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Effect of saline stress on proline and soluble sugar accumulation
in three citrus rootstock leaves in Morocco.

Abstract — Introduction. Soil salinity and irrigation water, worsened by the rarity of rain-
falls, are a permanent threat to the cultivation of citrus trees in Morocco. The choice of a root-
stock able to tolerate this abiotic stress would be an effective means of attenuating this prob-
lem. The experimentation presented aimed to evaluate three citrus rootstocks recently
introduced to Morocco, regarding saline stress. Materials and methods. Seedlings of citrange
Carrizo and two hybrids, H1 and H2, resulting from the crossing (Poncirus trifoliata x Citrus
sunki Hort. ex Tan.) were evaluated for their tolerance to salinity. The 18-month-old seedlings
were irrigated by a nutritive solution containing (25, 35, and 70) mM of NacCl for one or two
months, whereas the control seedlings received the nutritive solution without NaCl. After treat-
ment, the proline and soluble sugar contents were measured in the leaves of the treated root-
stocks. Results. The accumulation of proline was independent of the presence of NaCl in the
irrigation solution but it varied according to the rootstock genotype. On the other hand, NaCl
strongly stimulated the accumulation of soluble sugars in the three rootstocks and this accu-
mulation was very significant in the citrus rootstock H1. Discussion and conclusions. These
results agree partly with some of the work already published. Under our experimental condi-
tions, the effect of the NaCl concentrations used could be compensated by the storage of sol-
uble sugars in the leaves, in particular in those of the rootstock H1. As this showed less foliar
toxicity than the two other rootstocks, the soluble sugar storage in the citrus leaves could indi-
cate a tolerance to salinity.
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Effet du stress salin sur I'accumulation de la proline et des sucres solubles
dans les feuilles de trois porte-greffes d’agrumes.

Résumé — Introduction. La salinité du sol et de 'eau d’irrigation, aggravée par la rareté des
précipitations, est une menace permanente pour la culture des agrumes au Maroc. Le choix
d’un porte-greffe tolérant a ce stress abiotique serait un moyen efficace pour pallier ce pro-
bleme. L'expérimentation présentée a permis d’évaluer, vis-a-vis du stress salin, trois porte-
greffes récemment introduits au Maroc. Matériel et méthodes. Des plants de citrange Carrizo
et de deux hybrides, H1 et H2, issus du croisement Poncirus trifoliata x Citrus sunki Hort. ex
Tan. ont été évalués pour leur tolérance a la salinité. Les plants 4gés de 18 mois ont été irri-
gués par une solution nutritive additionnée de (25, 35, et 70) mM de NaCl durant un ou deux
mois alors que les plants témoins recevaient la solution nutritive sans NaCl. Aprés traitement,
les teneurs en proline et en sucres solubles ont été mesurées dans les feuilles des porte-greffes
traités. Résultats. L'accumulation de proline a été indépendante de la présence de NaCl dans
la solution d’irrigation mais elle a varié en fonction du porte-greffe. En revanche, NaCl a for-
tement stimulé 'accumulation des sucres solubles chez les trois porte-greffes et cette accu-
mulation a été trés importante chez le porte-greffe H1. Discussion et conclusions. Ces résul-
tats concordent en partie avec certains des travaux déja publiés. Dans nos conditions
expérimentales, I'effet des concentrations salines utilisées a pu étre compensé par 'accumu-
lation de sucres solubles dans les feuilles, notamment dans celles du porte-greffe H1. Celui-ci
ayant montré moins de toxicité foliaire que les deux autres porte-greffes, 'accumulation de
sucres solubles dans la feuille d’agrumes pourrait étre un indice de tolérance a la salinité.
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1. Introduction

Dans certaines régions, la salinité du sol est
une menace qui pése de maniere perma-
nente sur l'agriculture. Elle est stimulée par
la sécheresse et aggravée par un mauvais
drainage dans le sol.

Au Maroc, les agrumes sont générale-
ment cultivés dans des zones ou les quan-
tités de pluie recues sont insuffisantes. Par
conséquent, les agriculteurs ont souvent
recours a lirrigation pour améliorer la pro-
duction. Cependant, les rendements en ver-
gers d’agrumes peuvent étre gravement
compromis par I'accumulation des sels dans
le sol [1, 2], probleme qui touche actuelle-
ment les régions semi-arides du pays ou
ces arbres sont largement cultivés [3]. Par
ailleurs, cette contrainte abiotique prédis-
pose les porte-greffes a une gommose para-
sitaire due aux Phytophthora spp. [4].

Les agrumes sont particulierement sen-
sibles aux sels [1]. Leur tolérance a la sali-
nité varie d’'une espece a l'autre et dépend
principalement du porte-greffe utilisé. L’ef-
fet le plus néfaste des sols salins est dd 2 la
présence d’ions chlorures plus ou moins
bien assimilés par le porte-greffe [1]. La
sélection de porte-greffes résistants a la
salinité est généralement faite sur la base de
son aptitude a exclure le chlore et le sodium
[5, 6]. Dans ce cas, le dosage de la concen-
tration du chlore dans les différentes par-
ties de la plante (racine, tige et feuille) per-
met de fournir des informations sur le degré
de résistance des porte-greffes au passage
du chlore dans la plante. Un porte-greffe
qui, en conditions de salinité, pourrait sup-
porter de fortes accumulations de tels ions
serait alors tolérant. Ainsi, il nous a déja été
donné de constater qu'un porte-greffe
donné pouvait manifester relativement
moins de symptdmes nécrotiques qu’'un
autre porte-greffe ayant assimilé presque la
méme quantité de chlore [7].

Cependant, la tolérance d’'une plante au
stress salin pourrait aussi étre attribuée a sa
capacité d’accumuler des substances non
toxiques capables de protéger ses organites
cellulaires contre les effets néfastes du
chlore et du sodium particulierement [2, 8].
D’autres travaux [9, 10] ont démontré que
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la salinité stimule la protéolyse en aug-
mentant 'accumulation d’acides aminés
libres, de la proline notamment. Par ailleurs,
selon Fernandez-Ballester et al. [8], une
forte teneur en carbohydrates totaux et en
sucres solubles chez le bigaradier serait liée
a une augmentation de la teneur de ses
feuilles en ions chlorures.

Par suite, Pobjectif de notre étude a été
de vérifier le role joué par certaines sub-
stances biochimiques telles que la proline
et les sucres totaux dans la régularisation de
l'activité biochimique de trois porte-greffes
d’agrumes, récemment introduits au Maroc
et placés en conditions de stress salin.

2. Matériel et méthodes

Le bigaradier, porte-greffe communément
utilisé au Maroc dans les vergers d’agrumes
en vertu de son adaptation aux conditions
pédo-climatiques des régions agrumicoles
de ce pays, est trés sensible a la tristeza,
maladie virale présente en Espagne et
menacant les vergers marocains. Récem-
ment, plusieurs porte-greffes tolérant a cette
maladie ont été introduits de la station de
Recherche agronomique de San Giuliano
de Corse (France). Notre étude a donc cher-
ché a évaluer trois de ces nouveaux porte-
greffes vis-a-vis du stress salin : le citrange
Carrizo et deux hybrides 'ICVN 0110211’
(HD et ICVN 0110208 (H2) issus d’un croi-
sement entre Poncirus trifoliata (L.) Raf. x
Citrus sunki. Hort. ex Tan.

Au total, 72 plants homogenes 4gés de
17 mois, soit 24 plants pour chaque porte-
greffe, ont été utilisés. Ils ont été transférés
dans des pots de 8 L contenant un substrat
stérilisé constitué de sable, tourbe et fumier
en parties égales. Les porte-greffes ont été
placés sous un tunnel en plastique et irri-
gués quatre fois par semaine par une solu-
tion de Hoagland et Arnon [11] diluée de
moitié et dépourvue de chlorure de sodium
(NaCD durant 1 mois avant application d'un
stress salin [12].

Le NaCl, qui est le sel le plus répandu
dans le sol et dans I'eau d’irrigation des
principales régions productrices d’agrumes



du Maroc [3], a été ensuite ajouté a la solu-
tion d’irrigation. Trois doses ont été utili-
sées : (25, 35 et 70) mM. Une irrigation
constituée de la seule solution nutritive a
servi de traitement témoin. Afin d’éviter de
provoquer un choc osmotique dans le maté-
riel végétal, les concentrations en NaCl ont
été augmentées progressivement durant
1 semaine dans la solution d’irrigation
appliquée [12, 13].

Aprés (30 et 60) j d’irrigation a I'eau
saline, des feuilles matures des porte-greffes
ont été prélevées puis analysées quant a
leur teneur en proline et en sucres solubles.
Le dosage de la proline a été fait selon la
méthode de Troll et Lindsley [14] et le
dosage des sucres selon la méthode a I'an-
throne.

Le dispositif expérimental a été un split-
plot avec six répétitions ; le facteur princi-
pal étudié a été le porte-greffe. En cas de
différences significatives, les moyennes ont
été comparées par le test de Duncan au
seuil de 5 %.

3. Résultats

3.1. Effet de la salinité sur la teneur
des feuilles en proline

L’accumulation de la proline dans les
feuilles des porte-greffes s’est révélée étre
indépendante de la concentration du sel
dans la solution d’irrigation, mais cette
teneur a varié d’un porte-greffe a 'autre deés
30 j de traitement a 'eau saline (tableau D).
Nous n’avons pas mis en évidence d’inter-
action entre l'effet génotype et l'effet dose
de NacCl.

Apres 30 j de traitement avec les diffe-
rentes doses de NaCl, les moyennes des
teneurs en proline dans les feuilles des trois
porte-greffes ont permis de regrouper les
porte-greffes citrange Carrizo et hybride H1
dans un seul groupe homogene avec, res-
pectivement, (139 et 109) pmol-g~' de
matiere seche (ms), alors que I'hybride H2
ne contenait que 47 umol-g~! ms (tableau IT).
Des résultats semblables ont été observés
apres 00 j de traitement.
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3.2. Effet de la salinité sur la teneur
des feuilles en sucres solubles

Des 30 j apres le début des irrigations avec
du NadCl, la teneur en sucres solubles dans
les feuilles a été significativement différente
dans les porte-greffes testés mais non selon
les doses de NaCl utilisées. Ces doses n’ont
induit un effet quapres 60 j d’irrigation avec
le sel (tableau III). Comme dans le cas de
la teneur en proline, nous n’avons pas
observé d’interaction entre I'effet génotype
et l'effet dose de NacCl.

En considérant 'ensemble des porte-
greffes apres ces 60 j de traitement, leffet
imputable au chlore a pu étre attribué a la
dose de 70 mM, alors que les doses a (25
et 35) mM donnaient un effet comparable
a lirrigation témoin sans addition de sel

Tableau I.

Résultat d’'une analyse de variance effectuée sur la teneur en
proline des feuilles de trois porte-greffes d’agrumes irrigués avec
de I'eau enrichie avec différentes doses de (0 a 70) mM de NacCl

pendant (30 ou 60) j de traitement.
Source de variation F observée

Apres 30 j de traitement  Aprés 60 j de traitement

Porte-greffe 6,96 * 10,01*
Dose de NaCl 0,16 ns 0,87 ns
Porte-greffe x dose 0,99 ns 1,87 ns

* Significatif ; ns : non significatif.

Tableau II.

Teneur en proline (umol-g~1 de matiére séche) des feuilles de trois
porte-greffes d’agrumes irrigués avec de I'eau enrichie avec
différentes doses de (0 a 70) mM de NaCl soit pendant 30 j,

soit pendant 60 j.

Porte-greffe 30 jours 60 jours
Citrange Carrizo 139 a 101 a
Hybride H1 109 a 100 a
Hybride H2 47 b 44 b

Les moyennes de la méme colonne affectées par la méme lettre ne different pas
significativement au seuil de 5 % (test de Duncan).
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Résultat d’'une analyse de variance effectuée sur la teneur en

sucres solubles des feuilles de trois porte-greffes d’agrumes irrigués
avec de 'eau enrichie avec différentes doses de (0 & 70) mM de

NaCl pendant (30 ou 60) j de traitement.

Source de variation

Aprés 30 j de traitement

Porte-greffe
Dose de NaCl
Porte-greffe x dose

F observée

15,37 *
0,05 ns
0,22 ns

* Significatif ; ns : non significatif.

Figure 1.

Teneur en sucres solubles
dans les feuilles de porte-
greffes d’agrumes apres 60 j
d’irrigation avec différentes
doses de chlorure de sodium
ajoutées a I'eau apportée.
Pour chaque traitement, les
barres munies des mémes
lettres ne different pas
significativement au seuil de
5 % (test de Duncan).

Figure 2.

Teneur en sucres solubles
dans les feuilles de trois
porte-greffes d’agrumes apres
60 j d'irrigation avec une
solution soit dépourvue de
chlore, soit enrichie avec

70 mM de NacCl.
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Hybride
H1

(figure D). Par ailleurs, l'accroissement du
taux de sucres solubles dans les plants trai-
tés avec 70 mM de NaCl a été particuliere-
ment important chez ’hybride H1 puisqu’il
a atteint 50,36 pg-g~! de matiere fraiche
(mf) dans les feuilles, contre 22,96 ng-g™!
mf mesurés chez les témoins non traités
(figure 2).

Comme pour la teneur en proline, apres
30 j d’irrigation avec NaCl, les teneurs en
sucres solubles des feuilles des trois porte-
greffes ont permis de différencier deux
groupes statistiquement différents, mais le
regroupement n’a pas été le méme : groupe
formé par le citrange Carrizo et ’hybride H2
d’'une part, groupe constitué par ’hybride H1
(39,81 pg-g~! mf) d'autre part (tableau IV).

4. Discussion et conclusion

Le stress salin se répercute généralement
sur la physiologie des agrumes par un effet
osmotique et un déséquilibre nutritionnel
[1]. Le maintien des processus physiolo-
giques sous de telles situations est condi-
tionné par l'activation de diverses stratégies
notamment I'exclusion des ions toxiques
et/ou l'accumulation de substances orga-
niques qui permettent d’éviter le probléme
de la déshydratation [15].

Dans notre ¢tude, le taux de proline éva-
lué apres analyse foliaire n’a pu étre relié a
la concentation saline de I'eau d’irrigation.
Ces résultats vont dans le méme sens que
ceux obtenus par Fernandez-Ballester et al.
[8] selon lesquels une irrigation saline aug-
menterait légérement mais non significati-
vement le taux de cet acide aminé dans les
feuilles. D’autres auteurs [16] ont rapporté
qu’'une accumulation de proline serait une
caractéristique du porte-greffe. Cependant,
selon Hubac et Gerruer [17], la proline ne
serait pas la conséquence d’un stress, mais
plutdét métabolisée comme facteur de tolé-
rance. Hasson et Poljakof-Mayber [18],
quant 2 eux, auraient mis en évidence une
accumulation d’acides aminés dans les
feuilles sous l'effet de la salinité et, dans la
plupart des cas, il s’agirait de la proline
dont le taux daccumulation augmenterait
avec la concentration saline.



Dans notre étude, I'absence de 'effet du
traitement salin sur la teneur en proline
pourrait étre liée aux concentrations salines
utilisées, son accumulation étant alors
conditionnée par de plus fortes concentra-
tions de sel que celles utilisées ; selon
Townsend, il faudrait en effet de (100 a
150) mM de NaCl pour induire une telle
accumulation [19]. En outre, il a été démon-
tré que, en conditions de salinité, 'aug-
mentation de la proline dans les feuilles des
agrumes serait plutot un indice de sensibi-
lité que de tolérance.

Contrairement a la proline, le taux en
sucres solubles a été fortement stimulé par
une irrigation a l'eau saline a 70 mM de
NaCl, notamment chez I'’hybride H1. Au
cours de notre expérimentation, nous avons
constaté que la teneur en eau des tissus
foliaires des trois porte-greffes, et plus par-
ticulierement de I'hybride H1, n’était pas
affectée par la présence du sel dans la solu-
tion d’irrigation (données non fournies). Ce
porte-greffe hybride H1, bien qu’ayant
accumulé des quantités de chlore compa-
rables a celles enregistrées pour le porte-
greffe H2, a montré moins de symptomes
de toxicité foliaire [7]. S’il est admis que les
sucres solubles participent a l'ajustement
osmotique de la plante placée en condi-
tions de salinité [2, 8], nous pouvons avan-
cer que ces solutés auraient pu alors jouer
un tel réle chez 'hybride H1 en atténuant
I'effet toxique du chlore. En s’appuyant sur
une telle supposition, I'accumulation des
sucre solubles dans la feuille d’agrumes
pourrait étre un indice de tolérance 2 la sali-
nité.
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Efecto del estrés salino en la acumulacién de prolina y azucares solubles
en hojas de tres patrones de citricos.

Resumen — Introduccion. La salinidad del suelo y del agua de riego, agravada por la esca-
sez de las precipitaciones, es una amenaza permanente para el cultivo de los citricos en Marrue-
cos. La eleccion de un patron tolerante a este estrés abidtico seria un medio eficaz para paliar
este problema. Este experimento permitié evaluar, frente al estrés salino, tres patrones recien-
temente introducidos en Marruecos. Material y métodos. Se evaluaron plantas de citrange
Carrizo y de dos hibridos H1 y H2 procedentes del cruce Poncirus trifoliata x Citrus sunki
Hort. ex Tan. en funciéon de su tolerancia a la salinidad. Los plantones de 18 meses de edad
de regaron con una solucion nutritiva a la que se anadio (25, 35 y 70) mM de NaCl durante
uno o dos meses mientras que las plantas testigo recibian la solucion nutritiva sin NaCl. Tras
tratamiento, se midi6 en las hojas de los patrones tratados el contenido de prolina y aztcares
solubles. Resultados. La acumulacion de prolina fue independiente de la presencia de NaCl
en la solucion de riego pero vari6 en funciéon del patréon. En cambio, NaCl estimulé mucho la
acumulacion de azicares solubles en los tres patrones y esta acumulacion fue muy importante
en el patron H1. Discusiéon y conclusiones. Estos resultados coinciden en parte con algu-
nos estudios ya publicados. En nuestras condiciones experimentales, el efecto de las concen-
traciones salinas utilizadas pudo ser compensado con la acumulacion de aztcares solubles en
las hojas, especialmente en las del patron H1. Al haber mostrado éste menos toxicidad foliar
que los dos otros patrones, la acumulacion de azicares solubles en la hoja de citricos podria
ser un indice de tolerancia a la salinidad.
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