Etude originale

Effet de NaCl sur la croissance
et la respiration racinaire
du triticale
(X-Triticosecale Wittmack)

Najoua Bouraoui, Claude Grignon, Ezzeddine Zid

ans de nombreuses régions
du monde, la salinité est
une contrainte majeure qui
limite la productivité agrico-
le [1]. Identifier et comprendre les
mécanismes de la tolérance des plantes
a ce facteur présente un intérét poten-
tiel évident dans une optique d’aide 2
I’amélioration variétale. NaCl inhibe la
croissance racinaire des glycophytes,
qu’elles soient réputées tres sensibles a
la salinité [2], moyennement sensibles
(3, 4], ou plutdt tolérantes [5]. Néan-
moins, cette inhibition est générale-
ment moins marquée que celle des par-
ties aériennes [6, 7].
La racine regoit par le phlo¢me les assi-
milats produits dans les feuilles, peu de
temps apres leur biosyntheése. Chez le
blé, la défoliation entraine en moins de
90 minutes une baisse des sucres
solubles et de la respiration de Iapex
racinaire, ainsi qu'un ralentissement de
I'élongation [8]. Le flux descendant de
glucides et I'accumulation des sucres
réducteurs dans la racine contrélent
Iintensité respiratoire de cet organe [9,
10] ainsi que sa croissance [11]. Deux
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types de respiration peuvent étre distin-
gués : la respiration liée A la croissance
et la respiration d’entretien qui fournit
I’énergie nécessaire au maintien des
structures cellulaires et au déroulement
des transports ioniques [12]. Clest elle
qui prédomine en conditions de
contraintes environnementales fortes. Il
a été montré que la respiration des
racines de Ficus indica, exposées 2
NaCl 100 mmol, est plus élevée que
celle des racines témoins, tandis que la
croissance racinaire est diminuée [13].
La respiration racinaire de la variété
tolérante d’orge California Mariot aug-
mente de 50 % en présence de NaCl
ou KCI 10 mmol, alors que la respira-
tion de la variété Arivat, sensible au sel,
est doublée [14].

Une proportion élevée des assimilats
transférés aux racines stressées semble
éure utilisée dans les processus énergé-
tiques nécessaires a I'ajustement osmo-
tique aux fortes salinités. Toutefois, les
réponses métaboliques de douze especes
ne montrent pas de stimulation de la
respiration racinaire par le sel, sauf pour
les racines du pois [15]. Chez la
tomate [16], le soja [17], le mais [18] et
le plantain [19], on observe une dimi-
nution de la respiration racinaire en
présence de sel tandis que, chez d’autres
especes, la respiration est insensible au
sel [20].

Le triticale présente une tolérance

. notable a la salinité, et ses racines conser-

vent, en présence de sel, une bonne apti-
tude a assurer la nutrition minérale de la
plante [21-24]. Dans le but de mieux
comprendre le role du syst¢me racinaire
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du triticale dans la tolérance au sel, nous
avons étudié I'effet de NaCl sur la crois-
sance et le métabolisme respiratoire de la
racine pendant les 15 premiers )ours qui
suivent la germmatlon, phase qui corres-
pond a la mise en place rapide du syste-
me végératif.

Matériel et méthodes

Matériel végétal
et conditions de culture

Des plantules de triticale (X-T7iticosecale
Wittmack), agées de 3 jours (stade 1
feuille émergée du coléoptile), sont culti-
vées sur des cristallisoirs de 2 litres conte-
nant une solution nutritive liquide. Le
milieu de base contient des macro-élé-
ments (en mmol) : K* (1,5) ; Ca?* (1,75) ;
Mg? (0,5) ; NO;~ (4) ; H,PO, (0,5) ;
HPO % (0,25) ; SO42 (0,5) ; et des
oligo-éléments (en ppm) : Fe (1,4) ; Mn
(0,25) ; B (0,16) ; Cu (0,03) ; Zn (0,03) ;
Mo (0,01). Ce milieu est éventuellement
complété par NaCl, de maniére a obtenir
des concentrations comprises entre 50 et
200 mmol. L’addition de NaCl est faite
progressivement a raison de 50 mmol par
jour afin de minimiser le choc osmotique.
Les milieux de culture sont aérés en per-
manence et renouvelés tous les 3 jours. La
photopériode est de 16 h et I'intensité
lumineuse de 40 W/m?2. L’humidité rela-
tive et la température sont respectivement
de 55 % et 30 °C le jour, et de 90 % et
22 °C la nuit.



Mesures de la croissance

Les mesures de biomasse sont faites sur
des plantules témoins 4gées de 4 jours,
avant I'application de NaCl. Apres
11 jours de culture, les racines et les par-
ties aériennes sont séparées, séchées a
80 °C pendant 48 h, puis pesées. La pro-
duction nette de biomasse pendant la
culture est calculée par la différence
entre les valeurs finales et les valeurs ini-
tiales de la matiére seche. Les vitesses
d’élongation racinaire et foliaire sont
déterminées en boites de Pétri sur des
germinations de 2 a 4 jours sur une solu-
tion nutritive contenant ou non NaCl
100 mmol. La plupart des plantules pré-
sentent 2 ce stade trois racines séminales
de 1 2 2,5 cm de longueur. L'élongation
racinaire est suivie pendant 4 jours par
un marquage a I'encre de Chine effectué
a 2 mm de l'apex.

Les mesures de consommation d’oxygene
sont faites par polarographie sur des seg-
ments de racines, a 'aide d’une cellule
de Clark (Hansatech). Les racines sont
découpées en segments de 8 4 10 mm
dans les régions apicale, médiane ou
basale. Les segments sont introduits dans
la cellule de mesure contenant 2 ml du
milieu témoin complet additionné ou
non de NaCl (100 a 200 mmol). Une
jaquette a circulation d’eau permet de
thermostater la cellule de mesure a
26 °C. Le milieu est agité a I'aide d’un
barreau aimanté, séparé des segments
racinaires. Cette agitation maintient les
segments en suspension et homogénéise
le milieu au voisinage de la membrane
en téflon et de I'électrode situées dans la
partie inférieure de la cellule de mesure.
Nous avons vérifié que 'excision des seg-
ments n’interfere pas avec effet érudié
(stimulation de la respiration par NaCl),
en utilisant un respiromeétre de Warburg
et des racines entieres. Les intensités res-
piratoires sont exprimées par rapport a la
matiere fraiche. On sait par ailleurs que
les traitements salins ne modifient pas la
teneur en eau des racines.

Résultats

Croissance

Nous avons mesuré la production de bio-
masse de matitre seche de plantules agées
de 15 jours, cultivées depuis 11 jours en
présence de NaCl a différentes concentra-
tions. La figure 1 montre que NaCl
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Figure 1. Effet de
NaCl sur la croissan-
ce des racines et des
parties aériennes de
plantules de triticale
agées de 14 jours,
aprés 11 jours de
culture (moyennes
de 17 mesures indi-
viduelles et inter-
valles de confiance
au seuil de 5 %).
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Figure 1. Effect of
NaCl on shoot and
root growth in 14 day-
old triticale plantlets
after 11 days culture
(means of 17 measu-
rements ; 5 % confi-
dence interval).

Figure 2. Effet de
NaCl (100 mmol)
appliqué a 2 jours
(A) ou 4 jours (B)
apres la germination,
sur la vitesse d’élon-
gation racinaire de
triticale (moyennes
de 9 mesures et inter-
valles de confiance
au seuil de 5 %).
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Figure 2. Effect of NaCl
(100 mM) applied
2 days (A) or 4 days
(B) post-germination
on the root elongation
rate in triticale (means
of 9 measurements ;
5 % confidence inter-
val).
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Figure 3. Variation de l'intensité respiratoire
le long des racines de triticale (moyennes de
6 mesures correspondant chacune a un lot
de segments racinaires prélevés d'une
méme plante. Les intervalles de confiance
sont calculés au seuil de 5 %).

Figure 3. Variations in the O, uptake rate along
triticale roots (means of 6 measurements obtai-
ned from separate batches of root segments cut
from the same plant ; 5 % confidence interval).

50 mmol n’affecte pas la croissance des par-
ties aériennes ni celle des racines. Pour des
concentrations plus élevées, un effet dépres-
sif du sel se manifeste au niveau des parties
aériennes, mais non dans les racines ou la
biomasse racinaire est méme légerement
augmentée par rapport au témoin. Les
concentrations 100 et 200 mmol induisent
une baisse de croissance des parties
aériennes, mais une bonne tolérance des
racines. L’élongation des zones apicales
entre 2 et 8 jours apres la germination est
insensible 2 NaCl 100 mmol pendant les
72 premicres heures de traitement, puis
diminue. Chez les plantules dgées de 4 jours
au moment de I'application du sel, des
résultats similaires sont obtenus (figure 2).

Respiration

Les plantes sont cultivées pendant 15 jours
sur milieu témoin, additionné ou non de
NaCl 200 mmol. Les racines sont divisées
en trois : la zone sub-apicale (de 0,5 a
3,5 cm au-dessus de 'apex), la zone
médiane (de 3,5 cm au-dessus de I'apex a
8 cm au-dessous du collet), et la zone basa-
le (de 8 cm a 1 cm sous le grain). Chaque
mesure de consommation d’oxygene est
faite sur un lot de segments provenant de
la méme plante. Sur milieu témoin
(figure 3), les intensités respiratoires des
trois zones s'étalent de 16 2 27 umol de
O,/h/g de matiere fraiche (MF). En pré-
sence de NaCl, on observe une augmenta-
tion de 25 4 30 % de la respiration de la
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Figure 4. Variation de l'intensité respiratoire racinaire de triticale en fonction de I'dge des
plantes cultivées et de la concentration en NaCl (la ligne horizontale donne la valeur moyenne
de l'intensité respiratoire mesurée en I'absence de NaCl entre 7 et 21 jours : panneau supé-
rieur gauche ; la fleche indique la moment d’addition de NaCl).

Figure 4. O, uptake rate in triticale roots as a function of plant age and NaCl concentrations (the hori-
zontal line in the upper left panel represents the mean respiration rate measured in the absence of
NaCl after 7-21 days growth ; the arrow shows when NaCl was added to the medium).

partie apicale et de la partie médiane. Cet
effet, qui ne s'observe pas dans les parties
basales, est hautement significatif dans la
partie sub-apicale (t = 5,06 pour tyg; =
3,06). Leffet du sel sur la respiration est
transitoire : des racines prélevées sur des
plantules de différents 4ges montrent que
NaCl (100 a 200 mmol) stimule dans un
premier temps I'absorption de O, dans des
segments médians de racines, mais cet effet
ne dure pas apres une dizaine de jours en
présence de NaCl (figure 4). Ce caractere
transitoire pourrait caractériser soit une
phase de sensibilité dans le développement
des jeunes plantes, soit une phase initiale

de la réponse au sel, selon que les facteurs
en cause sont I'age des plantes ou le temps
de culture en présence de NaCl. Pour dis-
criminer ces deux hypothéses, nous avons
mesuré la respiration de racines de plantes
de méme age (9 jours) cultivées en présen-
ce de NaCl depuis 1, 2 ou 4 jours. Des
plantules sont repiquées sur milieu témoin
apres 3 jours de germination sur eau distil-
lée. Apres 24 h, les plantules sont divisées
en quatre lots : un lot témoin et trois lots 2
une concentration finale de 100 mmol de
NaCl appliquée selon le protocole décrit
dans le tablean. La respiration est mesurée
chez des plantules agées de 9 jours.

Tableau

Protocole d’application du sel (mmol)

1¢" jour 2¢ jour 3¢ jour 4¢ jour
Lot 1 25 50 75 100
Lot 2 50 100
Lot 3 0 100

Salt treatment procedure

4
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Figure 5. Effet de la durée du traitement par
NaCl 100 mmol, sur l'intensité respiratoire
des segments apicaux de racines de plan-
tules de triticale agées de 8 jours (moyennes
des mesures sur 4 plantes et intervalles de
confiance au seuil de 5 %).

Figure 5. Effect of the duration of NaCl treat-
ment on the O, uptake rate in apical segments
of triticale roots of 9 day-old plantlets (means of
4 measurements ; 5 % confidence interval).
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Figure 6. Effet de I'excision de la moitié du
nombre de racines sur la respiration des apex
racinaires (A) et foliaires (B) de triticale
(moyennes de 20 mesures pour les plantes
entieres et 9 mesures pour les plantes exci-
sées, intervalles de confiance au seuil de 5 %).

Figure 6. Effect of pruning half of the triticale
root system on root apex (A) and leaf base (B)
respiration (means of 20 measurements for
leaves and roots of whole plants, and 9 measu-
rements for those from excised plants; 5 %
confidence interval).

Summary

Effect of NaCl on root growth and root respiration in triticale
(X-Triticosecale Wittmack)
N. Bouraoui, C. Grignon, E. Zid

Triticale displays high tolerance to salinity. Roots of this plant can ensure
mineral nutrition even when NaCl is present in the medium at relatively
high concentration. We studied the effects of salt on root growth and respi-
ration in triticale seedlings grown in liquid synthetic medium supplemented
with 50-200 mM NaCl. Leaf biomass production decreased, but not that of
roots (Figure 1). The root elongation rate was determined by the displace-
ment of Indian ink marks in the subapical zone. It was insensitive to
100 mM NacCl (Figure 2). To identify the factors responsible for root-growth
maintenance (or in some cases stimulation) in the presence of NaCl, we
measured respiration in root segments with a Clark electrode, both in the
presence and absence of NaCl. In 15 day-old seedlings treated for 11 days
with NaCl, root respiration was 25-30% stimulated in apical and median
regions, but not in basal regions (Figure 3). This stimulation appeared after
1 day of NaCl treatment and was maximum after 4 days (Figure 5). Howe-
ver, it was transient and disappeared after 10 days of continuous NaCl
treatment (Figure 4). This stimulation could result from an increased availa-
bility of assimilates transported to the roots, in response to the reduced
demand for shoot growth. To check this hypothesis, we pruned half of the
root system in order to increase the shoot/root ratio. Salt-induced stimula-
tion of root respiration was still observed after this treatment (Figure 6). It
is concluded that root respiration was not limited by assimilate allocation.
The increased energetic demand for NaCl-induced growth can be met by
the root metabolism, and this could therefore be a determining factor of tri-
ticale tolerance to salinity.
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L’intensité respiratoire croit d’environ 30 a
45 umol de O,/h/g de MF lorsque le
temps passé au contact de NaCl varie de 0
a 4jours (figure 5). Elle est significative-
ment différente entre plantes témoins et
plantes sur sel pendant 4 jours (t=2,57
pour toos = 2,45). Cette augmentation de
la respiration dépend du temps passé en
présence de NaCl et non de I'age des
plantes.

Effets de la modification
du rapport parties
aériennes/racines sur

la respiration racinaire
et foliaire

Apres 4 jours de culture sur milieu nutritif
enrichi ou non avec NaCl, le syst¢me raci-
naire de plantules de 8 jours est réduit par
excision d’une racine sur deux au niveau
du grain. Ceci permet d’augmenter artifi-
ciellement d’un facteur 2 le rapport des
biomasses parties aériennes/racines (PA/R).
La respiration des segments apicaux des
racines restées en place (de méme que celle
des régions basales des feuilles : parties
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jeunes a l'intérieur des gaines) est mesurée
apres 24 h de culture sur milieu témoin ou
sur milieu additionné de NaCl 100 mmol.
Sur milieu témoin, I'intensité respiratoire
des racines est la méme, que le systtme
racinaire soit maintenu entier ou réduit
de moitié. En présence de NaCl, par
contre, la respiration racinaire est stimu-
lée, mais de fagon moins marquée quand
50 % des racines sont éliminées
(figure 6A). Dans le cas des plantules a
systéme racinaire entier, I'intensité respi-
ratoire des feuilles (qui est de I'ordre de
30 % de celle des racines) est stimulée
par le sel (figure 6B). L'excision de la
moitié du systéme racinaire diminue la
respiration foliaire, sur milieu témoin
comme en présence de NaCl.

Discussion
et conclusion

Le NaCl n’inhibe ni la production de bio-
masse ni la vitesse d’élongation racinaire du
triticale. En présence de NaCl 100 mmol,
la respiration est stimulée par rapport au
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témoin d’environ 30 % dans la région sub-
apicale de la racine et 20 % dans la région
médiane de cet organe; elle est sans effet
dans la région basale. Ceci pourrait traduire
une augmentation du colit énergétique de
la régulation ionique [25, 26]. Cette dépen-
se d’énergie liée aux transports semble étre
particuli¢rement marquée dans les racines,
dont le contact direct avec le sol facilite les
pertes d’ions, qui doivent continuellement
étre réabsorbées (processus représentant de
25 250 % du cofit respiratoire du transport
des ions [27]). La respiration racinaire est
plus élevée dans la zone d’élongation [28]
olt la densité des mitochondries est plus éle-
vée [29]. Le passage des cellules du stade de
division au stade d’¢longation s’accom-
pagne d’une modification du métabolisme
respiratoire [28].

L’augmentation de la respiration dans les
racines de triticale en présence de NaCl
peut correspondre soit 2 un besoin énergé-
tique accru de la nutrition minérale et
hydrique (hypothese 1), soit 2 une disponi-
bilité accrue de substrats respiratoires libérés
par le ralentissement de la croissance des
parties aériennes (qui se traduit par une
baisse du rapport de la biomasse des parties
aériennes sur la biomasse des racines)
(hypothese 2). L’augmentation artificielle
de ce rapport PA/R n’augmente ni la respi-
ration des feuilles ni celle des racines res-
tantes, que ce soit en présence ou en absen-
ce de NaCl. Il ne semble donc pas que la
quantit¢ d’assimilats produits soit limitante
par rapport a la demande de croissance
(dans le cas d’'une telle limitation, la sup-
pression d’une large fraction d’organes
consommateurs d’assimilats devrait entrai-
ner une meilleure alimentation des organes
restants). Par conséquent, 'hypothese 2 ci-
dessus parait moins plausible que I'hypo-
these 1. On peut supposer que le maintien
de la vitesse d’élongation de la racine de tri-
ticale en présence de NaCl (figure 2) se fait
au prix d’'une augmentation de la consom-
mation énergétique de la racine. Ceci expli-
querait que 'augmentation de la respiration
des extrémités de racines soit précisément
observée dans la zone d’élongation cellulai-
re. Le maintien de la croissance racinaire et
la stimulation de la respiration sur milieu
salé semblent correspondre a 'un des fac-
teurs de tolérance du triticale 2 la salinit¢
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Résumeé

Lapplication de NaCl (50 2 200 mmol)
a des plantules de triticale cultivées sur
milieu synthétique liquide restreint la
production de biomasse des parties
aériennes, mais non celle des racines.
La vitesse d’élongation de ces dernieres
est insensible au sel (100 mmol) ; elle
est méme dans certains cas stimulée. La
respiration de segments médians et api-
caux de racines est également stimulée
par le sel (+ 25 4 30 %) méme si 'on
accroit d’un facteur 2 le rapport parties
aériennes/racines. Ces résultats mon-
trent que la demande énergétique de la
croissance est augmentée en milieu salé
et que le métabolisme respiratoire raci-
naire du triticale répond A cette
demande.






