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Selection and evaluation of stable salt-tolerant callus cell lines of the Troyer
citrange.

Abstract — Introduction. Citrus fruits are sensitive to salinity. Our study aimed at selecting cellular
lines tolerant to NaCl of citrange Troyer and assessing the characters involved in salt stress responses
in callus cultures. Materials and methods. Calli were cultivated on a culture medium containing NaCl
whose concentration was gradually increased until it reached 8 ¢ NaCl-L™!. They were then transferred
onto a medium without NaCl to test their independence with respect to the salt, then placed in the
presence of 8 g NaCl'L™! to test their stability. Dosages of the content in soluble Na*, K, proline and
sugars contained in the calli were carried out at the end of the experiment. Results and discussion.
Salinity stopped the calli from growing and caused the majority of the explants (sensitive callD) to
become brown. Tolerant calli presented a growth comparable with the growth of the controls. The
transfer of these calli onto medium without NaCl followed by their transfer onto saline culture medium
showed the independence and the stability of the selected character of tolerance. The content in K*
of the tolerant calli was close to that of the control calli, but it was greater than that of the sensitive
calli. On the other hand, the content in Na* ions in the tolerant and sensitive calli was relatively higher
than that of the control calli. Sodium would thus be accumulated in two cellular levels according to
the type of callus: invasion of the cytosol (toxic effect) for the sensitive calli or vacuolar partitioning
for the tolerant calli. Salinity caused the accumulation of proline and soluble sugars in the tolerant
calli but not in the sensitive calli. Conclusions. Stable and tolerant cellular lines in NaCl were obtained
starting from embryos of citrange Troyer. This tolerance could be related to changes in the properties
of ion migration and in the regulation capacity and ionic partitioning. Accumulation of proline and
soluble sugars constitutes a metabolic character to adaptive value that could be an indicator of tol-
erance to salinity.
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Sélection et évaluation de lignées de cals stables et tolérantes vis-a-vis du
stress salin chez le citrange ‘Troyer’ [Citrus sinensis (L.) x Poncirus trifoliata
(L.) Raf.].

Résumé — Introduction. Les agrumes sont sensibles a la salinité. Notre étude a cherché a sélec-
tionner, chez le citrange Troyer, des lignées cellulaires tolérantes a NaCl, a évaluer l'effet du sel sur
la croissance des cals et a doser les solutés susceptibles d’étre impliqués dans leur réponse au stress
salin. Matériel et méthodes. Des cals ont été cultivés sur un milieu de culture contenant du NaCl
dont la concentration a été augmentée progressivement jusqu’a atteindre 8 g NaCl'L™". Ils ont ensuite
été transférés sur un milieu sans NaCl pour tester leur indépendance vis-a-vis du sel, puis remis en
présence de 8 g NaCl-L™ pour tester leur stabilité. Des dosages de solutés (Na*, K*, proline et sucres
solubles) contenus dans les cals ont été effectués a la fin de 'expérimentation. Résultats et discussion.
La salinité a ralenti la croissance et provoqué le brunissement de la plupart des explants (cals sen-
sibles). Les cals tolérants ont présenté une croissance comparable a celle des témoins. Le transfert
de ces cals sur un milieu sans NaCl suivi de leur remise en culture sur milieu salin a démontré I'indé-
pendance et la stabilité du caractere de tolérance sélectionné. La teneur en K* des cals tolérants a
été voisine de celle des cals témoins, mais plus élevée que celle des cals sensibles. En revanche, la
teneur en ions Na™ des cals tolérants et sensibles a été relativement plus élevée que celle des témoins.
Le sodium s’accumulerait donc a2 deux niveaux cellulaires selon le type de cals : envahissement du
cytosol (eftet toxique) pour les cals sensibles ou compartimentage vacuolaire pour les cals tolérants.
La salinité a provoqué I'accumulation de proline et de sucres solubles dans les cals tolérants mais pas
dans les cals sensibles. Conclusions. Des lignées cellulaires stables et tolérantes au NaCl ont été obte-
nues 2 partir d’embryons de citrange Troyer. Cette tolérance pourrait étre liée a des changements dans
les propriétés de transport des ions et dans la capacité de régulation et de compartimentage ionique.
L’accumulation de solutés organiques constitue un caractére métabolique a valeur adaptative qui
pourrait étre un indicateur de tolérance au stress salin des cals.
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1. Introduction

La résistance a la salinité est un caractere
complexe, multigénique et controlé a diffé-
rents niveaux d’organisation, de la cellule a
la plante entiere. Chez les agrumes, glyco-
phytes sensibles au stress salin [1], la tolé-
rance est associée a la restriction du trans-
port des ions salins de la racine vers la partie
aérienne [2]. En outre, pour les arbres frui-
tiers, la possibilité de transmission du carac-
tere de tolérance 2a la salinité a déja été
démontrée [3]. Toutefois, chez ces especes,
les procédés classiques d’amélioration par
hybridation sont parfois inefficaces vis-a-vis
de la tolérance a la salinité du fait des diffi-
cultés a utiliser la variabilité préexistante par
ces méthodes conventionnelles (nature quan-
titative de la résistance, polyembryonie nucel-
laire, haut degré d’hétérozygotie, stérilité
gamétique, etc.) [4].

Ces observations ont orienté les recher-
ches vers I'utilisation de certaines techni-
ques de culture in vitro, sources de varia-
tion, pouvant intervenir dans les programmes
d’amélioration visant 'acquisition de la tolé-
rance 2 la salinité et contribuer a élucider les
mécanismes cellulaires concourant 2 cette
tolérance. Ainsi, la culture in vitro a été uti-
lisée soit pour sélectionner des lignées cel-
lulaires tolérantes a la salinité [5], soit pour
élargir la variabilité des vitroplants chez quel-
ques especes [6]. Cependant, les techniques
de biotechnologie n’ont pas toujours donné
des résultats positifs du fait de 'instabilité et
de la perte du caractere de tolérance apres
transfert des cultures sur le milieu dépourvu
d’agent stressant sélectif.

Par ailleurs, la comparaison entre les cel-
lules sélectionnées et non sélectionnées vis-
a-vis du caractere de résistance 2 la salinité
a permis de mettre en évidence divers
mécanismes physiologiques qui contribuent
a l'adaptation des cellules au stress salin.
Ainsi, Stavarek et Rains [7] ont montré que
la tolérance des cellules 2 NaCl était corrélée
avec la capacité de régulation ioniques. Cer-
taines études montrent également que les
cellules tolérantes du tabac [8] accumulent
les ions Na* et CI™. En revanche, les cellules
tolérantes d’agrumes [9] survivent 2 la sali-
nité par évitement partiel de NaCl. D’autres
auteurs ont montré que, chez les agrumes,
la tolérance des cals peut étre associée a la
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rétention d’'ions K* [10-12] et sur une large
gamme de concentrations salines, le potas-
sium interne a pu étre trouvé linéairement et
positivement corrélé avec la croissance [13].

Notre étude s’inseére dans un programme
de valorisation des milieux salins. Dans une
premiere étape, elle a eu pour objectif de
sélectionner, chez le citrange Troyer (porte-
greffe hybride résistant a la tristeza mais sen-
sible au stress salin), des lignées cellulaires
tolérantes vis-a-vis du NaCl ; dans une
deuxiéme étape, elle a permis d’évaluer l'effet
du sel sur la croissance des cals et de déter-
miner le dosage en solutés (K, Na™, proline
et sucres solubles) susceptible d’intervenir
dans la réponse de ces cals au stress salin.
La régénération de plants résistants au sel
constituerait la troisieme étape permettant
de valoriser certains milieux salins ; elle n’a
cependant pas été envisagée dans les tra-
vaux présentés.

2. Matériel et méthodes

2.1. Initiation des cals

Des graines polyembryonées de citrange
Troyer [hybride inter-générique de Citrus
sinensis (L.) x Poncirus trioiliata (L.) Raf],
génétiquement hétérogenes, ont été stérili-
sées et un seul embryon a été prélevé par
graine. Ces embryons ont été excisés, c’est-
a-dire débarrassés de leurs cotylédons, et
ensemencés par lot de trois dans des boites
de Petri contenant un milieu de culture, dit
de callogenese, de Murashige et Tucker [14]
additionné de 50 g de saccharose L7}, 1 mg
de 2,4-D-L7! et 5 mg de BAP-L™!. Le milieu
de culture a été solidifié par 8 g d’agar (Difco
Bacto agar)- L etle pH a été ajusté 2 5,7 avant
autoclavage (20 min a 120 °C). Les explants
ont été incubés a 30 °C a l'obscurité et les
cals obtenus apres 1 mois ont été repiqués
sur un milieu frais de méme composition.

2.2. Détermination
de la concentration saline sélective

Pour déterminer la dose de sel apte a cribler
des lignées de cals tolérants vis-a-vis du



NacCl, 120 portions de cals, homogenes, de
couleur jaune clair, de texture friable et de
masse initiale de 0,2 g de matiere fraiche
équivalant a2 0,013 g de matiere seéche ont
été détachées apres 2 mois de culture sur
milieu d’initiation. Ces fragments de cals ont
été mis en culture durant (1 ou 2) mois sur
le milieu d’initiation précédemment décrit,
enrichi cependant en différentes concentra-
tions de NaCl [(0, 4, 6, 8 ou 9) g NaCl-L™1].
Les explants ont été répartis par trois en
boite de Petri et a raison de quatre boites
par concentration saline testée (cinq con-
centrations), cela pour chacune des durées
[(1 ou 2) mois] de stress testées. A 'issue de
chacune de ces durées, douze explants par
concentration ont été prélevés et pesés pour
déterminer leur masse de matiere fraiche
puis seche apres un séjour de 24 h a 85 °C.
Le taux d’accroissement de la masse [TC =
(masse finale — masse initiale) / masse initiale],
rapporté en pourcentage du témoin [TCR =
(Tcexplzmts stressés / TCexplants témoins) x100]
a alors été déterminé.

2.3. Sélection de cals tolérants
a NaCl

Un total de 1400 fragments (0,2 g matiere
fraiche) de cals, provenant de cals 4gés de
2 mois, ont été cultivés pendant 1 mois sur
le milieu de callogenese en présence de 4 g
NaCl'L™!. L'ensemble de ces fragments a
ensuite été transféré sur le méme milieu
mais additionné de 6 g NaCl-L™! pendant un
deuxieme mois et, enfin, sur un milieu con-
tenant 8 g NaCl'L™! pendant un troisieme
mois de stress salin sélectif. Parallelement,
300 autres fragments de cals témoins ont été
repiqués sur le milieu de callogenese. A la
fin de chacune des phases de ce stress salin
progressif, le phénotype des cals (texture et
couleur avec présence ou absence de zones
nécrosées) a été noté. La masse de matieres
fraiche et seche a été mesurée en fin d’expé-
rimentation sur des échantillons de douze
cals prélevés de facon aléatoire et représen-
tatifs de chaque type : témoins (cals cultivés
en absence de NaCD), tolérants (cals d’aspect
friable, a couleur jaune clair, ayant une taille
équivalente a celle des témoins) ou sensi-
bles (cals a croissance inhibée plus com-
pacts et plus bruns). Le taux d’accroissement
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a alors été calculé par rapport 2 la masse de
matiere initiale.

Apres le troisieme mois de ce stress salin
progressif, tous les cals ont alors été trans-
férés sur le milieu de callogenése sans NaCl,
sur lequel ils ont été laissés alors pendant
2 mois (test d’'indépendance vis-a-vis du sel
pour les cals tolérants). L'ensemble des cals
a ensuite été remis en présence de 8 g
NaCl'L™' pendant deux autres mois afin de
vérifier la stabilité du caractére de tolérance
des cals sélectionnés (test de stabilité). Paral-
lelement, les cals témoins ont été repiqués
mensuellement sur le milieu de callogenese
sans NaCl. La masse de matiére fraiche et son
taux d’accroissement ont été déterminés a
la fin du test d’indépendance, puis a (1 et
2) mois au cours du test de stabilité sur des
échantillons de douze cals représentatifs de
chaque type.

2.4. Dosages de soluté

A la fin du processus de sélection, quatre
échantillons représentatifs de chaque type
de cal (témoins, tolérants et sensibles) ont
été utilisés pour les dosages minéraux et
organiques. La teneur en proline a été déter-
minée par colorimétrie a 528 nm a l'aide du
réactif a la ninhydrine [15], aprés extraction
par broyage des tissus (0,1g de matiére frai-
che) en présence de 3 mL de méthanol (40°)
et chauffage au bain-marie a 80 °C durant
30 min. Les sucres solubles totaux ont été
dosés 2 625 nm a l'aide du réactif a 'anthrone
[16], apres extraction par broyage des tissus
(0,1 g de matiere fraiche) en présence de
5 mL d’éthanol (80°) et chauffage au bain-
marie a 80 °C durant 30 min. Les teneurs en
ions Na* et K™ ont été déterminées, aprés
minéralisation de 0,1 g de matiere seche, par
photométrie de flamme [17], Na* 2 590 nm
et K* 2 680 nm.

2.5. Etude statistique

Le dispositif expérimental a été bati sur un
modele aléatoire. Les données quantitatives
ont été traitées par le logiciel SAS pour I'ana-
lyse de variance et par le test de Duncan
pour la comparaison des moyennes signifi-
cativement différentes.
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Figure 1.

Variation du taux
d'accroissement relatif de la
masse de matiére seche de
cals de citrange Troyer en
fonction de concentrations
croissantes en NaCl ajoutées
au milieu de culture et de la
durée de culture.

Tableau .
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3. Résultats et discussion

3.1. Effet de diverses concentrations
en NaCl sur la croissance des cals

La salinité du milieu a réduit la croissance
des cals (figure 1). En effet, aux concentra-
tions de (8 et 9) g NaCl-L™, le taux de crois-
sance relatif des cals a été fortement dimi-
nué par rapport aux témoins puisque leur
matiere seche a représenté 35 % et 25 % de
celle des témoins, respectivement. En revan-
che, en présence de (4 et 6) g NaCl'L™}, les
cals ont présenté un taux de croissance supé-

rieur 2 50 % de celui du témoin. En outre,
les cals soumis au stress salin ont générale-
ment présenté une certaine déshydratation
[rapport (matiere seche / matiere fraiche) aug-
menté de 1,65 fois par rapport au témoin].
L’analyse de la variance a montré un effet
trées hautement significatif de la concentra-
tion en NaCl sur la masse de la matiére seche
des cals (tableau D). Le test de Duncan a per-
mis de distinguer trois groupes différents
parmi les concentrations de NaCl testées,
sur la base de la masse de matiere des cals
qui a décru en fonctions des taux de 0 mg
NaCl'L™!, (4 et 6) mg NaCl'L™! et (8 et 9) mg
NaCl-L L, Toutefois, le classement sur la base
du taux de croissance a diminué en fonction
de quatre groupes distincts correspondant
aux concentrations 0 mg NaCl'L ™, (4 et 6) mg
NaCl'L™!, 8 mg NaCl'L™! et 9 mg NaCl-L™!.

3.2. Sélection de cals en condition
de stress salin progressif

La sélection in vitro de la tolérance 2a la sali-
nité au niveau des cals a consisté a recher-
cher et isoler des amas cellulaires capables
de croitre sur un milieu de culture en pré-
sence de concentrations croissantes en sel
(NaCD.

Détermination de la concentration saline permettant de sélectionner des cals du citrange Troyer tolérants au sel
(NaCl) : analyse de la variance pour la masse de matiere séche des cals et pour le taux d'accroissement de la

matiere seche.

Variable considérée

Matiére séche

Taux
d’accroissement
de la matiere seche

Source de variation Degrés Somme des carrés Carrés moyens F observé
de liberté des écarts (x 1079 (x 1079
Durée 1 13,21 132,1 1,53 ns
Salinité 4 2 834,46 708,61 82,31 ***
Interaction 4 35,95 8,99 1,04 ns
Erreur résiduelle 110 947,03 8,61 -
Total 119 3 830,65 -
Durée 1 13 435,44 13 435,44 2,18 ns
Salinité 4 2 373 260,66 593 315,16 96,26 ***
Interaction 4 26 230,19 6 557,55 1,06 ns
Erreur résiduelle 110 678 019,70 6 163,82 -
Total 119 3 090 945,98 - -

ns : Effet non significatif.
*** Effet significatif a 1 %o.
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Tableau Il.

Masse et taux d’accroissement des matieres fraiche et seche en fin
d’expérimentation pour différents types de cals de citrange Troyer soumis a un
stress progressif provoqué par des excés de NaCl dans le milieu de culture.

Type de cals Masse (g) Taux d’accroissement (%)
Matiére fraiche Matiére seche Matiére fraiche Matiére seche
Témoin 0,86 + 0,11 a 0,08 + 0,01 a 3,30+ 0,56 a 5,30 £ 0,65 a
Tolérant 0,57 + 0,08 b 0,06 + 0,01 b 1,87 £0,42 b 3,66 £ 0,83 b
Sensible 0,29 +0,01 ¢ 0,03 +0,01¢c 0,43 +0,03c 1,38 £ 0,24 ¢

Dans chaque colonne, les valeurs affectées par des lettres différentes different au seuil de 5 %.

La culture de 1400 cals pendant 1 mois
de stress en présence de 4 g NaClL™! a
entrainé le ralentissement de leur croissance
a l'exception de 57 fragments qui ont pré-
senté une taille comparable 2 celle des témoins.

Tableau Ill.

Masse et taux d’accroissement de la matiere fraiche permettant de
tester 'indépendance de différents types de cals de citrange Troyer
vis-a-vis du sel NaCl, mesurés aprés 2 mois de culture sur milieu de

Apres transfert de tous les cals sur le deuxieme
milieu 2 6 gL' NaCl, 38 autres fragments
jaune clair ont montré une croissance remar-
quablement semblable 2 celle des premiers
cals sélectionnés. En revanche, les autres
fragments ont eu une croissance inhibée et
se sont légerement colorés en brun. Le trans-
fert de la totalité des cals en présence d’une
pression sélective de 8 gL NaCl (stress
final) a accentué le brunissement de la quasi-
totalité des cals a croissance inhibée (cals
sensibles). En revanche, les 57 fragments iso-
1és sur milieu en présence de 4 g NaCl'L™! et
les 38 cals repérés sur le milieu 2 6 g NaCl-L™!
ont manifesté également leur tolérance a8 g
NaCl'L™! et ils ont continué a croitre en con-
servant la couleur jaune clair et 'aspect fria-
ble (cals tolérants).

Les masses de matieres fraiche et seéche
mesurées 2 la fin de 'expérimentation ont
diminué sous l'action du NacCl et le taux de
croissance a été plus affecté pour les cals
sensibles que pour les cals tolérants ou
témoins (tableau II). En effet, le taux de
croissance relative de la masse de matiere
seche mesuré pour les cals sensibles a été
de 26,01 %, alors qu’il a été de 69,01 % pour
les cals tolérants.

L’analyse de variance effectuée pour les
parametres de croissances mesurés a révélé
une différence trés hautement significative
pour le facteur type de cals. Le test Duncan

culture dépourvu de NaCl.

Type de cals Matiere fraiche (g)
Témoin 455+1,12a
Tolérant 4,63 +£1,22 a
Sensible 0,33+ 0,05b

Dans chaque colonne, les valeurs affectées par des lettres différentes different

au seuil de 5 %.

a distingué trois groupes différents (crois-
sance des cals témoins supérieure a celle
des cals tolérants, elle-méme supérieure a
celle des cals sensibles) (tableau I). Cepen-
dant, le taux de croissance des cals sélec-
tionnés, inférieur de moins de 50 % a celui
des cals témoins, atteste de leur caractere de
tolérance vis-a-vis du stress salin.

3.3. Indépendance et stabilité
des lignées cellulaires sélectionnées

Apres repiquage de 'ensemble des cals sur
le milieu de callogenese sans NaCl (contrble
d’indépendance), les cals sélectionnés pré-
cédemment ont montré une croissance sen-
siblement égale a celle des cals témoins
(tableau IID, démontrant ainsi leur indépen-
dance vis-a-vis du NaCl. En effet, la masse
de matiére fraiche de ces cals tolérants,

Fruits, vol. 59 (5)
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Tableau IV.

Masse et taux d’accroissement de la matiére fraiche permettant de tester la stabilité
de la tolérance de différents types de cals de citrange Troyer vis-a-vis du sel NaCl,
mesurés apres (1 et 2) mois de culture sur milieu de culture avec 8 g NaCl-L~".

Type de cals Matiere fraiche (g) Taux d'accroissement

1 mois 2 mois 1 mois 2 mois
Témoin 6,12 + 1,03 a 8,63+ 1,72a 0,34 £ 0,15 a 0,94 + 0,33 a
Tolérants 6,11 +1,06a 8,02 +1,03a 0,32 +0,13a 0,84 +0,39 a
Sensibles 0,37 £ 0,04 b 0,39+ 0,04 b 0,13+ 0,06 b 0,19+ 0,07 b

Dans chague colonne, les valeurs affectées par des lettres différentes different au seuil de 5 %.

exprimée en pourcentage du témoin, a été
de 101,6 % 2 la fin du test d’'indépendance.
En revanche, les cals sensibles ont peu aug-
menté et leur masse de matiere fraiche a été
tres faible (7,2 % du témoin).

Lanalyse statistique effectuée pour la
variable masse de matiere fraiche des cals
mesurée 2 la fin du test d'indépendance a
montré un effet trés hautement significatif
du facteur « type de cals ». Le test de Duncan
a distingué deux groupes distincts parmi les
cals : les cals témoins ou tolérants dans un
groupe et les cals sensibles dans l'autre groupe
(tableau II) ; cela confirme que la croissance
des cals tolérants est indépendante de la
présence de NaCl dans le milieu de culture.
Cependant, le classement sur la base du taux
de croissance de la masse de matiere fraiche
a distingué trois groupes distincts révélant ainsi
une performance meilleure des cals tolérants
par rapport aux cals témoins (tableau IID).

Apres remise en culture en présence d’'une
pression saline sélective de 8 g NaCl-L™! (con-
trole de stabilité), les cals tolérants ont con-
servé leur couleur jaune clair et maintenu
une croissance comparable a celle des témoins
(tableau IV). En revanche, les cals sensibles
n’ont pas évolué ou se sont nécrosés. L'ana-
lyse de variance montre un effet trés haute-
ment significatif des facteurs type de cals et
durée de culture (fableau V). A (1 et 2) mois
de culture des cals dans un milieu avec 8 g
NaCl'L™!, le test de Duncan a distingué deux
groupes distincts parmi les types de cals : les
témoins et les tolérants dans un méme groupe,
les sensibles dans un autre (tableau IV) ; cela
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prouve que la croissance des cals tolérants
varie trés peu en présence de NaCl.

3.4. Teneurs en ions K*, Na*t,
en proline et en sucres solubles
des cals

La teneur en potassium des cals témoin et
des cals tolérants été voisine, celle des cals
sensibles s’est révélée plus faible. La teneur
en sodium a été beaucoup plus élevée dans
les cals tolérants et sensibles que dans les cals
témoins (tableau VD). Le rapport [K* / Na*]
a diminué dans tous les cals cultivés en pré-
sence de NaCl, mais il a été relativement
plus faible dans les cals sensibles (rapport
de 0,09) que dans les cals tolérants (rapport
de 0,18). Sil'on s'intéresse aux solutés orga-
niques analysés, la salinité du milieu de cul-
ture a entrainé 'accumulation de proline et de
sucres solubles dans les cals tolérants, alors
que les cals sensibles ne présentaient pas de
différence avec le témoin (tableau VD).

L'analyse de variance a montré un effet
trés hautement significatif du type de cal
(tableau VID vis-a-vis des quatre variables
analysées (K, Na*, proline et sucres solu-
bles). Le test de Duncan a distingué deux
groupes pour K* (cals témoins et tolérants
dans un groupe, cals sensibles dans I'autre),
ainsi que pour la proline et les sucres (cals
tolérants dans un groupe, cals témoins et
sensibles dans l'autre) et trois groupes pour
Na* (cals témoins, cals tolérants et cals sen-
sibles l'autre).
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Tableau V.

Analyse de variance pour la masse et le taux d’accroissement de la matiére fraiche permettant de tester la
stabilité de la tolérance de différents types de cals de citrange Troyer vis-a-vis du sel NaCl, mesurés sur milieu
de culture avec 8 g NaCI-L™".

Variable Source de variation Degrés Somme des carrés Carrés moyens F observé
considérée de liberté des écarts (x 10‘6) (x 10‘6)
Matiere fraiche Durée 1 840 326,64 840 326,64 75.51 ***
Type de cal 3 51518 614,48 17172871,49 1543.07 ***
Interaction 3 268 479,52 89493,17 8.04 ***
Erreur résiduelle 88 979 355,62 11 129,04 -
Total 95 53 606 776,26 - -
Taux Durée 1 542 189,68 542 189,68 50.23 ***
d’accroissement Type de cal 3 598 065,06 199 355,02 18.47 ***
g2l AltE eI Interaction 3 120 773,93 40257,98 3.73*
Erreur résiduelle 88 949 888,55 10794,19 -
Total 95 2210917,23 - -

* Effet significatif a 5 %.
*** Effet significatif a 1 %o.

Tableau VI.

Teneurs des cals en ions potassium et sodium et en proline et sucres solubles, mesurées en fin
d’expérimentation pour différents types de cals de citrange Troyer soumis a un stress progressif provoqué par
des exces de NaCl dans le milieu de culture.

Type de cal K* Na*t Proline Sucres

(MEQ-g matiére seche) (MEQ-g matiére seche) (umol-g matiere fraiche) (umol-g matiere fraiche)
Témoin 157,79 + 4,02 a 87,94 +5,89¢c 21,45+ 2,43 b 16,96 + 1,19 b
Tolérant 150,6 + 2,56 a 822,5 + 58,58 b 56,73 + 7,11 a 25,93 + 1,86 a
Sensible 78,59 + 3,46 b 912,6 + 45,54 a 21,55+ 0,82 b 16,16 £ 0,82 b

Dans chaque colonne, les valeurs affectées par des lettres différentes different au seuil de 5 %.

Par ailleurs, la croissance des cals tous
types confondus a été fortement et positi-
vement corrélée avec leur teneur en K*. En
revanche, la corrélation a été négative, d’'une
part entre la masse de matiére et la teneur
en ions Na* et d’autre part entre cette teneur
enions Na” etla teneur en ions K*. Parailleurs,
la proline et les sucres solubles sont apparus
non corrélés aux autres parametres mesurés
(tableau VIID. Cependant, pour les cals tolé-
rants, 'analyse des corrélations a révélé que
la masse de matiere était tres fortement cor-
rélée aussi bien avec la teneur en ions miné-

raux qu'avec celle des composés organiques.
Les solutés minéraux et organiques se sont
montrés en outre tous corrélés les uns aux
autres chez ces cals.

4. Discussion

Les graines du porte-greffe hybride citrange
Troyer sont hautement polyembryonées et
comportent donc un embryon zygotique et
plusieurs embryons nucellaires. Ce facteur
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Tableau VII.

Analyse de la variance pour les teneurs des cals en ions potassium et sodium et en proline et sucres solubles,
mesurées en fin d’expérimentation pour différents types de cals de citrange Troyer soumis a un stress
progressif provoqué par des excés de NaCl dans le milieu de culture.

Variable Source de variation Degrés Somme des carrés Carrés moyens F observé
considérée de liberté des écarts (x 107) (x 1079
K* Type de cal 2 1194 911,83 597 455,92 623,92 ***
Erreur résiduelle 9 8618,33 957,59 —
Total 11 1203 530,16 - -
Na* Type de cal 2 13 857 711,79 6 928 855,90 1737,31 ***
Erreur résiduelle 9 35 894,45 3 988,27 -
Total 11 13 893 606,24 - -
Proline Type de cal 2 2 353 548,30 1176 774,15 131,04 ***
Erreur résiduelle 9 80 820,82 8 980,09 -
Total 11 2 434 369,13 - -
Sucres Type de cal 2 490 607,88 245 303,94 65,85 ***
Erreur résiduelle 9 33 528,12 3725,35 -
Total 11 524 136,00 - -

** Effet significatif a 1 %o.

Tableau VIII.

Matrice des corrélations entre la masse de matiere fraiche des cals et leurs teneurs
en ions potassium et sodium et en proline et sucres solubles, mesurées en fin
d’expérimentation pour différents types de cals de citrange Troyer soumis a un
stress progressif provoqué par des exces de NaCl dans le milieu de culture.

Type de cal Variable K* Na* Proline Sucres

Tous types Masse de matiere 0,98581 -0,66849 0,36472 0,43357
confondus 0,0001 0,0175 0,2438 0,1591

K* 1 —0,64628 0,41796 0,48623

0 0,0232 0,1764 0,1090

Na*t -0,66849 1 0,40782 0,33994

0,0157 0,0 0,1882 0,2796

Tolérant Masse de matiere 0,99453 0,99409 0,99565 0,99200
0,0055 0,0059 0,0043 0,0080

K* 1 0,98954 0,99634 0,97366

0 0,0105 0,0037 0,0263

Na*t 0,98954 1,00000 0,98244 0,98233

0,0105 0,0 0,0176 0,0177

Proline 0,99634 0,98244 1,00000 0,98226

0,0037 0,0176 0,0 0,0177

Sensible K* 1 —0,93330 0,59095 0,20541
0 0,0667 0,4090 0,7946

Na* -0,93330 1 0,39868 0,14919

0,0667 0 0,6013 0,8508
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intrinseque de forte hétérogénéité généti-
que des explants de départ peut laisser pré-
voir une grande variabilit¢ de la réponse
in vitro des embryons excisés.

Globalement, le stress salin a entrainé une
réduction de croissance, ainsi que le brunis-
sement et la nécrose des amas cellulaires. Le
pourcentage de réduction de la masse de
matiere seche, généralement considéré comme
indice de sensibilité vis-a-vis du stress, a
montré que les concentrations de (4 et 6) g
NaCl-'L™' étaient insuffisantes pour causer
une réduction relative de matiere de 50 %
par rapport aux témoins (seuil trés utilisé
pour le classement de la tolérance des plan-
tes). En revanche, les concentrations (8 et9) g
NaCl'L™! appliquées pendant (1 ou 2) mois
de culture pourraient étre utilisées pour le
criblage des amas cellulaires tolérantes,
puisqu’elles ont entrainé des réductions plus
marquées. Ces résultats permettent de fixer
la dose saline sélective 2 8 g NaCl-L™! 2 laquelle
doive survivre les cellules tolérantes.

En effet, lors de l'application du stress
salin progressif, quelques cals ont manifesté
une certaine tolérance (absence de brunis-
sement et maintien d’'une croissance conti-
nue) vis-a-vis du NaCl. Ces cals tolérants,
isolés en conditions sélectives (forte teneur
en NaCD, ont représenté un pourcentage
cumulatif de 6,8 % des 1400 fragments ini-
tiaux. Ce pourcentage assez ¢levé pourrait
étre di a l'existence du caractéere de tolé-
rance dans certains explants embryonnaires
de départ (hétérogénéité génétique), ainsi
qu’a une variation des amas cellulaires cul-
tivés in vitro qui résulterait de l'utilisation
des phytorégulateurs a des concentrations
élevées [(1 mg 2,4-D-L! et 5 mg BAP-L™)
pendant une longue durée de culture. En
outre, le fait que la tolérance se soit mani-
festée dans une partie des fragments de cals
et, parfois, dans des sous populations cel-
lulaires provenant du méme explant de départ
suggererait que le potentiel d’adaptation
préexiste au processus de sélection en pré-
sence de NaCl et que I'agent « stressant » per-
met le criblage de cellules tolérantes. Cepen-
dant, le pourcentage des cals tolérants
sélectionnés a été tres €levé en regard d’une
hypothése de mutation — la tolérance étant
un caractere polygénique [3] — ce qui pour-
rait suggérer un changement épigénétique,
plus fréquent mais non permanent et beau-
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coup moins stable que les mutations [18],
voire une acclimatation des cals suite notam-
menta I'application d’'une pression sélective
graduelle. En effet, Winicov [19] rapporte
que les cellules tolérantes sont sélection-
nées a des fréquences de mutation a partir
de cellules sensibles a la salinité. Cette fré-
quence de la variation en culture cellulaire
est généralement de 1072 1078 en 'absence
d’agent mutagéne et peut atteindre 10 2 la
suite d’'une mutagenese ; cependant, la muta-
tion est une base improbable de la modifica-
tion quand une trop grande proportion (plus
de 1 %) des cellules répondent positivement
a la sélection [20].

Le maintien de la croissance, en I'absence
de stress salin (test d'indépendance), des cals
s€lectionnés démontre leur indépendance
vis-a-vis de NaCl. En outre, le maintien de
cette tolérance (test de stabilité en présence
8 gNaCl'L™!) apres un passage de 2 mois sur
le milieu sans NaCl, indique une certaine sta-
bilité du caractere de tolérance/résistance et
confirme la sélection de variants tolérant la
salinité.

Par ailleurs, 'analyse minérale a montré
que la culture des cals en présence de NaCl
a provoqué une accumulation importante
d’ions sodium dont l'effet toxique chez les
cals non sélectionnés s’est traduit par une
réduction de la croissance et la nécrose des
cellules sensibles. Elle a montré également
que la teneur en ions K* des cals tolérants
du citrange Troyer ne différait pas significa-
tivement de celle des cals témoins. En revan-
che, la diminution de cette teneur dans les
cals non sélectionnés concorde avec les
données de la littérature et témoigne de la
sensibilité des glycophytes soumis au stress
salin [10]. En effet, Rochdi et al. [21] avaient
déja signalé, chez le citrange Troyer, la dimi-
nution des teneurs en ions K* dans les cals
sensibles au stress salin. Ces chercheurs con-
sidéraient la baisse de la teneur en potas-
sium comme un critere de sensibilité au NaCl.
Cramer et al. [22], quant 2 eux, ont noté que
les concentrations élevées en Na® provo-
quaient le déplacement de Ca?* 2 partir du
plasmalemme résultant en une perturbation
de la perméabilité membranaire et en I'efflux
de K* 2 partir du cytosol. Or, le maintien
d’une concentration suffisante en potassium
serait indispensable pour la croissance [23].
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La tolérance des cellules 2 NaCl pourrait
étre corrélée avec des changements dans les
propriétés de transport et dans la capacité de
régulation ionique. Nos résultats indique-
rajent aussi qu'’il existe une relation étroite
entre la croissance des cals et leur teneur en
K* et que la tolérance des cals sélectionnés
est associée 2 la rétention de K*. D’autres
études ont également montré que la quan-
tité de biomasse produite était liée a l'effi-
cacité d’absorption des ions potassium [24]
et que la tolérance des cals des agrumes était
en relation avec la rétention de K* [11, 12I.
Cependant, en présence de NaCl, Ben-Hayyim
et Kochba [9] ont enregistré une plus faible
teneur en potassium dans les cals tolérants
que dans les cals sensibles de Citrus sinen-
sis. Pour ces mémes chercheurs, il n’est pas
apparu de corrélation directe entre la tolé-
rance et la concentration interne en K.

Le rapport K* / Na*, plus faible dans les cals
sensibles, suggere que les cals tolérants pré-
sentent une meilleure sélectivité et une capa-
cité supérieure d’absorption de K*. D’autres
auteurs ont aussi noté une diminution nota-
ble de ce rapport chez des cultures sensibles
[21, 25]. Le rapport K* / Na™ reste toutefois
inférieur a celui des témoins cultivés en
I'absence de NaCl, car la teneur en ions Na*
(le dénominateur) a augmenté chez les cals
sensibles ainsi que chez les cals tolérants les-
quels gardent une bonne croissance. D’autres
études ont noté que 'accumulation de sodium,
sous les conditions salines, peut étre une
valeur adaptative [26]. Nos résultats mon-
trent aussi que la croissance des cals tolé-
rants est fortement corrélée a leur teneur en
sodium. Cela démontre que Na* s’accumule
a deux niveaux cellulaires : accumulation dans
le cytosol (effet toxique) chez les cellules
sensibles ou compartimentage vacuolaire pour
les cals tolérants. Cette séquestration vacuo-
laire des ions sodium estompe 'effet toxi-
que de Na* tout en augmentant le rapport
K* / Na* cytoplasmique et en assurant le
maintien de I'équilibre hydrique des cals
sélectionnés a travers 'augmentation de la
pression osmotique des cellules tolérantes.
Certains chercheurs ont aussi noté une accu-
mulation des ions salins dans les cellules
tolérantes [8] et certains autres travaux ont
montré l'implication du compartimentage
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ionique chez des glycophytes, comme moyen
de tolérance 2 la salinité [27]. Maathuis et
Amtmann [28] quant a eux précisent que
I'élément clef dans la tolérance a la salinité
est la capacité de maintenir un haut rapport
K* / Na* cytosolique.

L'accumulation du sodium est en outre
fortement corrélée a l'augmentation de la
teneur en proline et en sucres solubles des
cals tolérants de citrange Troyer. D’autres
chercheurs ont aussi enregistré 'augmenta-
tion de la teneur en proline et en sucres chez
des cals tolérants au stress salin [29-31]. Or,
en s’accumulant dans le cytosol, les solutés
organiques assureraient I'ajustement osmo-
tique entre celui-ci et la vacuole, lieu de
séquestration des ions salins. L'accumulation
de ces solutés organiques constitue donc un
caractere métabolique a valeur adaptative
qui pourrait étre un indicateur de tolérance
au stress salin des cals du citrange Troyer.
En revanche, les cals sensibles n’ont montré
aucune variation de la teneur de ces solutés.
Ce résultat concorde avec celui de Rochdi
et al. [21] qui ont noté 1'égalité des teneurs
en proline et en sucres solubles entre les cals
témoins et les cals stressés sensibles chez le
citrange Troyer. Or, la stabilité des teneurs
en solutés organiques, associée aux teneurs
¢levées en sodium enregistrées dans les cals
non sélectionnés de ce porte-greffe, dues a
une incapacité de restreindre l'absorption
de ces ions (conjointement au brunissement,
a la réduction de la croissance et a la dimi-
nution de la teneur en potassium), confirme
que ces cals sensibles sont incapables de
séquestrer les ions salins dans les vacuoles,
ce qui se traduirait par la sensibilité au sel
du citrange.

Par ailleurs, la forte corrélation enregistrée
dans notre étude entre les teneurs en proline
eten glucides chez les cals tolérants du citrange
Troyer s’expliquerait par I'hypothese de
Stewart [32] qui suggere que les teneurs éle-
vées en sucres solubles peuvent induire 'accu-
mulation de la proline puisqu’elles inhibent
l'oxydation de cet acide aminé. En effet, chez
plusieurs especes en conditions de stress
hydrique, I'accumulation de la proline n’a
lieu que si suffisamment d’hydrates de car-
bone sont présents dans les tissus [33].



5. Conclusions

Des lignées cellulaires tolérantes a la con-
trainte saline ont été développées a partir
d’embryons du porte-greffe citrange Troyer
par application de concentrations croissan-
tes en sel [(4 2 8) g NaCl'L™!] dans le milieu
de culture. A 8 g NaCl'L™!, les cals tolérants
ont eu une croissance comparable a celle
des témoins et leur transfert sur un milieu
nutritif sans NaCl a permis de constater leur
indépendance vis-a-vis du sel. Leur remise
en présence d'une pression de sélection a
8 g NaCl'L™! a confirmé la stabilité de leur
caractere de tolérance 2 la salinité. La teneur
en ion K* des cals tolérants s’est révélée cor-
rélée a la croissance et elle n’a pas été affec-
tée par la salinité. En revanche, la teneur en
Na* a augmenté chez tous les cals cultivés
en présence de 8 g NaCI'L™| ce qui impli-
querait un compartimentage vacuolaire chez
les cals tolérants sélectionnés. Le caractere
de tolérance de ces derniers cals pourrait
étre corrélé avec des changements dans les
propriétés de transport des ions et dans la
capacité de régulation et de compartimen-
tage ioniques. La séquestration de Na*, « com-
portement halophytique », serait supportée et
contrebalancée par une augmentation impor-
tante de la teneur en proline et en sucres solu-
bles. Cette accumulation de solutés organi-
ques pourrait étre un caractere métabolique
a valeur adaptative, qui permet un ajustement
osmotique entre le compartiment vacuolaire
et le cytosol des cellules des cals tolérants.
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Stress salin chez le citrange Troyer

Seleccidn y evaluacion de linajes de callos estables y tolerantes al estrés
salino en el citrange ‘Troyer’ [Citrus sinensis (L.) x Poncirus trifoliata (L.)
Raf.].

Resumen — Introduccion. Los citricos son sensibles a la salinidad. Nuestro estudio tenfa como
objetivos la seleccion, en el citrange Troyer, de linajes celulares tolerantes al NaCl, la evaluacion
del efecto de la sal en el crecimiento de los callos y dosificar los solutos que pueden estar impli-
cados en su respuesta al estrés salino. Material y métodos. Se cultivaron callos en un medio
de cultivo en el que la concentraciéon de NaCl se incrementd progresivamente hasta llegar a
8 g NaCl'L™!. Posteriormente, se trasladaron a un medio sin NaCl para probar su independencia
con respecto a la sal para, luego, volver a ponerlos en 8 g NaCl-L™ para probar su estabilidad.
Al final del experimento, se efectuaron dosificaciones de los solutos (Na*, K*, prolina y azdcares
solubles) contenidos en los callos. Resultados y discusion. La salinidad retrasé el crecimiento
y causé el pardeamiento de la mayoria de explantes (callos sensibles). Los callos tolerantes pre-
sentaron un crecimiento comparable al de los testigos. El traslado de estos callos a un medio
sin NaCl y su nueva puesta en cultivo en un medio salino demostr6 la independencia y la esta-
bilidad del caricter de tolerancia seleccionado. El contenido de K* de los callos tolerantes fue
proximo al de los testigos, pero menor que el de los callos sensibles. En cambio, el contenido
de iones Na* de los callos tolerantes y sensibles fue relativamente mas elevado que el de los
testigos. Esto significaria que el sodio se acumula en dos niveles celulares segun el tipo de callo:
invasion del hialoplasma (efecto téxico) en callos sensibles o compartimentacion vacuolar en
callos tolerantes. La salinidad provocé la acumulacién de prolina y azicares solubles en los callos
tolerantes pero no en los callos sensibles. Conclusiones. Se obtuvieron linajes celulares estables
y tolerantes al NaCl a partir de embriones de citrange Troyer. Esta tolerancia podria estar rela-
cionada con cambios en las propiedades de transporte de los iones y en la capacidad de regu-
lacién y compartimentacion iénica. La acumulacion de solutos organicos constituye un caracter
metabdlico de valor adaptativo que podria constituir un indicador de tolerancia al estrés salino
de los callos.
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