Résultats attendus/obtenus
Effet du NaCl sur la croissance et le développement des jeunes plants

Dans nos conditions expérimentales, la salinité affecte significativement (F = 23,40 ; P = 0,000)
I’¢longation de 1’épicotyle et de la racine principale ainsi que le nombre des racines secondaires chez
le cultivar NHH. En revanche, le cultivar Tijib montre une croissance significative de I’épicotyle et de
la racine principale de méme qu’une augmentation de la biomasse racinaire sous stress de 4 et 8 g/L de
NaCl. Cette biomasse apparait 2 a 4 fois plus importante que chez le cultivar NHH.

Effet des stress salin sur les teneurs en proline dans les tissus des jeunes plants
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Nos résultats montrent une augmentation progressive et significative de teneur en proline chez le
cultivar tolérant. En situation de stress salin, le cultivar Tijib apparait plus tolérant que le cultivar
NHH. Ce cultivar montre une augmentation des teneurs en proline qui passent de 702 a 869 nmoles/g
de matiere fraiche en présence respectivement de 4 et 8 g/L de NaCl. Pour les mémes concentrations,
la proline s’accumule de fagon progressive chez Tijib et passe de 536 a 809 nmoles/g de matiére
fraiche.

Conclusion

Les deux cultivars apparaissent comme deux mode¢les d’étude intéressants qui pourraient contribuer a
mieux appréhender les mécanismes physiologiques et moléculaires de 1’adaptation au stress salin. Ces
résultats pourraient aider a la sélection des cultivars tolérants a la salinité dans les régions ou la salinité
constitue une contrainte majeure.

Retombées scientifiques
Meilleure compréhension du mécanisme de développement physiologique du palmier dattier en
situation de stress salin

Impacts socio-économiques
Contribution a la sélection des cultivars tolérants a la salinité dans les régions ou la salinité est une
contrainte majeure.

Mots-clefs : Pheenix dactilifera, agriculture oasienne, ressources génétiques, Adrar, cultivar NHH,
cultivar Tijib, stress hydrique, stress salin, germination des graines, développement des plants, NaCl,
Proline.
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Résumé
La production de dattes constitue la principale activité sur laquelle repose une bonne partie de 1’économie des zones phoenicicoles
sahéliennes. Cette production est assurée grace a une trentaine de cultivars qui sont, toutefois, soumis a plusieurs contraintes dont
les trois principales sont: la sécheresse, la salinisation des terres et le vieillissement des plantations. La persistance de ces
contraintes a entrainé la disparition de certains cultivars contribuant ainsi & I’appauvrissement du pool génétique sahélien. La
conservation des ressources génétiques résiduelles nécessite un inventaire des cultivars qui assurent la base de la production et une
étude de la physiologie de leur développement dans les conditions de stress. Le travail présenté dans ce mémoire est une
contribution a I’amélioration des connaissances sur la physiologie du développement en situation de stress salin chez NHH et Tijib
qui font partie des cultivars menacés. Ce travail est divisé en deux parties. Dans la premiere partie, la croissance et le
développement des jeunes plants ont été étudiés in vitro. Le degré de tolérance des plants vis-a-vis du stress salin a été évalué sur le
milieu de base de Murashige et Skoog (1962) contenant 0, 4, 8 et 16 g.L ™ de NaCl. Nos résultats ont révélé clairement, pour
I’ensemble des paramétres de développement analysés englobant la croissance des parties aériennes et racinaires, que Tijib tolere
mieux les simulations du stress salin que NHH. Concernant la biosynthése de la proline, nos résultats ont montré que le cultivar
NHH accumule environ 1,5 fois plus de proline en présence de 4 & 8 g.L " de NaCl. Dans la seconde partie du travail, des jeunes
plants cultivés en serre pendant 4 mois sur un substrat sableux arrosé a la capacité au champ tous les deux jours sont soumis a des
niveaux croissants de NaCl (0, 1, 2, 4, 6, 8 et 16 g.L™%) puis inoculés avec 5 souches de Glomus (G. aggregatum, G. intraradices, G.
verriculosum, G. mosseae, G. fasciculatum). Le dispositif expérimental est un dispositif en bloc complétement randomisé a trois
facteurs (cultivars : Tijib et Nakhla Hamra x concentrations en NaCl a sept niveaux x inoculum & 6 niveaux).
Les résultats ont montré qu’en absence de NaCl, G. verriculosum améliore significativement la croissance des tiges : 33,5 cm contre
30,3 cm chez les témoins et des racines : 81,5 cm contre 78 cm chez NHH, alors que chez Tijib, la croissance est stimulée par G.
fasciculatum jusqu’a 33,8 cm contre 32,7 cm pour les tiges et 90 cm contre 86 cm pour les racines des plants inoculés et des témoins.
En revanche, en présence de NaCl a 8g.L™", NHH présente une meilleure croissance en présence de G. intraradices : 32,2 cm contre
28,8 cm pour les tiges et 77 cm contre 73 pour les racines, alors que Tijib se développe mieux en présence de G. fasciculatum avec
respectivement 33,26 cm contre 30,21 cm et 51,27 cm contre 51,6 cm pour les tiges et les racines des plants inoculés et des témoins.
Les analyses biochimiques effectuées ont révélé que la variation des teneurs en proline et la biosynthése des chlorophylles, ainsi que
I’absorption et I’accumulation des éléments minéraux (C, N, P, K, Na, Cl) dans les parties aériennes et racinaires des plants sont
dépendantes du cultivar, de la souche mycorhizienne utilisée et des concentrations de NaCl appliquées. Ces résultats ouvrent les
perspectives d’une utilisation des champignons mycorhiziens pour améliorer la productivité des palmeraies au Sahel.

Influence de I’inoculation avec des champignons mycorhiziens a arbuscules sur la croissance et le développement des
plants de cultivars de palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) sahéliens en conditions de stress salin

Summary
The date palm production is the main activity on which a large part of the economy in the Sahelian phoenicicoles ereas is based. This

production is possible thanks to thirty cultivars which are, however, subject to several constraints, such as : drought, salinization and
aging plantations. The persistence of these constraints led to the disappearance of some cultivars contributing to the depletion of the
sahelian genetic pool. Conservation of genetic resources requires a residual inventory of cultivars that provide the basis for the
production and study of the physiology of development under conditions of stress. The work presented in this paper is a contribution
to the improvement of knowledge on the physiology of the development status of salt stress NHH and Tijib belonging to threatened
cultivars. This work is divided into two parts. In the first part, the growth and development of seedlings were studied in vitro. The
degree of plant tolerance towards the salt stress was evaluated on the base field Murashige and Skoog (1962) containing 0, 4, 8 and
16 gL " NaCl. Our results showed clearly, for all parameters analyzed including the development and growth of aerial root parties,
Tijib more tolerant simulations that NHH salt stress. On proline biosynthesis, our results showed that the cultivar NHH accumulates
about 1.5 times in the presence of proline from 4 to 8 g.L™ NaCl. In the second part of the work, young seedlings grown in the
greenhouse for 4 months on a sandy substrate watered to field capacity every two days are subject to increasing levels of NaCl (0, 1,
2,4 ,6,8and 16 g.L™) and then inoculated with five strains of Glomus (G. aggregatum , G. intraradices , G. verriculosum , G.
mosseae , G. fasciculatum ) . The experimental device is a design completely randomized block with three factors (cultivars : Tijib
and Nakhla Hamra x NaCl concentrations seven inoculum levels x 6 levels).

The results showed that in the absence of NaCl, G. verriculosum significantly enhances the shoots growth : 33.5 cm against 30.3 cm
in the control and roots : 81.5 cm against 78 cm at NHH , whereas in Tijib , growth is stimulated by G. fasciculatum to 33 , 8 cm
against 32.7 cm rods and 90 cm to 86 c¢m against the roots for inoculated plants and controls. In contrast, in the presence of NaCl
89.L™", NHH has better growth in the presence of G. intraradices : 32.2 cm against 28.8 cm to 77 cm stems and roots against 73 ,
whereas Tijib grows better in the presence of G. fasciculatum with respectively 33.26 cm against 30.21 cm and 51.27 cm against
51.6 cm stems and roots for inoculated plants and controls. Biochemical analyzes revealed that changes in levels of proline and
chlorophyll biosynthesis and the absorption and accumulation of mineral elements (C, N, P, K, Na, CI) in the aerial parts and root
plants are dependent on the cultivar, the mycorrhizal strain used and concentrations of NaC| applied. These results open the prospect
of using mycorrhizal fungi to improve the productivity of palm trees in the Sahel.

Discipline : Biologie, physiologie et pathologies végétales

Mots clés : Sahel, Palmier dattier, Culture in vitro, Conditions controlées, Salinité, Inoculation, Mycorhizes, Glomus, Proline, Chlorophylles,
Nutrition hydrominérale.



