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Résumé en francais

Le blé dur, Triticum turgidum subsp. durum (Desf.) Husn. est I'une des cultures céréalieres les plus sensibles
a la salinité, mais les réponses physiologiques des différents variétés au stress salin sont variables. Les
variétés qui sont adaptées aux conditions arides comme en Algérie ne sont pas nécessairement tolérantes a
une augmentation de la salinité. Lorsque des plantules de 10 jours des variétés algériennes de blé dur Hedba
3 (HD3) et Mohamed Ben Bachir (MBB) ont été soumises a un stress salin en in vitro avec 10g/l de NaCl,
leur comportement physiologique et biochimique a été perturbé. Les résultats ont montré une réduction de
leur germination et croissance, leurs teneurs en eau et en pigments photosynthétiques et une augmentation de
la fuite d'ions et du marqueur de stress oxydatif le malondialdehyde. Les plantules ont également accumulé
de la proline et ont exprimé des génes liés au stress et des génes du métabolisme de la proline dans une
réponse classique au stress salin. L'expression des génes des transporteurs sélectifs de sodium HKT1;4-1 et -
2 s'est avérée specifique a I'organe et modulée par le stress salin chez les deux variétés. L'ajout de la proline
au milieu de culture contenant du sel a atténué certains effets négatifs du stress salin tels que la diminution de
la teneur en eau, la fuite d'ions et la teneur en malondialdehyde. Par contre, les parametres de croissance ont
été partiellement améliorés a des degrés différents chez les deux variétés. Les plantules de blé dur ont
accumulé des ions sodium (Na*) au détriment des ions potassium (K*) sous I'effet du stress salin, ce qui a fait
baisser le rapport de K*/Na* dans les tissus. Les deux variétés de blé dur étudiés réagissent différemment au
stress salin en réponse a la proline exogeéne, au niveau de I'expression du géne HKT1;4 et de l'accumulation
de Na* et K*. L’effet de stress salin peut étre particllement atténué par la proline dans le variété MBB,
résistant a la sécheresse, méme s'il est relativement sensible au sel.

Mots clés : Blé dur, Triticum turgidum - Stress salin, Proline exogéne, HKT - in vitro

Résumé en anglais

Durum wheat, Triticum turgidum subsp. durum (Desf.) Husn., is one of the most salt-sensitive cereal crops,
but the physiological responses of different varieties to salt stress vary. Variétés that are suited to arid
conditions like in Algeria may not necessarily be tolerant to increased salinity. When 10-day seedlings of
Algerian durum wheat varieties Hedba 3 (HD3) and Mohamed Ben Bachir (MBB) were subjected to salt
stress in vitro with 10g/l NaCl, their physiological and biochemical behavior was disturbed. The results
showed a reduction of their germination and growth parmeters, their water and photosynthetic pigments
contents and an increase of the ions leakage and the oxidative stress marker the malondialdehyde content.
The seedlings also accumulated proline and expressed stress-related and proline metabolism genes in a
classic salt-stress response. Expression of the selective sodium transporter genes HKT1;4-1 and -2 was found
to be organ-specific and modulated by salt stress in both varieties. Adding proline to the salt-containing
growth medium alleviated some salt stress effects such as decrease in water content, ion leakage and
expression oxidative stress markers while growth parameters were partially rescued to different extents in the
two varieties. Durum wheat seedlings accumulated sodium ions (Na*) at the expense of potassium ions (K*)
under salt stress which lowered the in planta K*/Na* ratio. The two durum wheat varieties studied here
respond differently to salt stress in terms of responsiveness to proline, KT1;4 gene expression, and Na* and
K* accumulation. Notably, salt stress can be partially alleviated by proline in the drought-resistant variety
MBB, even though it is relatively salt sensitive.

Keywords : Durum wheat - Triticum turgidum - Salt stress - exogenous proline - HKT - in vitro
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INTRODUCTION

Le blé dur, Triticum turgidum subsp. durum (Desf.) Husn., est une culture importante tant sur
le plan économique que nutritionnel. 1l est particulierement cultivé dans les régions
méditerranéennes qui comme d'autres dans le monde sont actuellement soumises a une
salinisation progressive des sols (Munns and Tester, 2008). En plus de la nappe phréatique
salée, les problémes de la salinité peuvent également se produire sur une terre irriguée, en
particulier lors de I’utilisation de l'eau saumatre ou saline pour lirrigation. Dans les
exploitations ou le seul approvisionnement en eau pour l'agriculture provient de I'irrigation, la
salinité du sol a tendance a augmenter car les précipitations ne sont pas suffisantes pour
éliminer le sel par lessivage (Corwin et al., 2007). La salinité limite la croissance de
nombreuses cultures sensibles au sel dites glycophytes, ce qui diminue leur rendement (Horie
et al., 2011). Le riz (Oryza sativa) est l'une des espéces céréalieres les moins tolérantes au sel
(Colmer et al., 2006a; Dionisio-Sese and Tobita, 2000; Munns et al., 2010; Munns and Tester,
2008), tandis que I'orge (Hordeum vulgare) est relativement tolérante au sel, étant capable de
pousser en présence de 250 mM de NaCl. Parmi les especes de blé, Triticum monoccocum est
résistant au sel, Triticum aestivum (blé tendre) est modérément tolérant au sel, et le blé dur est
le moins tolérant au sel (Munns et al., 2012; Munns and Tester, 2008; Wu et al., 2018). La
tolérance relative au sel dépend toutefois de la variété autant que de I'espéce de blé (Ptazek et
al., 2013).

L'impact de la salinisation sur la croissance des plantes résulte de la combinaison d'un stress
hyperosmotique et d'une toxicité ionique causee par I'accumulation des sels, principalement
de NacCl, dans les organes de la plante (Almeida et al., 2017; Munns and Tester, 2008; Waters
et al., 2013). Les plantes qui poussent sur un sol salin accumulent de fortes concentrations
d'ions de sodium (Na*) qui peuvent endommager la membrane cellulaire, modifier le niveau
des régulateurs de croissance, inhiber les enzymes, perturber la photosynthése, interférer avec
I'noméostasie ionique, produire des especes réactives de l'oxygéne (ROS) nuisibles et
entrainer la mort de la plante (Munns and Tester, 2008; Julkowska and Testerink, 2015). Les
concentrations élevées de Na* ont également des effets inhibiteurs sur I'absorption par la
racine des principaux nutriments aux propriétés physicochimiques similaires comme le
potassium K* (Hamamoto et al., 2015; Almeida et al., 2017).

Le controle du transport et I'exclusion du Na* de tissus foliaires sont des processus importants

qui protegent les plantes de la toxicité du sodium (Hanin et al., 2016). Le blé dur et le riz ont



tous deux une faible capacité d'exclusion du Na* (Dionisio-Sese and Tobita, 2000; Colmer et
al., 2006b; Munns and Tester, 2008; Munns et al., 2010). Les transporteurs de sodium sont
avéres importants pour la tolérance au sel, comme les genes SOS1 et SOS4 chez le blé dur
(Feki et al., 2011; Ramezani et al., 2013). Les genes HKT codant pour des transporteurs de K*
de haute affinité HKT (High-affinity K* Transporters) sont importants pour la tolérance des
espéces de Triticum au sodium (Huang et al., 2006; James et al., 2006; Huang et al., 2008;
James et al., 2011; Byrt et al., 2014). Un mécanisme a été propose pour ’activité des HKT de
classe I dans les cellules parenchymateuses du xyléme qui est de pomper du Na* hors du
xyléme, abaissant la concentration de Na® dans la séve brute, ce qui empéche son
accumulation dans le limbe (Byrt et al., 2014; Horie et al., 2009). Les HKT de classe 1l sont
impliquées dans I'absorption nutritionnelle du sodium lors d’une carence en potassium (Horie
et al., 2009). La détection et I'exclusion du sel sont également attribuées a la protéine de type
SOS1 (Shi et al., 2000, 2002; Wau et al., 2018) et aux échangeurs Na*/H* (Apse et al., 1999;
Shabala et al., 2015). Il est intéressant de noter que I'introduction de certaines caractéristiques
génétiques de la souche relativement résistante au sel de T. monoccocum a conduit a une
meilleure tolérance au sel chez le blé dur (Huang et al., 2006; James et al., 2006; Huang et al.,
2008; James et al., 2011). Les loci Nax1 et Nax2 de T. monoccocum, qui sont responsables de
I'amélioration de la tolérance au sel, codent pour les transporteurs HKT (Platten et al., 2006;
Horie et al., 2009; Byrt et al., 2014; Almeida et al., 2017).

Les conséquences délétéres du stress salin sur la plante peuvent dans certains cas étre
contrecarrées par I'accumulation de composés solutés, comme l'acide aminé proline (Zhang
and Becker, 2015; Rana et al., 2016; Annunziata et al., 2017). L accumulation de la proline
dans les plantes cultivées dans des conditions salines peut contribuer a leur protection contre
le stress via plusieurs mécanismes, par exemple, en tant qu'agent osmotique, comme
stabilisateur des membranes et des macromolécules, ou comme un inducteur de I'expression
des genes sensibles au stress salin (Hayat et al., 2012). Les processus de métabolisme et du
catabolisme de la proline contribuent a I'équilibre du potentiel redox (Szabados and Savoure,
2010). La biosynthese de la proline se fait par deux voies, soit a partir du glutamate, soit a
partir de l'ornithine, mais la voie du glutamate est probablement prédominante dans les
conditions du stress (Hu et al., 1992; Delauney and Verma, 1993a). Les enzymes A1-
pyrroline-5-carboxylate (P5C) synthétase (P5CS) et P5C réductase (P5CR), catalysent
respectivement les deux premieres étapes de la biosynthese de la proline a partir du glutamate
(Verbruggen et al., 1993; Amini et al., 2015). Le catabolisme de la proline implique I'action

séquentielle de la proline déshydrogénase (PRODH) qui convertit la proline en P5C, et de la



P5Cdéshydrogénase (P5CDH) qui convertit le P5C en glutamate (Elthon and Stewart, 1981;
Hare et al., 1998; Verbruggen and Hermans, 2008a; Zhang and Becker, 2015). Chez la plupart
des especes vegétales, le métabolisme de la proline est régulé a la hausse par le stress, souvent
par l'activation transcriptionnelle de P5CS, ce qui entraine des concentrations intracellulaires
élevées de la proline (Silva-Ortega et al., 2008; Verslues and Sharma, 2010; Liang et al.,
2013; Zhang and Becker, 2015). Cependant, I'accumulation de proline induite par le stress est
variable dans les plantes et dépend de I'espéce, du stade de croissance et de la concentration
du sel (Annunziata et al., 2017). La proline peut étre apportée de maniere exogéne aux plantes
stressées par le sel pour augmenter ses niveaux endogeénes dans la plante, minimisant ainsi les
dommages, rétablissant la tolérance au sel (Roy et al., 1993; Hoque et al., 2007b) et
améliorant la rétention d'eau, la croissance et les défenses antioxydantes. Plusieurs études ont
montré 1’effet bénéfique de la proline exogéne sur le blé dur et d'autres cultures soumises a un
stress modéré induit par NaCl (jusqu'a 100 mM) (Mahboob et al., 2016), bien que la tolérance

au sel ne soit pas corrélée avec la teneur du blé dur en proline endogéne (Ptazek et al., 2013).

La résistance a la sécheresse est un trait souhaitable chez le blé dur, mais elle n'est pas
nécessairement associée a la résistance au stress salin (Dionisio-Sese and Tobita, 2000;
Colmer et al., 2006a; Munns and Tester, 2008; Munns et al., 2010). Dans ce présent travail,
nous avons étudié deux variétés de blé dur Algérien qui se comportent différemment sous le
stress de la sécheresse. Le variété Hedba 3 (HD3) a été caractérisé comme étant relativement
sensible & la sécheresse alors que la variété Mohamed Ben Bachir (MBB) est relativement
tolérante (Monneveux and Nemmar, 1986; Dib et al., 1992; Mekhlouf et al., 2006). Les
réponses des plantes au stress salin varient selon I'emplacement de I'essai (Munns et al. 2006)
et peuvent également varier selon le mode de la conduite de 1’essai in vitro ou au champ
(Munns et al., 2006; Tavakkoli et al., 2012). Nous avons évalué les réponses physiologiques
et l'expression géniques de ces deux variétés de blé dur au stress salin dans des conditions
contrélées in vitro. Un stress salin sévére (10 g/L, 171 mM NaCl) reflétant la gamme élevee
du stress salin (Per et al., 2017; Wu et al., 2018) a été choisi pour étudier I'effet de la proline
exogene sur la réponse des varietes de ble dur au stress. L’objectif est d’élucider quelques
mécanismes physiologiques, biochimiques et moléculaires a travers lesquels I’apport de

proline pourrait impacter ces réponses au stress salin.



Revue bibliographique



. Salinité

Selon la définition standard, un sol classé salin est caractérisé par une forte
concentration des sels solubles. Sa conductivité électrique excéde les 4 deciSiemens/m
équivalente a 45mM NaCl (Carillo et al., 2011; Wahid, 2004). Dans les régions semi-arides,
les concentrations du sel peuvent atteindre 100mM (Greenway and Munns, 1980). Outre les
causes naturelles de salinité des sols, la mauvaise qualité des eaux d’irrigation accompagnée
d’un drainage insuffisant et d’une utilisation de certains types d’engrais conduisent a
I’accumulation des sels dans les terres agricoles (Munns, 2005). Dans la plupart des sols
salins, le chlorure de sodium NaCl est le sel le plus répandu et le plus soluble avec un exces
des ions sodium (Na®) et chlorure (CI) dans la solution (Munns, 2005; Munns and Tester,
2008). L’eau de pluie contenant 10 mg.kg* de NaCl pourrait déposer 10 kg. ha™* de sel pour
chaque 100mm de précipitations par an (Munns and Tester, 2008). L’excés d’autres ions tels
que le calcium (Ca*?), le magnésium (Mg*?), les sulfates (S04, et les bicarbonates (HCO3)
peut étre aussi enregistré dans ce type de sols suite a I’altération des roches méres (Provin and
Pitt, 2001). Ainsi, la conjugaison de tous ces facteurs favorise la dégradation de prés de 10
millions d’hectares de terres cultivables dans le monde du fait de 1’accumulation, au cours du
temps, de ces sels (Shahid et al., 2018). Cette situation s’accentue avec les changements
climatiques ressentis ces derniéres années et les régions arides et semi arides sont fortement
touchées par ce fléau (Munns, 2005), le bassin méditerranéen est également exposé a ce
probleme. Ghassemi et al., (1995) qui ont réalisé une recherche approfondie sur la salinisation
des terres et les ressources hydriques ont montré que plus de 76 millions d’hectares de terre
sont affectées par la salinisation secondaire dans le monde, dont 14.8 millions d’hectares (19
%) en Afrique. Plus récemment, les données sur la répartition des sols affectés par le sel dans
les zones arides de différents continents montrent que 1’ Afrique englobe une large distribution

de ces surfaces salées qui dépasse 200 millions d’hectares apres 1’ Australasie (tableau 1).



Tableau 1. La répartition des sols affectés par le sel dans les zones arides par continent
(Shahid et al., 2018).

Continent Surfaces affectées _par le sel (mha)
Sols salins Sols sodiques Total
Afrique 122.9 86.7 209.6
Australasie 17.6 340.0 357.6
Mexique/Amérique centrale 2.0 / 2.0
Amérigue du Nord 6.2 9.6 15.8
Asie du Nord et centrale 915 120.2 211.7
Ameérique du Sud 69.5 59.8 129.3
Asie du sud 82.3 1.8 84.1
Asie du sud Est 20.0 / 20.0
Total 412.0 618.1 1030.1

En Algérie, les sols salés occupent de grandes étendues et ils sont particulierement localisés
dans les zones seches (Touaf et al., 2004). Prés de 95 % du territoire national est représenté
par des zones arides et la majorité des sols agricoles sont donc potentiellement affectés par le
sel (Halitim, 1985). La salinité touche, selon les données disponibles, 3.2 millions d’hectares
dans le pays (INSID, 2008). En raison de la délimitation de toutes les zones touchées par la
salinité des terres, la cartographie globale est toujours difficile. 1l existe toutefois quelques
données fragmentaires qui donnent une idée sur le phénomene de la salinité et de la
dégradation des terres a I’échelle régionale. D’aprés Szablocs (1989), plusieurs hectares
subissent a des degrés de sévérité variable, le phénomeéne de salinisation dont une bonne
partie se trouve localisée dans les régions steppiques ou le processus de salinisation est plus
marqué du fait des températures élevées durant presque toute 1’année, du manque d’exutoire
et de I’absence de drainage efficient. Dans une étude menée en 1997 par I’institut national des
sols de Iirrigation et du drainage dans 1’Ouest algérien le Bas Chéliff il est révélé que sur
40 000 hectares étudiés pres de 11 000 ha soit 27% sont affectées par un degré de salinité de

plus de 8ds/m.

1. Effet du stress salin sur les plantes

Nombreuses sont les recherches effectuées sur 1’influence de la salinité sur la physiologie des

vegetaux et il a été mis en évidence que les fortes concentrations de sel dans la solution du sol



ou dans le milieu de culture influencent négativement la croissance des plantes. Deux

processus majeurs ont été definis :

v" Phase 1. I’effet du stress osmotique exercé par le sel, qui résulte de la baisse du potentiel
hydrique de la solution du sol. Le stress salin est inextricablement lié au stress hydrigue.
De manicre spontanée, 1’eau a tendance a migrer dans les compartiments ayant un faible
potentiel hydrique c'est-a-dire vers les zones les moins hydratées qui ont le potentiel
hydrique le plus négatif et qui retiennent le plus 1’eau. Elle se déplace toujours du haut
potentiel hydrique de I’extérieur le plus hydraté vers le faible potentiel hydrique de la
plante (Attumi, 2007). L’état hydrique de la plante dépend donc de celui du sol dans lequel
est installé le systeme racinaire. L’abaissement du potentiel hydrique dans la rhizosphere
autour des racines en conditions stressantes conduit a la réduction d’acquisition de 1’eau
par la plante (Jérémie Diédhiou, 2006; Munns et al., 2010; Omami, 2005; Ondrasek et al.,
2011; Zhu, 2007). Ceci entraine des changements de la conductivité hydraulique tissulaire,
du mouvement des stomates et de I’équilibre ionique. La perte de la turgescence cellulaire
ainsi imposée affecte 1’ensemble des activités normales des cellules et perturbe les
processus physiologiques de la plante tels que la transpiration et la photosynthese qui sont
traduits par la suite par une réduction de la croissance (Manchanda and Garg, 2008; Munns
et al., 2010). C’est I’effet du déficit hydrique ou I’effet immédiat non spécifique de la
salinité sur les végétaux (Munns et al., 2010).

v Phase 2. la seconde phase de la réduction de la croissance dans les milieux salins s’installe
avec I’entrée du sel dans la plante. L’accumulation des ions spécifiques tels que le sodium
et le chlore (Na*, CI") atteignent les concentrations toxiques dans le cytoplasme ou
I'apoplasme des tissus végétaux (Subbarao and Johansen, 1999). Cet exces résulte de

I’influx massif de ces ions a partir des racines et sa faible recirculation vers les racines :
» Cas du sodium Na*

Le plus souvent c¢’est le sodium qui provoque en premier la nocivité des milieux salins a
I’égard des végétaux (UNESCO, 1957). Les cations Na* entrent passivement dans les
cellules racinaires via des canaux membranaires et s’accumulent au-dela de leur seuil
normal dans les cellules végétales (Cheeseman, 1982). Ils interférent avec les
transporteurs racinaires sélectifs du K* diminuant ainsi son absorption (Chen et al.,
2007; Horie et al., 2011; Rubio et al., 1995). D’un point de vue physico-chimique, le

Na* entraine une forte compétition entre les deux cations pour les sites actifs de



protéines en raison de ses propriétés ioniques semblables avec le K* tels que I’énergie
d’hydratation et le rayon ionique (Chinnusamy et al., 2005; Hanana et al., 2011). Or, le
potassium est un macroélement important impliqué dans de nombreux processus
biologiques vitaux comme 1’osmorégulation, la fixation des ARNt aux ribosomes et la
synthese protéique (Blaha et al., 2000; Tester and Davenport, 2003). Avec plus de
quatre-vingt enzymes cytoplasmiques activées par le K, I’effet toxique du sodium dans
les cellules se traduit par des perturbations métaboliques (Hanana et al., 2011; Nawaz et
al.,, 2010). Le sodium inhiberait I’activit¢ de nombreuses enzymes et protéines
entrainant des dysfonctionnements de la cellule (Blaha et al., 2000). Le niveau de
toxicité sur I’activité enzymatique est atteint généralement a partir d’une concentration
de 100mM (Apse and Blumwald, 2002; Greenway and Munns, 1980). Son
accumulation excessive, notamment dans les tissus des tiges, est au cceur de sa toxicité
(Kronzucker et al., 2013).

» Casdu chlore CI

Le chlore est un macro-élément indispensable au fonctionnement normal des végétaux.
Il fait partie des ions inorganiques majoritaires et est principalement présent a 1’état
ionique (CI). 11 est impliqué dans des fonctions métaboliques telles que 1’équilibre
ionique et osmotique, la turgescence, la stabilisation du gradient pH et la régulation des
activités enzymatiques. Il est couplé en tant que cofacteur a des enzymes qui participent
dans la photosynthése (Kawakami et al., 2009; Teakle and Tyerman, 2010). Toutefois,
bien que le chlore soit important a la cellule, il ne demeure pas moins toxique que le
sodium a des concentrations élevées particulierement chez certaines especes telles que
les agrumes, la vigne et le soja. Contrairement au Na*, le CI" n’est pas retenu
efficacement dans leurs racines, ainsi il devient I’anion le plus cytoxique en cas
d’accumulation et entraine des déséquilibres dans les cellules (Teakle and Tyerman,
2010). 11 est donc assez surprenant que la plupart des recherches s’intéressant a la

tolérance au sel se focalisent uniquement sur le sodium.

v" Stress nutritionnel

L’accumulation excessive des ions de chlore et de sodium provoque aussi un déséquilibre
nutritionnel dans la plante en limitant 1’absorption d’autres nutriments indispensables. Le
sodium a tendance a entrer en compétition avec le potassium, le calcium et le magnésium vis-

a-vis des transporteurs ioniques (Bohra and Doerffling, 1993; Chen et al., 2007; Horie et al.,



-

2011; Rubio et al., 1995) et les chlorures ont un effet antagoniste avec les nitrates, les sulfates
et le phosphore (Ballesteros et al., 1997; Jin et al., 2007). Toute déficience en ions essentiels
tels que le K*, Ca?" nécessaires aux activités enzymatiques altérent inévitablement les
fonctions physiologiques et biochimiques des cellules. Des phénoménes de carences en
calcium et en potassium peuvent alors apparaitre (Nawaz, 2007). Cette perturbation de
I’homéostasie ionique cellulaire est une cause possible de la réduction de la croissance dans

les milieux salins particuliérement des plantes sensibles (Zhu, 2001).
Stress oxydatif

Lors d’un stress salin intense, le métabolisme normal de 1’oxygeéne au niveau des
mitochondries et chloroplastes des tissus cellulaires est également perturbé. Cette perturbation
génere la production de composés intermeédiaires toxiques tels que les métabolites réactifs
d’oxygéne (ROS) (Blumwald et al., 2004). Le terme ROS fait référence aux especes
d’oxygene hyperactives et instables telles que les radicaux libres caractérisés par un ou
plusieurs électrons non appariés (Halliwell, 2006; Leverve, 2009; Rochette, 2008). Elles

incluent les ions superxoydes (O2.), le peroxyde d’hydrogéne (H20>), le radical hydroxyles
('OH) et les radicaux peroxydes (RO (Zahid, 2010). Physiologiquement, la production

continuelle de ces radicaux est nécessaire pour le maintien d’un statut redox normal et les
fonctions cellulaires mais il en faut en faible quantité (Yazici et al., 2007). Leur accumulation
excessive entraine un déséequilibre entre les niveaux ROS et le systeme de défense antioxydant
provoquant un état de stress oxydatif dans la plante (Deby-Dupont et al., 2002; Durand and
Beaudeux, 2011). Ces formes actives d’oxygéne (ROS) peuvent endommager différentes
macromolécules biologiques importantes comme les acides nucléiques, les protéines et les
lipides (Anjum et al., 2015).

Elles peuvent provoquer :

L’oxydation de I’ADN qui résulte de I’attaque d’une de ses bases puriques OuU
pyrimidiques, de la destruction des désoxyriboses ou bien de la liaison base-désoxyribose
par les ROS. Bien que I’ADN soit le matériel génétique de la cellule, il est trés sensible a
I’oxydation notamment par le radical hydroxyle "OH (Favier, 2003). Quand ‘OH Attaque
I’ADN ou les protéines qui lui sont associées, des réticulations de protéines de I’ADN sont
formées et sont difficiles a réparer. La réplication ou la transcription qui précede la
réparation peut étre mortelle (Sharma et al., 2012). Cette oxydation par ‘OH peut conduire a

des erreurs voire des mutations qui, a leur tour altérent la synthése des protéines (Haleng et



al., 2007). Les ROS peuvent attaquer I’ADN nucléaire, chloroplastique et mitochondriale.
Ces derniers sont plus sensibles au stress oxydatif que I’ADN nucléaire en raison du manque
des protéines protectrices, des histones et de leurs emplacements proches des sites de la
production des ROS (Sharma et al., 2012).

» La peroxydation des lipides membranaires particulierement des acides gras
polyinsaturés (PUFAs) est dérivée de 1’attaque par le radical hydroxyle ‘OH qui est le
radical le plus réactif. Il réagit avec toutes les molécules se trouvant a proximité. L’anion
OH- est issu de la réaction d’oxydation des cations métalliques tels que le fer (Fe®*) par
une autre molécule active d’oxygene le peroxyde d’hydrogéne (H202) au niveau de la
chaine mitochondriale de transfert d’électrons (Treml and Smejkal, 2016). Les lipides de
la membranaire cellulaire comme les phospholipides sont aussi ciblés par [’anion
superoxyde O~ (Arora et al., 2002). Quand cette peroxydation est importante, elle
conduit a la perturbation de la fluidité des membranes et augmente leur perméabilité
modifiant ainsi 1’homéostasie et 1’état redox cellulaires (Sharma et al., 2012). Parmi les
produits de I’oxydation des lipides, on trouve les aldéhydes tels que le malondialdéhyde
(MDA) qui est généralement utilis¢é comme marqueur pour I’estimation du degré de

I’altération membranaire (Anjum et al., 2015; Sharma et al., 2012) (figure 1).
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Figure 1. Schéma de la peroxydation des lipides membranaire : oxydation des acides gras
insaturés et formation de Malondialdehyde (MDA) et du 4-hydroxynonenal (HNE) (Barrera et
al., 2018).
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» L’oxydation des protéines par les ROS qui a lieu via plusieurs mécanismes directs soit-
ils ou bien indirects. Les acides aminés qui forment les protéines sont également vulnérables
au processus d’altération oxydative (Haleng et al., 2007). La présence du peroxyde
d’hydrogéne H20. mais surtout les radicaux hydroxyles OH- dans la cellule provoque des
altérations irréversibles en introduisant le groupement carbonyle dans la chaine peptidique
(Anjum et al., 2015). L’histidine, 1’arginine, la lysine, le tryptophane, la cystéine ou encore la
proline sont les cibles privilégiées de I’oxydation (Anjum et al., 2015; Haleng et al., 2007).
D’autres réactions d’oxydation peuvent dénaturer les protéines en cassant leurs liaisons
peptidiques ou bien par 1’addition des produits de peroxydation lipidique (Favier, 2003).
Toute modification de la propriété structurale des enzymes renvoie a la perte de leurs
fonctions catalytiques et donc leur inactivation (Sharma et al., 2012).

Toutes ces altérations des biomolécules par le stress oxydatif peuvent conduire a des troubles
métaboliques voire méme la mort cellulaire qui peut-étre délétere pour I’organisme (Anjum et
al., 2015).

Outre le stress oxydatif, un déséquilibre hormonal peut s’installer suite au stress salin, il se
traduit d’une part par une réduction de certaines hormones des tissus cellulaires comme les
gibbérellines, les cytokinines et les auxines et, d’autre part par une augmentation de la

concentration de 1’acide abscisique (ABA) (Kaya et al., 2009).

I11. Mécanismes de réponses des plantes au stress salin

La tolérance au sel chez les végétaux est un caractere complexe et polygénique (Parida and
Das, 2005). Elle correspond a la capacité des plantes a maintenir leur croissance en présence
de sels solubles au niveau de la rhizosphére (Rathinasabapathi, 2000). La plupart des plantes
cultivées sont des glycophytes, ce groupe d’especes végétales sensibles au sel ne peut pas
survivre dans des milieux salins dont la concentration de NaCl dépasse 100mM c’est le cas
d’ Arabisdopsis, de la féve, du blé, du riz par exemple. Elles ne peuvent tolérer qu'une faible
quantité de sels dans leurs rhizosphéres (Sairam and Tyagi, 2004). L’effet du sel sur la plupart
des cultures se manifeste généralement par un effet négatif voire méme létale sur leur
croissance et rendement (Munns et al., 1995). Tandis que les halophytes, une flore native des
environnements salins, ont la capacité de croitre en présence de fortes concentrations de sel
comprises entre 200 et 500mM et cela grace a la grande diversité de leurs propriétés
adaptatives d’ordre morphologique, anatomique et biochimique (Carillo et al., 2011; Hussain
et al., 2010; Seaman, 2008; Tester and Davenport, 2003).
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En dépit de la variabilité de la tolérance de ces deux groupes a la salinité, la réponse aux
concentrations excessives des sels au niveau de la rhizosphére repose généralement chez la
plupart des plantes par des modifications de leur comportement suite a des mécanismes

divers.

I11.1. Régulation de P’expression génique et transduction du signal : facteurs de

transcription

La réponse des plantes a la salinité est complexe, elle implique plusieurs génes qui codent les
voies de régulation distinctes ou chevauchantes.

Les protéines régulatrices telles que les facteurs de transcription et les protéines de
signalisation suscitent un intérét croissant dans la mesure ou elles devraient moduler en aval
I’expression de nombreux génes impliqués dans les réponses au stress. Il est bien documenté
que les facteurs de transcription appartenant aux familles DREB, NAC, MYB, MYC, bZIP,
AP2/ERF et WRKY sont pertinents dans la tolérance au stress salin (Golldack et al., 2014,
2011). A cet égard, plusieurs facteurs de transcription comme DREBs, MYCs, AP2/ERFs et
NACs ont été testés sur des plantes modeéles et sur certaines cultures. Quelques résultats ont
démontré que la surexpression de ces facteurs de transcription a permis 1’amélioration de la
tolérance des plantes a la salinité. Par exemple, les plantes transgéniques de riz exprimant
DREB1A/CBF3 étaient plus tolérantes a la salinité (Oh, 2005). De plus, des effets de la
surexpression des genes codant les protéines de signalisation telles que les kinases et les
phosphatases sur la tolérance au sel ont été aussi rapportés. En tant que protéines conservées
dans plusieurs cascades de signalisation, les MAPKSs (mitogen-activated protein kinase)
jouent un role essentiel dans la réponse des plantes aux divers stress entre autres le stress
salin. De nombreuses plantes transgéniques concues avec la cascade de MAPK ont été

rapportées comme étant tolérantes au stress salin (Hanin et al., 2016).
I11.2. Régulation de I’homéostasie ionique cellulaire

Les cellules végétales parviennent a maintenir la concentration de sodium dans le cytosol a un
niveau inférieur a celui de potassium. L’homéostasie ionique est cette capacité des plantes
d’autoréguler et d’équilibrer leur état ionique dans leurs tissus. Sous une contrainte saline, les
plantes tendent a ajuster leur potentiel hydrique via la régulation de 1’homéostasie ionique
pour limiter I’accumulation toxique des ions de Na® dans le cytoplasme. Deux principales

stratégies sont impliquées :
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111.2.1. Compartimentation ou inclusion des ions

La séquestration des ions toxiques de sodium au sein de la vacuole intracellulaire est une
stratégie importante pour maintenir leurs concentrations cytosoliques a un niveau faible et
donc conserver un faible potentiel osmotique cellulaire (Zhu, 2003). En effet, en conditions
salines le flux de Na® est ascendant, il atteint les parties aériennes et les ions Na+
s’accumulent soit dans le cytoplasme des cellules soit dans leurs parois. La saturation de ces
compartiments engendre la perte de la turgescence cellulaire. Or, la vacuole ce
compartiment le plus volumineux de la cellule peut stocker I’excés des cations de sodium
sans inhiber les processus métaboliques cellulaires. Les plantes caractérisées par cette
stratégie sont dites includer vis-a-vis du sodium Na*. Ce mécanisme de I’entrée du Na* dans
la vacuole est assuré grace a des protéines tonoplastique (antiport Na*/H*) de la famille
NHX:

111.2.1.1. Transporteurs NHX de sodium

L’influx de sodium a I’intérieur de la vacuole cellulaire se fait a 1’aide des protéines
transmembranaires NHX (Na*/H* Antiporter) chargées des échanges de cations de sodium
contre les protons au niveau du tonoplaste utilisant 1’énergie du gradient électrochimique de
protons (ApH) qui est générée par le fonctionnement des pompes triphosphatases (ATPases)
et pyrophosphatases (PPases) (Blumwald et al., 2000; Hasegawa et al., 2000). En plus
d’avoir un role dans la compartimentation vacuolaire de 1’excés de Na®, les antiports NHX
se trouvent aussi localisés dans I’endosome et contribuent dans 1’équilibre intracellulaire de
K*, le controle du pH cellulaire et la régulation de la circulation vésiculaire conférant ainsi
aux plantes un systeme de tolérance au stress ionique (Hanana et al., 2011). La
surexpression des genes de NHX a été testée chez plusieurs especes végétales, chez
Arabidopsis thaliana par exemple les plantes surexprimant AtNHX1 ont affiché une
amélioration de la tolérance au stress salin et une meilleure croissance que les plantes non
transformées (Apse et al., 1999; Hanana et al., 2009). Cinq autres isoformes de gene NHX
(AtNHX2-AtNHX6) ont été identifiés chez la méme espece et contribuent a améliorer la
performance de stockage de Na* (Hanana et al., 2009; Yokoi et al., 2002) contre deux chez
le blé (Triticum spp.; TNHX1-TNHX2) (Brini et al., 2006; Yu et al., 2007). Les NHX
vacuolaires sont presents dans les cellules des tissus foliaires et les cellules racinaires aussi.
IIs jouent un role primordial dans I’homéostasie cellulaire (Hanana et al., 2009) et dans la

croissance (Barragan et al., 2012; Bassil et al., 2011). Dans les parties aériennes, les ions de
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Na" semblent s’accumuler préférentiellement dans les vieilles feuilles que dans les tissus
jeunes.

La tolérance au stress salin peut également étre améliorée par la compartimentation
vacuolaire des ions de CI" a I’aide des canaux chlorures (CLC) (Hanana et al., 2011; Teakle
and Tyerman, 2010). Ces canaux anioniques ont été clonés chez Arabidopsis par
Hechenberger et al. (1996). Les cellules tolérantes peuvent stocker une forte concentration
en CI" (jusqu’a 1000 mmol/L) a I’intéricur des vacuoles intracellulaires (Hanana et al.,
2009).

111.2.2. Exclusion ionique

Des études récentes se sont intéressées au mécanisme de I’exclusion de sodium Na* comme
critere important de la tolérance a la salinité pour plusieurs espéces (Teakle and Tyerman,
2010). Cette stratégie caractérise le comportement des plantes dites excluder de limiter la
remontée de 1’exces du sel jusqu’aux parties aériennes. A I’inverse de celle des plantes type
includer, celle-1a consiste a exclure le sodium du cytoplasme vers I’extérieur de la cellule. Au
niveau de la plante, le Na* entre dans la racine, il est transporté par la seve xylémique des
plantes exclusives et véhiculé jusqu’aux feuilles par le flux de transpiration. Afin d’éviter son
accumulation dans le feuillage qui est le site principal de la toxicité de sodium
particuliérement le limbe, ’excés de Na™* est par la suite re-véhiculé par le phloeme vers les
racines. Cela permet de maintenir sa concentration & des niveaux compatibles avec le
métabolisme cellulaire normal au niveau des tissus aériens (Lacan and Durand, 1995). Cette

exclusion est réalisée grace a ’action des transporteurs membranaires :
111.2.2.1. Transporteurs de type Salt Overly Sensitive

L’efflux de Na* a partir des cellules racinaires vers le milieu extérieur implique une série de
protéines de type SOS. C’est I’'un des systémes de transport de sodium du plasmalemme les
mieux caracterisés chez les plantes (Gierth and Méser, 2007). La protéine membranaire
(SOS1) dotée d’une activité antiport Na*/H* joue un role important dans le mécanisme de
I’exclusion des cations Na* vers la solution du sol dans les conditions salines (Hanana et al.,
2011). Les plantes mutantes d’Arabidopsis (atsosl) cultivées sous un régime salin (25mM)
ont accumulé plus de Na" dans leurs racines que les plantes sauvages. D’autre part, la
surexpression du gene SOS1 a amélioreé la croissance des plantes en milieu salin par rapport
aux types sauvages (Shi et al., 2002). Cette protéine est localisée dans les cellules de

I’épiderme racinaire, dans les cellules du parenchyme racinaire a la limite avec le xyleme
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mais aussi dans les parties aériennes (tiges et feuilles) (Shi et al., 2002). L’activité de la
SOS1 est régulée conjointement par le complexe protéique SOS2/SOS3 (Gierth and Maser,
2007; Hanana et al., 2011; Shi et al., 2002). En effet, en présence du sel le signal calcique
induit par le stress salin est percu par le senseur de Ca?* (SOS3) qui le transmet & une
protéine kinase Serine/Thréonine (SOS2) et se lient entre eux formant ainsi un complexe
SOS3/S0OS2. Une fois activée, la kinase (SOS2) phosphoryle et active a son tour 1’antiport
sodium/proton (SOS1) chargé de pomper 1’excés de Na™ en dehors du cytosol a travers la
membrane plasmique (Batelli et al., 2007). Face a la contrainte saline, la voie métabolique
SOS constitue non seulement une voie de signalisation mais participe aussi dans le maintien
de I’homéostasie ionique (Agarwal and Zhu, 2005; Ishitani et al., n.d.; Zhu, 2002).

111.2.2.2. Transporteurs HKT

Plusieurs autres transporteurs sont potentiellement impliqués dans ce mécanisme de
I’exclusion des ions de Na® entre autres ceux de la famille HKT (High-affinity K*
Transporter). 1l a été mis en évidence que ces protéines membranaires a haute affinité de
potassium K* sont également perméables au sodium Na* et qu’elles jouent un role majeur
dans le contréle du transport de ces cations in planta (Horie et al., 2009). Ces transporteurs
ont été identifiés pour la premiere fois chez les végétaux lors des études de caractérisations
fonctionnelles sur des mutants de levures déficients pour le transport de K* (Schachtman and
I. Schroeder, 1994). Sur la base de la sélectivité ionique, les transporteurs HKT sont classés
en deux sous familles. La sous famillel (HKTL1) regroupe les transporteurs caractérisés par la
perméabilité sélective de leur membrane uniquement aux cations de Na* a I’inverse des co-
transporteurs K*-Na* de la seconde sous famille (HKT2) (Byrt et al., 2014; Horie et al., 2009;
Munns et al., 2012; Munns and Tester, 2008). Des études récentes ont montré que HKT1
pourrait potentiellement contribuer dans la tolérance des plantes au stress salin (Berthomieu,
2003; Munns and Tester, 2008; Munns et al., 2012; Ben Amar et al., 2014; Byrt et al., 2014;
Tounsi et al., 2016). Il a été suggéré que les transporteurs HKT1 interviennent dans la
désalinisation de la séve xylémique et I'adaptation des di- et monocotylédones a la contrainte
saline (Almeida et al., 2013; Sassi et al., 2012). Chez Arabidopsis, les plants surexprimant le
géne codant le transporteur HKT1 (AtHKT1) dans les tissus racinaires ont affiché une

amélioration de leur tolérance a la salinité (Farquharson, 2009).

Chez le ble dur (tétraploide AA BB), les deux loci Nax1 et Nax2 proposés comme candidats

des génes HKT ont été mis en évidence pour la premiere fois par une équipe australienne
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Munns et al. (2000) lors d’une hybridation avec le blé ancestral (diploide) pour la résistance a
la rouille. Ces loci ont été transférés accidentellement dans la tige de blé dur suite a des
croisements entre le blé dur (Triticum durum Var. 149) avec Triticum monococum porteur de
ces transporteurs qui sont impliqués dans I’exclusion du Na® de la plante (Almeida et al.,
2013; Byrt et al., 2007). L'introduction de ces deux loci a permis une amélioration de 25% de
la tolérance du blé dur au stress salin par comparaison au blé témoin (Munns et al., 2008). 1l a
été démontré que le role majeur de la classe 1 des génes HKT (HKT1) est I’exclusion du Na*
du flux xylémique des racines et de la gaine des feuilles et la classe 2 est chargée
exclusivement de I’exclure des racines (James et al., 2006). Ben Amar et al. (2014) ont
identifié chez le blé dur deux transporteurs de type HKTL1 ; 4 (TdHKT1;4-1 et TAHKT1;4-2)
qui présentent une ressemblance avec leurs homologues de blé sauvage Triticum monococum
(TmHKTL1;4-A1 et TmHKT1;4-A2). Il a été récemment démontré par Tounsi et ses
collaborateurs (2016) que ces transporteurs TMHKT1;4-Al et TmMHKT1;4-A2 sont tous deux
sélectifs au sodium Na*™ mais la sélectivité pour le Na* s’avére supérieure dans TmHKT1 ;4-
A2 que TmHKT1;4-Al. Ceci a été déduit sur la base de la conductance interne en présence de
sodium qui était d’environ 3-4 fois plus élevée dans TmHKT1 ;4-A2 comparativement a la
présence d’autres cations (Tounsi et al., 2016). De plus, ces transporteurs sont exprimes de la
méme facon dans les feuilles de blé ancestral mais que TmHKT1;4-A2 est plus fortement
régulé dans les racines, ce qui lui permettrait donc de contribuer davantage a la prévention du
transfert de Na* vers les tiges en conditions du stress salin (Tounsi et al., 2016; wang and xia,
2018). Une hypothese a été émise sur le role de TmHKT1; 4-A2 en tant que responsable du
Naxl (Tounsi et al., 2016). L’exclusion de Na* par les génes HKT dans les feuilles est
considérée comme 1’un des mécanismes majeurs de la tolérance du blé a la salinité (wang and
xia, 2018). La présence d’un autre transporteur HKT de la premiére classe candidat du locus
Nax2 (TmHKT1;5 appelé aussi HKT1;8) a été également mis en évidence et proposé d’étre
impliqué, de la méme maniére, dans le controle de transfert du Na* de la racine vers la tige
dans les conditions de la salinité (Byrt et al., 2014, 2007).

Il est admis que le blé dur est moins tolérant au sel que le blé tendre (AA BB DD), ce dernier
a plus de capacité de maintenir un ratio K*/Na* élevé dans les tissus foliaires. Cette
caractéristique est gouvernée par la présence de locus Knasl dans le génome D de blé tendre
hexaploide (Almeida et al., 2013). Chez les autres espéces vegétales, il a été également
montré que les transporteurs HKT participent dans 1’adaptation des plantes au stress salin

comme OsHKT1;5 exprimé dans le parenchyme xylémique des racines du riz. 1l empéche les
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ions de Na* de parvenir aux tissus aériens maintenant ainsi leur homéostasie en K* (Ben Amar
etal., 2014).

Deux mécanismes d’implication de transporteur AtHKT1;1 ont été proposés : le dessalement
de la séve ascendante dans les racines en contrdlant I’absorption de Na* dans les cellules du
parenchyme xylémique et la recirculation du Na* de la tige vers les racines via la séve du
phloeme (Berthomieu, 2003; Sunarpi et al., 2006) (figure 2).
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Figure 2. Fonctions et localisation des protéines de transport du Na* et Cl” dans la plante
(Mian et al., 2011)

D’une maniére générale, la figure ci-dessus illustre la localisation des transporteurs du Na* et
du CI" entre autres les transporteurs HKT dans la plantes. Il est supposé que l'absorption de
sodium Na* a la limite sol-racine est assurée principalement par le biais des canaux
cationiques non sélectifs comme les CNGC et les transporteurs de la famille HKT. Chez les
halophytes, les canaux K* tels que AKT1 peuvent également étre impliqués dans I'absorption
de Na*. Le transporteur AtHKT1:1 aide a contréler I’accumulation de Na* dans les tiges et la

récupération de Na* a partir du xyleme. HKT2:1 intervient dans la forte affinité d'absorption
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du Na* dans le riz, mais peut également participer a la charge de Na* dans le xyléeme. HKT1:5
situé dans les cellules de parenchyme de xyléme du riz réduit la concentration du Na* dans le
xyleme et réduit ainsi la charge de Na* dans les tiges. L'efflux de Na* dans la vacuole et
I'apoplaste se produit via des systéemes d'antiport tels que NHX1 au niveau du tonoplaste et
SOS1 au niveau de la membrane plasmique, et les mécanismes sont conservés chez de
nombreuses especes. SOS1 peut également induire une charge de Na* dans le xyléme avec
d’autres antiports tels que les CHX. L'absorption et le transport du chlorure ne sont pas bien
élucides. Les canaux de chlorure (CLC) peuvent étre impliqués dans la compartimentation de
Cl" dans la vacuole et les co-transporteurs de cations de chlorure (CCC) peuvent induire une
charge xylémique de CI" dans la plante. Le mécanisme et I'identité des systémes d'absorption

du CI" ne sont pas connus (Mian et al., 2011).

I11.2.3. Maintien d’un rapport Na*/K* minime dans les tiges

Il est largement admis que le maintien d’un rapport Na*/K* cytosolique minime dans les tiges
des glycophytes est un critere important et une condition préalable a la tolérance au stress
salin (Assaha et al., 2017). Cette capacité de maintenir ce rapport est considéré comme une
stratégie critique pour la tolérance (Torabi, 2014) car cela garantit des fonctions métaboliques
cellulaires optimales (Assaha et al., 2017). Pour atteindre ceci, la régulation du chargement du
xyleme au niveau de la racine est cruciale (Assaha et al., 2017). Les transporteurs SOS et
HKT, décrits précédemment, parviennent a assurer cet équilibre. Zhu et al. (2016) ont indiqué
I’existence d’un lien utile entre les voies SOS1 et HKT pour la tolérance au stress causé par le

sel.

Chez les plantes, la concentration optimale de K* serait d’environ 100-150 mM et la valeur
minimale du rapport K*/Na* d’environ 1 (Torabi, 2014). Chez le blé, les résultats obtenus par
Chhipa et Lal (1995) ont montré que pour désigner une variété tolérante au sel le rapport
Na*/K* de sa graine doit étre inférieur a 0.15 et celui de sa paille inférieur a 0.4. Ce rapport au

stade de tallage est de 0.5.

111.3. Synthese des protéines de stress

Différentes classes de protéines sont de novo synthétisées dans les conditions du stress salin
entre autres les protéines LEA (Late Embryogenesis Abundant) (Dajic Stevanovic, 2006;
Tester and Davenport, 2003). Ce sont des protéines trés hydrophiles identifiées pour la
premiére fois dans les graines de coton et de blé tendre durant I’embryogénése (Dure et al.,

1981). Les génes codant les protéines LEA représentent 1’un des plus gros groupes de genes
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régulés par le stress osmotique. Chez les plantes, ces protéines se trouvent dans de nombreux
compartiments cellulaires et sont localisés aussi bien dans le cytosol que dans le noyau
(Battaglia and Covarrubias, 2013). Elles sont fortement accumulées pendant les phases
tardives de la maturation des graines (Hundertmark and Hincha, 2008). De plus, leur présence
est généralement associée a la tolérance des cellules a la déshydratation induite par les
différents stress. Elles peuvent jouer le role d’osmosenseur, elles seraient impliquées dans le
maintien des structures membranaires et protéiques en maintenant un niveau d'hydratation
minimale autour de celles-ci et en empéchant leur dénaturation ou leur changement de
conformation (Aberlenc-Bertossi et al., 2006; Battaglia and Covarrubias, 2013; Hoekstra et
al., 2001). Chez le pois, Grelet et al. (2005) ont montré qu’aprés déshydratation la protéine
LEA (LEAM) a partiellement empéché IP’inactivation de deux enzymes mitochondriales.
Certaines de ces molécules chaperonnes pourraient également réduire les effets négatifs des
ions en situation de stress salin. Les protéines déhydrines appelées aussi protéines Rab
responsive to ABA- appartiennent a la famille D11 des LEAs du groupe 1l et sont présentes
dans I’ensemble du régne végétal (B. Jarvis et al., 1996). Le terme déhydrine apparu en 1989
désigne des protéines induites par une déshydratation (Close et al., 1989). Les déhydrines
(DHNs) sont trés abondantes dans les embryons des graines de plantes tolérantes a la
dessiccation et sont souvent accumulées en conditions de stress hydrique (Campalans et al.,
1999). L’association des dehydrines avec les structures proteéiques semble avoir un role
protecteur vis-a-vis de la surface membranaire des protéines et des lipides (Close, 1996). Brini
et al. (2007) ont montré que 1’expression de la protéine déhydrine DHNS de blé chez
Arabidopsis a conduit a I’amélioration de sa tolérance au stress osmotique et salin. Du point
de vue structural, les déhydrines ont un poids moléculaire qui varie entre 9 et 200 kDa
(Battaglia and Covarrubias, 2013; Close, 1996). Elles se caractérisent par la présence d’une
séquence conservée d’acides aminés au voisinage de leurs extrémités carboxy-terminales
(Close, 1996). Il a été prédit que les DHNs forment une suite d’hélices alpha-amphipatiques
qui sont considérées comme une importante propriété structurale de ces protéines (Hanin et
al., 2011). Conformément a ces caractéristiques, d’autres fonctions ont été suggérées pour les
protéines déhydrines y compris la séquestration des ions et leur r6le de molécule chaperonne
(Tripepi et al., 2011). 1l a été aussi suggéré que les déhydrines pourraient avoir une activité
antioxydante en conditions de stress salin (Sun and Lin, 2010). Par exemple, Hara et ses
collaborateurs (2004) ont démontré que chez le citron la déhydrine CuCOR19 détoxifie les
radicaux hydroxyles et les radicaux peroxyle qui sont toxiques aux cellules. D’autres études

rapportent le role des DHNs dans 1’atténuation de la formation des radicaux hydroxyles par la

19



chélation et la séquestration des ions métalliques sources de radicaux libres. Cette aptitude de
se lier aux métaux participe dans la protection de la plante contre les formes actives
d’oxygéne (Sun and Lin, 2010). Chez le ble, Wang et al. (2014) ont identifie 54 géenes de
déhydrines qui codent 7 types de déhydrines. Un groupe de 10 genes appartient aux
déhydrines induites par les contraintes de déshydratation comme le stress salin et le stress
hydrique en raison de la présence de plusieurs éléments ABRE dans leurs promoteurs
(Kosova et al., 2014). L’expression de nombreux genes DHNs est régulée par la
phytohormone acide abscisique ABA (Hanin et al., 2011).

Lors des stress abiotiques notamment le stress salin, qui sont a 1’origine de
dysfonctionnements protéiques, la plante va également activer de nombreux génes permettant
d’accumuler les protéines HSPs (Heat-shock proteins) (Wang et al., 2003). Celles-ci
permettent de maintenir les protéines dans leurs conformations fonctionnelles, le repliement
des protéines dénaturées et d’empécher l'agrégation des protéines (Timperio et al., 2008;
Toivonen and Hodges, 2011). Les HSPs semblent avoir une fonction centrale dans la
protection des tissus végétaux contre le stress par le maintien de 1’homéostasie cellulaire

(Toivonen and Hodges, 2011).

L’osmotine est un autre type de protéine de stress qui ne manque pas d’importance et qui est
accumulée dans la plante en conditions salines. L’osmotine contribue dans la protection des
cellules du stress osmotique en maintenant 1’équilibre osmotique mais son mécanisme détaillé
dans la tolérance au sel n'est toujours pas clair. Les mécanismes probables de cette protéine
dans la tolérance au stress salin est la séquestration et la compartimentation des ions Na* dans
les vacuoles et les espaces intercellulaires, ’accumulation de la proline et d’autres osmolytes

et ’augmentation de I’activité des enzymes antioxydantes (SOD, APX) (Wan et al., 2017).

I11.4. Systeme antioxydant

Dans des conditions de croissance normales, la production des espéces réactives d’oxygene
ROS dans les cellules est permanente mais faible, alors que pendant le stress, leur taux de
production augmente. L’accumulation des ROS pendant le stress résulte d’un déséquilibre
entre la production et 1’élimination des ROS (Mittler, 2002; Mittler et al., 2004). Le niveau
des radicaux superoxydes et du peroxyde d'hydrogene doit étre étroitement contrélé (Mittler,
2002). Pour éviter les dommages potentiels causes par les molécules toxiques aux composants
cellulaires et maintenir aussi le métabolisme et la croissance des plantes, cet equilibre est
assuré par des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Caverzan et al., 2016). Le

pool enzymatique comprend diverses enzymes antioxydantes telles que la superoxyde
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dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion peroxidase (GPX), peroxidase (POX),
peroxyredoxines (Prxs) et les enzymes du cycle ascorbate-glutathion (ASAGSH) comme
I’ascorbate peroxydase (APX), la monodehydroascorbate reductase (MDHAR), 1la
dehydroascorbate reductase (DHAR) et la glutathion reductase (GR ) (Esfandiari et al., 2007;
Hossain et al., 2011b; Mittler, 2002; Mittler et al., 2004). Les composants non enzymatiques
incluent 1’ascorbate (AsA) et le glutathion (GSH) ainsi que le tocophérol, les caroténoides et

les composés phénoliques (Caverzan et al., 2016; Mittler et al., 2004).

Plusieurs études ont rapporté le changement de 1’activité des enzymes du systéme antioxydant
pour contréler le stress oxydatif dans les plantes soumises au stress salin. Chez le blé, par
exemple, il a été montré que les mécanismes de la détoxification des ROS sont positivement
activés. En effet, la majorité des enzymes ont augmenté leurs activités en réponse au stress
salin (Caverzan et al., 2016). Une augmentation de 1’activité enzymatique de la SOD et de la
CAT a été observée dans les génotypes de blé par Sairam et al. (2002) et Esfandiari et al.
(2007) en réponse au traitement salin. Pour la détoxification des ROS en excés, Heidari et ses
collaborateurs (2009) ont également noté que la CAT a augmenté dans le blé face au stress
salin. De plus, il a été démontré que la surexpression du géne de la catalase de blé a conféré la
tolérance au stress salin dans les plants transgéniques du riz (Matsumura et al., 1997). En
effet, le niveau intracellulaire du peroxyde d’hydrogéne H2O> est régulé principalement par
I’enzyme catalase (Willekens et al., 1995). En réponse au stress salin, 1’accroissement de
I’activité de 1’ascorbate peroxydase (APX) a été aussi rapporté pour avoir un role dans la
détoxification d’H20. au niveau des cellules (Willekens et al., 1995). Concernant la SOD,
I’augmentation de 1’activité de cette enzyme chez le blé a été observée en réponse au
traitement salin ( Sairam et al., 2002; Eyidogan et al., 2003; Esfandiari et al., 2007). Les
superoxydes dismutases constituent une ligne de front dans la défense contre les ROS, elles
catalysent la dismutation d’O2-  (radical superoxyde) en H>O,. Ces enzymes sont classées en
fonction de leur localisation subcellulaire et de leur cofacteur métallique (Cu/Zn, Mn, Fe et
Ni) (Caverzan et al., 2016; Chang-Quan and Rui-Chang, 2008). Les SOD se trouvent sous
differentes isoformes, les plus connues des SOD présentes dans les plantes sont les SOD a
cuivre-zinc (Cu/Zn SOD) dans le cytosol et le chloroplaste, les SOD a manganese (Mn-SOD)
dans la mitochondrie, les SOD a fer ferreux (Fe-SOD) dans le chloroplaste (Reilly et al.,
2004; Stephenie et al., 2020). L'acide ascorbique et le glutathion, que I'on trouve a forte
concentration dans les chloroplastes et d'autres compartiments cellulaires, jouent également

un réle crucial dans la défense des plantes contre le stress oxydatif (Miller et al., 2010).
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L’augmentation observée des activités enzymatiques est étroitement liée avec la diminution
des dommages oxydatifs et résulte de 1’activation de I’expression de ces enzymes. Il a été
rapporté que I'expression de nombreuses enzymes antioxydantes est positivement corrélée a
des niveaux de tolérance plus élevés vis-a-vis des stress abiotiques entre autres le stress salin
(Apel and Hirt, 2004; Caverzan et al., 2016). Chez le riz, une plante modéle des céréales,
I’augmentation de 1’expression des geénes de ces enzymes antioxydantes est une réponse aux
facteurs du stress. (Caverzan et al., 2016). Cependant en terme de tolérance au stress oxydatif,

il existe des différences entre les génotypes (Munns and Tester, 2008; Torabi, 2014).

I11.5. Ajustement osmotique

Les plantes sont capables de supporter le déficit hydrique engendré par le stress salin, en
ajustant plus ou moins rapidement le potentiel osmotique de leurs compartiments cellulaires
avec celui du milieu extérieur grace a une modification de leur contenu biochimique. Cette
réaction se traduit par une synthése de composés d’origine organique tels que les sucres, les
polyols (le mannitol, le sorbitol), les acides aminés (proline, alanine, p-alanine), des composés
d'ammonium quaternaire (glycine bétaine, proline bétaine, la choline-o-sulfate) et aussi des
composes d’origine inorganique comme les ions essentiellement le potassium. Ces composés
ont en commun la proprié¢té de ne pas étre chargés a pH neutre et d’étre hydrophiles
susceptibles de s'accumuler sans perturber les processus cellulaires, ils agissent donc comme
osmolytes compatibles (Gagneul et al., 2007). Ces osmolytes sont supposés avoir un réle
important dans I’ajustement osmotique en réponse a la contrainte osmotique telle que la
salinité. L’accumulation active de ces métabolites non toxiques, a localisation cytoplasmique,
interviennent pour la rétention de 1’eau en réduisant le potentiel hydrique des cellules qui a
pour objectif le maintien de leur turgescence (Gagneul et al., 2007). Les osmolytes pourraient
remplacer I’eau dans certaines réactions biochimiques et peuvent également s’associer a des
lipides ou a des protéines et empécher ainsi la désintégration des membranes, la dissociation

des complexes protéiques ou I’inactivation d’enzymes (Zhang et al., 1999).

Cette réponse de mise en place d’un état de régulation hydrique constitue chez diverses
especes végétales un mécanisme important de 1’adaptation au stress salin. Parmi les
osmorégulateurs, les sucres, 1’acide aminé proline et la glycine bétaine sont les plus
importants qui s’accumulent en conditions salines. Chez les plantes supérieures, le stress
osmotique induit la synthése des protéines dans leurs tissus qui peuvent également contribuer

dans I’ajustement osmotique.
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111.5.1. Accumulation des sucres

Outre leur fonction de stockage et de transport d'énergie, le réle des hydrates de carbones tels
que les sucres dans I’ajustement osmotique en conditions de stress a été rapporté chez
différentes especes végétales. Il semblerait que lorsque les glycophytes sont exposées a une
forte salinité les sucres pourraient contribuer a plus de 50% a 1’ajustement osmotique en
conditions de salinité (Parvaiz and Satyawati, 2008; Torabi, 2014). lls pourraient agir comme
osmoticum en protégeant les macromolécules (enzymes) et contribuer & la stabilité des
structures membranaires. Des travaux ont montré une relation entre I’accumulation de sucres
chez les plantes et leur niveau de tolérance a la salinité (Nemati et al., 2011; Rahimi and
Biglarifard, 2011). Cette accumulation de sucres solubles sous 1’action du stress salin peut
étre due a I’hydrolyse de I'amidon ou a une faible consommation des glucides par les tissus
(Parida et al., 2002 ; Hare et al., 1998). Parida et al. (2002) ont rapporté que les carbohydrates
tels que les mono et les disaccharides (glucose, fructose, saccharose, fructanes) et les
polysaccharides tel que 1’amidon s’accumulent en réponse au stress salin et jouent un réle
majeur dans 1’osmoprotection, [’ajustement osmotique, le stockage du carbone et
I’élimination des radicaux (Torabi, 2014). Rosa et al. (2009) ont précisé que tous les sucres
solubles ne jouent pas le méme r6le dans les changements associés au métabolisme des
plantes stressées. Alors que le glucose est le sucre majoritairement accumulé dans les tissus
foliaires, le saccharose participe également dans la régulation osmotique et la protection des
macromolécules. Tandis que le fructose, n’est pas li¢ a I’osmoprotection et semble 1i¢ a la
synthese des métabolites secondaires comme substrat dans la synthése de la lignine et des
composés phénoliques (Rosa et al., 2009). En outre, il a été observé que les dérivés alcools de
sucre (polyols, le mannitol, sorbitol) s’accumulent dans les plantes soumises au stress salin. Il
a été rapporté que les polyols par exemple interviennent dans 1’osmoprotection des
membranes et protéines vis-a-vis des ROS et dans la nutrition carbonée pendant le stress
(Bohnert and Jensen, 1996; Sairam and Tyagi, 2004). Singer et Lindquist (1998) dans une
¢tude sur les stress abiotiques ont constat¢ 1’accumulation du tréhalose. En tant que
disaccharide, il réduit 1’agrégation des protéines dénaturées et protége les protéines et les
membranes cellulaires (Torabi, 2014). Actuellement, il est admis que les sucres peuvent agir
en tant que signal métabolique en réponse au stress (Gupta and Kaur, 2005; Chaves et al.,
2009). Les voies de signalisation des sucres interagissent avec les mécanismes de stress pour
moduler les réponses métaboliques des plantes. Cependant, les mécanismes impliqués dans la
transduction glucidique et la régulation des génes de sucres dans les plantes supérieures ne

sont pas encore clairement identifiés. Les progrés réalisés ont montré que dans les conditions
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de stress le métabolisme et les fluctuations des sucres solubles sont un processus dynamique
impliquant simultanément des changements dans 1’assimilation de CO2, dans la répartition du

carbone et dans l'activité des enzymes ainsi que dans l'expression de genes specifiques.

111.5.2. Accumulation de la proline

La proline est I’un des acides aminés le mieux étudié et la recherche a révélé qu’il est
I’osmolyte le plus fréquemment accumulé dans les conditions du stress environnemental
comme la sécheresse et la salinité¢ chez un grand nombre d’espéces. Le niveau d’accumulation
de la proline dans les plantes varie d’une espéce a 1’autre et peut étre 100 fois plus élevé qu’en
conditions normales (Verbruggen and Hermans, 2008a). Sous stress hydrique, la
concentration en proline peut dépasser 80% du pool d’acides aminés totaux chez certaines
plantes alors qu‘elle ne représente que 5% dans les plantes témoins (Kavi et al., 2005). Dans
de nombreuses espéces végétales, 1’accumulation de la proline sous le stress salin a été
corrélée avec la tolérance au stress (Hayat et al., 2012). L’accumulation de la proline en
réponse a la contrainte saline a été observée chez diverses espéces de cultures telles que le riz
(Zuther et al., 2007), I’orge (Widodo et al., 2009), le blé (EI-Bassiouny and Bekheta, 2005), le
haricot vert (Nagesh Babu and Devaraj, 2008), 1’épinard (Di Martino et al., 2003), le soja
(Sobhanian et al., 2011), le melon (Kaya et al., 2007), le basilic (Orsini, 2008). Il a été
suggeré que la proline accumulée peut servir de critere de sélection pour la tolérance de la
plupart des especes aux conditions stressantes (Hasanuzzaman et al., 2013). Cependant,
certains rapports ont révélé des différences spécifiques dans I’accumulation de la proline liées
a I’espece (Dar et al., 2016). En effet, il existe des différences dans les niveaux constitutifs de
la proline (et d’autres métabolites) entre les especes (et les variétés) tolérantes et sensibles et
différentes especes montrent des réponses conservées (ou divergentes) de métabolites vis-a-
vis de la salinité. Ces tendances ont été démontrées par la comparaison d’Arabidopsis
thaliana avec une espece relativement tolérante au sel Thellungiella halophila (halophyte)
(Gong et al., 2005) et en comparant les différents variétés de riz (Oryza sativa) avec les
différents niveaux de la salinité (Widodo et al., 2009; Zuther et al., 2007). De ce fait, la
corrélation entre I’accumulation de la proline et la tolérance des plantes au stress salin (et le
stress abiotique en général) n’est toujours pas claire (Dar et al., 2016). La proline accumulée
dans les feuilles dans les tissus végétaux était considérée comme un symptdme des dommages
dus au sel plutoét qu’une réaction de tolérance au sel (Dar et al., 2016). Donc entre réponse
adaptative au sel ou bien signe de perturbation métabolique comme une conséquence du

stress, cette corrélation positive entre les niveaux élevés de la proline et la tolérance au sel
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n’est pas toujours évidente (Hanson et al., 1990; Jithesh et al., 2006; Szabados and Savoure,
2010).

La preuve la plus convaincante que 1’accumulation de la proline est en effet un élément
essentiel de 1’adaptation d’une cellule au stress hyperosmotique provient des études sur
I’osmorégulation chez les bactéries. La proline s’est révélée étre un osmoprotecteur puissant
dans les bactéries et les mutants surproducteurs de la proline d’Echerichia présentent
clairement une augmentation de 1’osmotolérance. Ces observations ont suggéré que chez les
plantes également, 1’accumulation de la proline peut jouer un réle direct et adaptatif pour faire
face aux effets du stress osmotique. Des démonstrations de la fonction protectrice de la
proline ont été donc fournies par les études de mutants et de plantes transgéniques présentant
une hyperaccumulation ou un déficit en proline. Szabados et al., (2011) ont montré par
exemple, que les mutants d’Arabidopsis (p5csl) ne contenant que 10% de la proline par
rapport au type sauvage sont hypersensibles au stress salin. Ils ont produit plus de ROS et de
produits de la peroxydation lipidique, ce qui confirme I’importance de la proline dans la
tolérance au stress, en particulier dans le scavenging des ROS (Szekely et al., 2008). Par
ailleurs, I’accumulation de la proline et I’amélioration de la tolérance du tabac au sel ont été
atteints en augmentant la voie de biosynthese par le biais de la surexpression de cDNA P5CS
du Vigna dans le tabac transgénique (Kishor et al., 1995).

La forte accumulation de la proline dans les plantes stressées se produit dans le cytosol ou elle
contribue de manicre substantielle dans 1’ajustement osmotique cytoplasmique (Carillo et al.,
2011). Cette accumulation est principalement due a la synthese de novo associée a sa faible
oxydation et se produit rapidement aprés I’apparition du stress d’ou I’hypothese de proposer
cette accumulation comme une réaction initiale au stress salin et non pas une réponse associée
a la tolérance (Carillo et al., 2011). L’accumulation de la proline peut étre médiée a la fois par
les voies de signalisation dépendantes de I’ABA et indépendantes de I’ABA (Zhu, 2002). Il
est bien connu que cette accumulation de la proline est liée a son rdle essentiel dans
I’osmoprotection des cellules végétales. Chez le blé dur, la proline peut contribuer a plus de
39 % de I’ajustement osmotique dans les compartiments cytoplasmiques des feuilles (Carillo
et al., 2011, 2008). Actuellement, il y a une forte évidence que la proline accumulée joue
plusieurs autres réles que I’ajustement osmotique en réponse au stress (Ben Rejeb et al., 2012;
Szabados and Savoure, 2010). Elle pourrait étre impliquée dans la stabilisation des structures
cellulaires (les membranes et les protéines), dans le piégeage des radicaux libres et le

quenching de I’oxygene singulet (Burritt, 2012; Matysik et al., 2002), jouer un role dans le
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maintien du potentiel rédox cellulaire (Kavi et al., 2005; Servet et al., 2012) et aussi dans la

participation a la transmission du signal du stress (Verslues and Sharma, 2010) :

» Fonction d’osmolyte

La proline est une des petites molécules classées comme osmolyte ou osmoprotectrice. Son
role fondamental est I’augmentation de la capacité de la plante a résister a la déshydratation
cellulaire causée par la salinité. Son accumulation dans le cytoplame conduit a la réduction du
potentiel hydrique cellulaire a un niveau faible que le potentiel externe; ceci permet le
déplacement de I’eau vers la cellule pour maintenir le statut hydrique et la turgescence des
cellules. Dans la plante, la proline s’accumule généralement dans le stroma du chloroplaste et
dans le cytoplasme. Etant donné que le cytoplasme est une petite fraction du volume
cellulaire, les concentrations locales de la proline dans le cytoplasme peuvent étre beaucoup
plus élevées que le volume global des tissus. 1l a été suggéré que les petites fluctuations dans
les niveaux cytosoliques de la proline pourraient avoir d’importants effets sur 1’ajustement
osmotique en induisant une accumulation supplémentaire du potassium et d’autres solutés

dans la vacuole (Verslues and Sharma, 2010).

> Protection de la structure cellulaire pendant la déshydratation

Lorsque la teneur hydrique des cellules diminue sous I’effet du stress osmotique, la proline et
les autres molécules osmolytes qui partagent ces mémes propriétés et aussi certaines classes
des protéines LEA (Late Embryogenesis Abundant) peuvent agir comme des substituts
hydriques pour stabiliser la structure cellulaire (Sharma and Verslues, 2010). 1l semble que la
proline affecte les enzymes/protéines en stabilisant leur conformation active et les protége
ainsi contre les perturbations conformationnelles causées par les ions (Hayat et al., 2012;
Paleg et al., 1981). En effet grace a sa forme zwitterion, la proline a des propriétés structurales
qui consistent en la présence de charges aussi bien négatives que positives au niveau de ses
groupes carboxylique et azoté respectivement (Verslues and Sharma, 2010). Son extrémité
carboxyle hydrophile lui permet de créer des liaisons hydrogenes et des interactions
hydrophiles avec des macromolécules et des molécules d’eau (Rajendrakumar et al., 1994;
Sharma and Verslues, 2010). Ces propriétés lui permettent de s’accumuler a des niveaux
élevés sans perturber la structure et le métabolisme des cellules (d’ou son accumulation
préférentielle dans le cytoplasme) (Verslues and Sharma, 2010). La proline contribue donc
dans le maintien de I’intégrit¢ membranaire et la protection des protéines de la dénaturation

(Kumar et al., 1998; Solomon et al., 1994). Elle peut interagir avec les proteines pour protéger
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leurs structures et donc protéger leurs activités. Elle est impliquée, par exemple, dans la
conservation et la stabilisation de certaines enzymes telles que la RubisCO (Solomon et al.,
1994; Szabados and Savoure, 2010). Dans la littérature, il est souvent rapporté que la proline
fonctionne comme une molécule chaperonne qui empéche 1’agrégation des protéines.
Ignatova et Grierasch (2006) ont montré que la proline peut empécher 1’agrégation de la
protéine cellulaire importante dans le domaine biomédical en conditions du stress salin. De
plus, I’activité photosynthétique et le complexe II de la chaine mitochondriale de transfert

d’électrons sont protégés par la proline sous le stress salin (Hamilton and Heckathorn, 2001).

> Role dans la régulation de I’homéostasie cellulaire

Il a été aussi suggéré que 1’accumulation de la proline aide le maintien du pH cytosolique et le
statut redox des cellules (Hayat et al., 2012). Elle est I’un des importants composants du
maintien de I’homéostasie cellulaire en conditions du stress hydrique (Sharma and Verslues,
2010). Généralement, le cycle de la biosynthése et la dégradation de la proline permet
1I’équilibre du potentiel redox de la plante en développement normal et aussi lors d’un déficit
hydrique (Amini et al., 2015). En conditions stressantes, le CO2 devient moins disponible
pour I’activité du cycle Calvin suite a la fermeture des stomates, ce qui conduit a la réduction
de la consommation du pouvoir réducteur NAD(P)H/H™ (Hare et al., 1998). L’augmentation
de la biosynthése de la proline dans le chloroplaste permet le maintien d’un faible rapport
NADPH/NADP compatible avec le métabolisme cellulaire. Elle permet la consommation du
réductant principalement sous forme de NADPH produit lors de la phase primaire de la
photosynthése et fournit I’accepteur final d’éléctrons NADP™ ce qui empéche la régénération
des ROS et protége ainsi 1’appareil photosynthétique (Hare and Cress, 1997). L’oxydation de
la proline dans les mitochondries fournit le pouvoir réducteur, et les électrons qui en résultent
sont transférés a un accepteur de la chaine respiratoire (Szabados and Savoure, 2010). Cet
effet du métabolisme de la proline sur 1’état redox intracellulaire a été étudi¢ par Phang (1985)
qui ont propose pour la premiére fois le role du cycle proline-P5C dans le maintien du niveau
cytosolique de NADP*/NADPH (Liang et al., 2013). Les mutants p5cslont montré une forte
réduction de 1’accumulation de la proline en réponse au stress et une réduction du rapport
NADP : NADPH (Sharma et al., 2011; Székely et al., 2008). La proline est donc considérée
importante pour la tolérance au stress en améliorant le potentiel redox grace a la reconstitution
du stock NADP (Anwar Hossain et al., 2014).

La proline peut également préserver le pool intracellulaire du glutathion un majeur tampon

redox des cellules (Anwar Hossain et al., 2014).
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De plus, la proline peut jouer un rble central dans le stockage et le transfert d’énergie (Liang
et al., 2013). Les modifications du métabolisme de la proline peuvent étre plus bénéfiques
pour la tolérance des plantes au stress environnementaux que les propriétés de 1’acide aminé
lui-méme (Ben Rejeb et al., 2012). Verslues et sharma (2010) ont suggéré que la signification
du mouvement de la proline dans les tissues et les organes végétaux et la séparation spatiale
de sa synthese et de son catabolisme dans les différents tissus est liée & sa participation aussi
bien dans la régulation de 1’état redox que dans les mécanismes du transfert d’énergie pendant
le stress (Anwar Hossain et al., 2014). Dans la phase post-stress, la proline peut aussi jouer un
role essentiel comme source d’énergie, de carbone et d’azote via son catabolisme (Vartanian
et al., 1992). En effet, le catabolisme de la proline dans les mitochondries est lié a la
respiration oxydative et engendre de I'énergie nécessaire pour reprendre la croissance apres le
stress (Szabados and Savoure, 2010). Ce métabolisme oxydatif de la proline dans les
mitochondries aide a stimuler la phosphorylation oxydative et la synthése de I’ATP
(adenosine triphosphate) dans les tissus en cours de récupération d’un stress (Liang et al.,
2013). 11 a été expliqué que 1’oxydation d’une seule molécule de la proline peut produire
plusieurs molécules d’ATP, fournissant ainsi une énergie importante pour la cellule (Liang et
al., 2013).. Donc la diminution rapide de la teneur de la proline dans la plante apres le stress
est importante pour la reprise de la croissance et ceci constitue également un déterminant vital
de la tolérance globale au stress (Hayano-Kanashiro et al., 2009). Sharma et al. (2011) ont
constaté que certains tissus comme 1’apex des racines et le méristéme des tiges d’Arabidopsis
maintiennent cette oxydation de la proline méme pendant le stress.

En général, le flux métabolique de la proline conduit a la protection des cellules en aidant les
tissus a maintenir 1’énergie cellulaire et 1’équilibre NADP*/NADPH (figure 3).
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Figure 3. Fonctions de la proline dans la croissance, le développement et la tolérance des
plantes au stress. Utilisée pour la synthése des protéines, la proline a une fonction protectrice en tant
qu'osmolyte, contribue dans le maintien de I'équilibre rédox par la régulation du métabolisme des
ROS, améliore les performances photosynthétiques, peut réguler le développement et est un élément
de la signalisation métabolique contrdlant les fonctions mitochondriales. PCD :mort cellulaire
programmeé, PDH proline deshydrogenase, PSCDH pyrroline-5-carboxylate déshydrogénase (Anwar
Hossain et al., 2014).

> Proline comme molécule signal

En réponse au stress abiotique et biotique, I’accumulation de la proline parait étre une partie
de la signalisation du stress qui influence les réponses adaptatives (hayat et al., 2012). Hare et
Cress (1997) ont suggeéré que la proline peut agir a la fois comme osmoticum et une molécule
signal régulatrice, son transport entre les différents compartiments dans la plante pourrait
servir de signal métabolique. Le chercheur Stoyanov (2005), lui, a suggéré que 1I’accumulation
de la proline pourrait étre un symptdme de développement d’un stress hydrique sévere dans
les plantes. Elle pourrait fonctionner comme un signal métabolique qui régule le stock en
métabolites et la balance rédox, et agirait sur les processus de signalisation associés au stress
salin via le contrdle et I’induction de 1’expression de plusieurs génes (Szabados and Savoure,
2010). Les génes activés par la proline et qui sont impliqués dans la réponse au stress salin
possedent au niveau de leur promoteur des éléments de réponse a la proline tel que PRE (Pro-
or hypoosmolarity-responsive element) et ACTCAT (Cis-Acting Element for proline)
(Chinnusamy et al., 2005). Précédemment, le travail d’Iyer et Caplan (1998) a démontré que
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le cycle de biosynthése et de catabolisme de la proline pourrait sélectivement augmenter
I’expression d’au moins trois génes dans le riz (Oryza sativa L.). Szabados et Savoure (2010)
ont rapport¢ que la proline pourrait cibler I’expression des geénes essentiels pour la
récupération des plantes aprés le stress (Anwar Hossain et al., 2014). Le role de la proline
dans la signalisation métabolique a été mis en évidence pour la premiere fois par 1’équipe de
Phang (2012) via les espéces réactives d’oxygéne ROS dans les cellules des mammiferes. En
effet, la surproduction des ROS est connue pour ses dommages intracellulaires sur diverses
molécules biologiques, cependant, ils sont aussi des molécules signal importantes.
L’augmentation de la formation des ROS endogene par le métabolisme de la proline joue
également un réle important dans la signalisation cellulaire des plantes (Liang et al., 2013). Le
catabolisme de la proline dans la mitochondrie peut influencer les voix de la signalisation par
la régénération des ROS par le biais de la chaine de transport d’électrons. L’augmentation de
ces especes serait impliquée dans la réponse hypersensible des plantes (Liang et al., 2013).
Toutefois, malgré que le métabolisme de la proline et ses multiples fonctions dans la plante en
conditions du stress ont été étudiés pendant plus de 40 ans, peu est connu sur les voies de
signalisation dans lesquelles la proline est impliquée (Anwar Hossain et al., 2014; Hayat et
al., 2012).

» Détoxification des espéces réactives d’oxygene

Le stress salin et hydrique sont connus pour leur induction du stress oxydatif dans la plante. A
I’instar de son role signalétique, plusieurs laboratoires ont montré que la proline accumulée
dans les tissus végétaux en conditions stressantes peut étre aussi importante dans la protection
contre les dommages oxydatifs causés par les espéeces réactives d’oxygene (Matysik et al.,
2002; Szabados and Savoure, 2010). Il a été rapporté qu’elle posséde une activité
antioxydante et peut agir comme quencher de I’oxygene singulet (*O) et du radical hydroxyl
(‘OH). L’effet de la proline dans le mécanisme de la détoxification des ERO comme un
scavenger in vitro des radicaux hydroxyl a été signalé pour la premiére fois par Smirnoff and
Cumbes (1989). Par ailleurs, Alia et al. (2001) ont montré que la production de 1’*O2 dans les
thylacoides des cotylédons de la moutarde (Brassica Juncea) a été remarquablement
supprimée par la proline. En outre, des études in vivo ont confirmé la capacité de la proline a
réagir directement avec les ROS dans la plante (Ben Rejeb et al., 2014; Liang et al., 2013;

Székely et al., 2008). Grace a ses propriétés chimiques, la proline libre et la proline liée a un
polypeptide réagit avec OH: et H2O2 (pH 7-8) pour former des adduits de radicaux stables et
libres dérivés de la proline et d’hydroxyproline (Liang et al., 2013). (Banu et al., 2009; Hoque
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et al.,, 2007a, 2007b; Islam et al., 2009) ont montré que les activités des enzymes
antioxydantes de la catalase, de la peroxydase, de la superoxyde dismutase et de la glutathion-
S-transférase ont significativement augmenté dans le tabac par un apport in vitro de la proline
en conditions salines. La proline jouerait donc le réle d’une molécule anti-oxydante et/ou
stabiliserait 1’activité des enzymes impliquées dans la défense contre le stress oxydatif (Hoque
et al., 2007a, 2007b; Ozden et al., 2009). Elle est capable de réguler les génes responsables
des antioxydants (de Carvalho et al., 2013). Il a été rapporté que le cycle pyrrolidine de la
proline (cycle a 5 atomes) a un faible potentiel d’ionisation qui désactive efficacement
’oxygeéne singulet (!0) par le mécanisme de transfert de charge dans lequel 1’oxygéne
moléculaire retourne vers 1’état de triplet (Liang et al., 2013). De maniére générale, cela offre
des possibilités de réduction par la proline des dommages oxydatifs des macromolécules
cellulaires essentielles (protéines, ADN, lipides) (Ashraf and Foolad, 2007; Matysik et al.,
2002).

Ces fonctions ne sont pas exclusives et la raison pour laquelle les plantes accumulent la
proline réside probablement dans le fait qu’elle remplit plusieurs de ces roles a la fois. La
fonction de la proline varie probablement selon les différents stress cas de sa différente
accumulation sous stress salin et sous un faible potentiel hydrique et aussi la différente
régulation de certains enzymes de son métabolisme par ces deux contraintes. Certaines de ces
fonctions telle que 1’ajustement osmotique dépend des propriétés de la proline elle-méme
(solubilité,..) et de la quantit¢é accumulée pendant le stress. D’autres fonctions comme
I’équilibre rédox dépendent du métabolisme de la proline et du flux résultant de la synthese et
la dégradation de la proline (Sharma and Verslues, 2010).

Les fonctions protectrices de la proline peuvent étre partagées avec d’autres solutés
compatibles qui s’accumulent pendant le stress tel que la glycine bétaine et les sucres.
Généralement, ces composés ne sont pas rapidement catabolisés et donc ne peuvent pas
contribuer dans 1‘oxydoréduction mais leurs roles dans I’ajustement osmotique et dans la
protection des structures cellulaires ne manquent pas d’importance. Par ailleurs, la proline est
souvent présente en fortes concentrations et assure une grande contribution substantielle dans
le potentiel osmotique en particulier dans les tissus en croissance (Sharma and Verslues,
2010).
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111.6. Métabolisme de la proline chez les plantes pendnat le stress salin
111.6.1. Métabolisme de la proline

La voie de la biosynthese de la proline a été décrite auparavant chez Escherichia coli (Hayat
et al., 2012). Chez les plantes, I’accumulation de la proline résulte de 1’augmentation de sa
synthése et de la réduction de sa dégradation (Amini et al., 2015; Delauney and Verma,
1993b; Majumder et al., 2009; Yoshiba et al., 1997). Elle est synthétisée principalement a
partir du glutamate qui est converti en proline via deux réductions successives catalysées par
les enzymes pyrroline-5-carboxylate synthase (P5CS) et pyrroline-5-carboxylate reductase
(P5CR), respectivement.

Le précurseur alternatif de la biosynthese de la proline, ornithine, est d’abord transaminé par
une enzyme mitochondriale ornithine-delta-aminotransferase (OAT) produisant du
glutamate-semialdehyde (GSA) et pyrroline-5-carboxylate (P5C) qui est converti par la suite
en proline (Szabados and Savoure, 2010). Il a été rapporté que la voie d’ornithine pourrait
avoir un role chez les plantes adultes d’Arabidopsis en stress osmotique, alors que chez les
jeunes plantes les deux voies cooperent pour accumuler la proline. Cependant, la voie du
glutamate joue un rdle central dans la synthése de la proline lors d’un stress (Amini et al.,
2015). Sa biosynthése a lieu dans le cytosol et dans le chloroplaste dans le cas des tissus
végétaux (Kumar et al., 2015; Verbruggen and Hermans, 2008a). A contrario, le catabolisme
de la proline est localisé dans les mitochondries par I’action de deux enzymes la proline
déshydrogénase (Prodh ou PDH) également connue sous le nom de proline oxydase (POX) et
I’enzyme pyrroline-5-carboxylate déshydrogénase (P5CDH). Dans la premiere étape, la
proline est oxydée par la PDH en Pyrroline-5-Carboxylate (P5C) qui est par la suite convertie
en glutamate par 1’enzyme PSCDH. Les enzymes clé P5CS et PDH sont determinantes pour le
métabolisme de la proline : (Liang et al., 2013; Verslues and Sharma, 2010; Zhang and
Becker, 2015).

a. pyrroline-5-carboxylate synthase P5CS

P5CS est I'enzyme clé impliquée dans la régulation de I'accumulation de la proline dans les
plantes supérieures (Székely et al., 2008). L’enzyme P5CS (EC 2.7.2.11/1.2.1.41) responsable
de la phosphorylation du glutamate est bifonctionnelle, elle contient deux domaines qui
fonctionnent comme une enzyme kinase et une déshydrogénase. Le domaine kinase est
responsable de la phosphorylation du glutamate (Amini et al., 2015). La surexpression du

gene codant P5CS dans des plants du tabac transgénique conduit a 1’augmentation de la
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production de la proline et a I’amélioration de la tolérance au stress osmotique, confirmant
ainsi le réle clé de P5CS dans la biosynthése de la proline dans les plantes (Kishor et al.,
1995; Turchetto-Zolet et al., 2009). La surexpression du gene P5CS a également entrainé un
taux de survie élevé, une amélioration de la tolérance et du rendement sous stress osmotique
dans d’importantes cultures telles que le blé, le riz et la pomme de terre (Amini et al., 2015).
Le géne de P5CS a été isolé a partir de plusieurs plantes et dans certaines especes deux copies
ont eté décrites (Turchetto-Zolet et al., 2009). La majorité des plantes vasculaires comme le
sorgho et le mais semblent avoir plus de deux isoformes (fishman et al 2015). Chez
Arabidopsis thaliana, il existe deux isoformes du géne P5CS : AtP5CS1 (NP_001189715) et
AtP5CS2 (NP_191120.2.) (Fichman et al., 2015). Les mutants des deux genes P5CS
AthP5CS1 et AthP5CS2 ont montré non seulement une réduction de la proline en réponse au
stress mais aussi une augmentation des ROS dans les feuilles et un faible rapport
NADP*/NADPH (Anwar Hossain et al., 2014; Sharma et al., 2011; Székely et al., 2008). Les
deux génes P5CS ont une différente régulation transcriptionnelle en réponse au stress
osmotique et en fonction des organes. En effet contrairement au P5CS2, P5CS1 est
directement impliqué dans 1’accumulation de la proline pendant les conditions stressantes
(Fabro et al., 2004; Székely et al., 2008; Verbruggen and Hermans, 2008a). Il est rapidement
induit par le stress et exprimé dans la plupart des organes (Turchetto-Zolet et al., 2009) et son
expression est contrélée par différentes voix de signalisation (Amini et al., 2015; Maghsoudi
et al.,, 2018). Les mutants p5csl sont caractérisés par un niveau faible en proline et une
sensibilité au stress osmotique, fournissant ainsi une évidence que P5CS1 est nécessaire et
suffisant pour I’accumulation de la proline (Székely et al., 2008). Chez Arabidopsis, le gene
P5CS1 peut étre induit par le stress salin et aussi par I’hormone acide abscissique (ABA)
grace a 1I’élément ABRE (ABA responsive element) présent dans son promoteur (Verbruggen
and Hermans, 2008a). Quant au géne P5CS2, il est exprimé dans les cellules en division
(Strizhov et al., 1997). Chez Arabidopsis, P5CS2 est un géne ménager, il est activé dans les
tissus méristematiques des tiges et les extrémités racinaires, les inflorescences et les cultures
cellulaires (Abraham et al., 2003; Strizhov et al., 1997; Székely et al., 2008). Les embryons de
mutants p5cs2 ont présenté des altérations dans les divisions cellulaires et ont cessé par
conséquent de se développer indiquant I’implication du géne P5CS2 et donc de la proline
dans le développement de I’embryon (Kavi et al., 2015; Mattioli et al., 2009). Le gene P5CS2
est identifi¢é comme 1’une des cibles de CONSTANS (CO) un activateur transcriptionnel qui

favorise la floraison en réponse a une longue journee (Mattioli et al., 2009; Szabados and
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Savoure, 2010). Il peut étre activé aussi par 1’acide salicylique, le signal des ROS ou une

bactérie (Szabados and Savoure, 2010).

L’activité de P5CS dans le chloroplaste peut recycler le NADP* le dernier accepteur de
I’¢lectron issu de la chaine de transfert photosynthétique des ¢électrons et réduire la production
des ROS dans le photosysteme | (Verbruggen and Hermans, 2008a). D’une maniére générale,
considérant toutes les observations sur les plantes étudiées, les scientifiques suggérent que la
régulation de I’enzyme P5CS comme facteur limitant de la biosynthése de la proline peut étre
influencée par plusieurs variables tels que 1’organe de la plante, 1’espéce et I’intensité du

stress (Amini et al., 2015).
b. pyrroline-5-carboxylate reductase PSCR

Le produit de la réaction pyrroline-5-carboxylate synthase P5C est réduit en proline par
I’enzyme P5C Réductase (P5CR, EC1.5.1.2) en utilisant NAD(P)H comme donneur
d’¢électrons (Liang et al., 2013). En plus de son réle dans la biosynthése de la proline, P5SCR
joue également un réle dans le cycle de la proline-P5C entre les compartiments cellulaires et
dans le maintien d’un niveau du NADP*/NAPDH approprié dans le cytosol (Liang et al.,
2013). Il est communément considéré que la PSCR n’est pas un facteur limitant de la
biosynthese de la proline basée sur 1’absence de sa régulation transcriptionnelle par le stress
dans plusieurs plantes et sur I’expression de son géne qui n’est pas corrélée avec la teneur de
la proline (Sharma and Verslues, 2010; Verbruggen and Hermans, 2008a). Il peut cependant y
avoir des différences spécifiques liées aux especes et au type du stress car une surexpression
de P5CR a été rapportée pouvant affecter les niveaux de la proline dans le soja. Chez le tabac,
par exemple, il a été montré que la surexpression du géne P5CR a conduit a I’augmentation de
son expression de 200 fois plus, mais aucune augmentation du taux de la proline n’a été
observée (Amini et al., 2015). La protéine et ’activité de PSCR ont été détectées dans le
cytosol et la fraction plastidique des cellules foliaires et racinaires de soja ; et chez le pois
I'activité de P5CR était localisée dans les chloroplastes suggérant que dans des conditions
osmotiques élevées la PSCR s'accumule dans les plastes (Szabados and Savoure, 2010). Chez
les plants d’Arabidopsis, il y a une induction transcriptionnelle de PSCR par le stress salin et
la chaleur mais pas par la déshydratation (Verslues and Sharma, 2010). Or, I’augmentation du
niveau des transcrits n’aboutit pas a 1’augmentation du niveau de la protéine P5CR ou de son
activité enzymatique (Sharma and Verslues, 2010). En plus de cette régulation post-
transcriptionnelle, le niveau de la transcription de P5CR est régulé aussi par le développement

avec un maximum d’expression enregistré dans les extrémités racinaires, les méristeémes, les
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cellules de garde, les grains de pollen et les graines en développement. Contrairement a la
protéine P5CS, la P5CR est codée par seulement un gene dans la plupart des espeéces
végétales et I’enzyme PSCR semble étre active dans les chloroplastes et le cytosol (Liang et
al., 2013; Szabados and Savoure, 2010; Verbruggen and Hermans, 2008a). La séquence P5CR
est conservée dans les bactéries, les plantes, les insectes et les vertébrés (Liang et al., 2013)

(figure 4).
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Figure 4. Les voies biosynthétiques du métabolisme de la proline dans les plantes
supérieures (Anwar Hossain et al., 2014).

c. Proline deshydrogénase (ProDH)

Le catabolisme de la proline chez les plantes est spatialement séparé de la voie de sa
biosynthése chez les plantes et a lieu dans les mitochondries (Kumar et al., 2015). La
premiere enzyme de la voix du catabolisme de la proline PRODH, appelée aussi proline
oxidase (EC 1.5.99.8), catalyse 1’oxydation de la proline en P5C dans la mitochondrie.
Similaire a la biosynthése de la proline, la premiére étape de la voix de la dégradation de la
proline est déterminante. La PRODH est I’'une des enzymes clés qui régule I’accumulation de
la proline in vivo (Peng et al., 1996). Chez Arabidopsis, la PRODH a été identifiée par
I’analyse de la séquence d’un clone d’ADNc du geéne ERDS5 (Early Response to

Dehydration5). L’expression du géne PRODH est négativement régulée par un faible
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potentiel hydrique, la déshydratation et la salinité et est positivement régulée par la proline
exogene et la récupération apres un stress (Sharma and Verslues, 2010). La répression du
géne PRODH durant le stress est largement acceptée comme le point contrble qui peut
favoriser I’accumulation de la proline sous le stress. Il a été rapporté que la suppression
antisens de la PRODH dans les cultures de cellules de tabac a conduit a une altération de la
croissance et de la morphologie cellulaires (Sharma and Verslues, 2010). L’enzyme PRODH
contient une liaison non covalente flavine adenine dinucléotide (FAD) et est responsable de la
catalyse de la premiere étape de 1’oxydation de la L-proline. La plante d’Arabidopsis a deux
isoformes de PRODH fonctionnelles, les deux sont localisees dans les mitochondries:
PRODH1 (PRODH1; At3g30775), également connue sous le nom de gene ERDS5 (réponse
précoce a la déshydratation) et PRODH2 (PRODH2; At5g38710) (Liang et al., 2013).
PRODH1 est largement exprimée dans les plantes et est considérée comme I’isoforme
prédominante. L’expression de la PRODH2 est significativement inférieure a PRODHL1, elle
est principalement exprimée dans le systeme vasculaire (Liang et al., 2013; Sharma and
Verslues, 2010). Les génes PRODH1 et PRODH2 sont positivement réguléspar la proline
exogene mais étonnamment ils réagissent difféeremment a la sécheresse et au stress salin
(Liang et al., 2013). Chez Arabidopsis, il a été démontré que le stress salin induisait
spécialement 1’expression PRODH2, tandis que I’expression de la PRODH1 est
significativement réduite (Funck et al., 2010; Liang et al., 2013). Le gene PRODH1 est activé
aprés réhydratation accompagnée d’une diminution de la proline intracellulaire (Kiyosue et
al., 1996). Une régulation différentielle des deux isoformes de PRODH a également été
rapportée chez le tabac. Ainsi, il semble que PRODH1 et PRODH2 ont des réles
physiologiques distincts (Liang et al., 2013). Bien que la PRODH1 ait fait 1’objet de
nombreuses études, en particulier sous stress abiotique, PRODH2 n’a commencé a étre
analysee que ces dernieres années. La PRODH a été principalement étudiée au niveau de
I’expression génique, cependant peu d’informations fonctionnelles et biochimiques sont

disponibles.

d. Pyrroline 5 Carboxylate Dehydrogenase (P5SCDH)

Comme decrit ci-dessus, PSCDH (P5CDH; At5¢g62530), catalyse la seconde étape de
I’oxydation de la proline (Deuschle et al., 2004; Liang et al., 2013; Miller et al., 2009). Une
fois la pyrroline-5-carboxylate (P5C) est spontanément convertie en glutamate-semialdehyde
(GSA), ce dernier est oxydé en L-glutamate par I’enzyme P5CDH en utilisant le nicotinamide
adénine dinucléotide (NAD) comme récepteur d’électrons (Liang et al., 2013). Un seul géne
P5CDH a été identifié chez Arabidopsis et chez le tabac (Deuschle et al., 2001; Hayat et al.,
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2012). Chez les eucaryotes, les PRODH et P5CDH sont localisées dans la matrice
mitochnodriale avec PRODH associé a la membrane interne de la mitochondrie (Liang et al.,
2013). D’un point de vue transcriptionnel, PSCDH est régulé a la fois par des signaux
environnementaux et des facteurs de développement. Il est exprimé a un niveau basal dans
tous les tissus sauf chez les fleurs ou il a une expression plus élevée (Deuschle et al., 2001).
La régulation de PSCDH par le stress est trés variée. 1l est fortement régulé par un faible
potentiel hydrique et négativement régulé par le stress salin. Cette répression par le sel
résulterait de petits ARN interférents (SIRNA small interfering RNA) qui sont géneérés par le
chevauchement des transcrits de P5CDH et SRO5 (une protéine mitochondriale
potentiellement importante dans la régulation des ROS) (Sharma and Verslues, 2010). Ces
SiIARN sont avérés réguler negativement la PSCDH par le clivage de ’ARNm de P5CDH
apres un traitement avec du sel conduisant ainsi a une accumulation de 1’osmoprotectant
proline et a une augmentation de la tolérance au stress salin (Borsani et al., 2005). La
production des siRNA ciblant le PSCDH est spécifique au stress salin et n’a pas été observée
sous stress osmotique (Sharma and Verslues, 2010). Les données sur le réle physiologique de

I’enzyme PSCDH proviennent principalement de 1’étude de ses mutants chez Arabidopsis.

Lors du stress salin, le niveau de proline est Iégérement plus élevé chez le mutant que chez le
sauvage voire inchangé (Borsani et al., 2005; Deuschle et al., 2004). Par contre, apres le stress
les mutants de PSCDH ont maintenu une teneur en proline plus élevée, ce qui signifie que la
présence de p5cdh est nécessaire pour le catabolisme de la proline (Sharma and Verslues,
2010). L’expression de la PSCDH est également régulée par 1’application de la proline
exogeéne (Sharma and Verslues, 2010), bien gue son induction chez Arabidopsis soit beaucoup
plus lente que celle de Prodh (Liang et al., 2013). Il a été rapporté que la surexpression de la
P5CDH diminuait la sensibilit¢ a la proline exogene alors que le mutant p5cdh était
hypersensible a la proline (Deuschle et al., 2004; Verbruggen and Hermans, 2008a). Une
petite séquence similaire au motif PRE (proline-response-element) a été identifiée au niveau
du promoteur de géne P5CDH chez Arabidopsis et les céréales (Szabados and Savoure,
2010). De plus, il a été démontré que 1’application de la proline exogéne chez les mutants
p5cdh (Arabidopsis) a entrainé une augmentation des ROS dans la mitochondrie, PSCDH a
été donc proposé comme régulateur important de la production des espéces réactives
d’oxygenes dans les plantes en contrdlant le cycle proline-P5C afin d’éviter la surproduction
des ROS mitochondriaux (Miller et al., 2009).
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111.6.2. Régulation du métabolisme de la proline durant le stress

L’accumulation de la proline est ’'une des stratégies adaptatives fréquemment observée chez
un grand nombre d’espéces en réponse au stress salin. Une corrélation positive entre cette
accumulation et la tolérance a la contrainte saline a été rapportée dans de nombreuses espéces
végétales (Hare et al., 1998; Kumar et al., 2015; Szabados and Savoure, 2010) : le tabac
(Kishor et al., 1995), pomme de terre (Hmida-Sayari et al., 2005), le sorgho (Reddy et al.,
2015), Pancratium sp. (Khedr et al., 2003)...ctc. Bien que la régulation du métabolisme de la
proline soit encore mal caractérisée, il est clair que la teneur de la proline dans les tissus
dépend de la régulation de sa biosynthese et de son catabolisme (Sharma and Verslues, 2010;
Szabados and Savoure, 2010; Verslues et al., 2007). En effet, la forte accumulation de la
proline chez les plantes (jusqu'a 80% de part des acides aminés sous stress et 5% dans les
conditions normales) résulte a la fois de 1’augmentation de la synthése et la diminution de sa
dégradation dans les conditions de stress hydrique et stress salin (Amini et al., 2015; Carillo et
al., 2011; Shanker, 2011; Szabados and Savoure, 2010). Chez le blé dur, la proline peut
contribuer a plus de 39% de 1’ajustement osmotique dans les compartiments cytoplasmiques
des vieilles feuilles tandis que la contribution de la glycine bétaine peut représenter 16%
(Carillo et al., 2008). L augmentation du niveau de la proline induite par le stress est due en
partie a I’augmentation de la transcription de geéne PSCS, et plus particulierement a la
réduction de la transcription de ProDH (Servet et al., 2012). Ces enzymes sont considérées
comme limitantes et jouent un réle significatif dans la régulation du niveau de la proline dans
les plantes (Amini et al., 2015).

I a ét¢ démontré que I’accumulation de la proline chez Arabidopsis suit fidelement
I’induction transcriptionnelle du gene P5CS en réponse & des stimuli de stress
environnementaux tel que le stress salin (Strizhov et al., 1997). Parce que ’expression du
géne PSCR n’est pas significativement affectée par le stress, 1’accumulation de la proline
induite par le stress semble étre régulée par 1’expression du géne P5CS chez Arabidopsis
(Strizhov et al., 1997). La régulation positive des génes P5CS a été décrite chez d’autres
espéces y compris le riz (Hur et al., 2004) et semble étre 1’'un des mécanismes dominants de la
régulation qui contrélent ’accumulation de la proline dans la plupart des espéces (Fichman et
al., 2015). Les donnees acquises sur le comportement de certains mutants plaident en faveur
de cette hypothése ; Kavi (1995) et ses collaborateurs par exemple ont montré que les plantes
transgéniques de tabac surexprimant le géne P5CS de [I’haricot (Vigna aconitifolia)
accumulent 10 fois plus de proline que les plantes témoins. Chez la pomme de terre, la

surexpression du géne P5SCS d’Arabidopsis a stimulé la synthése de la proline en condition de
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stress salin et a amélioré sa tolérance & la salinité (Hmida-Sayari et al., 2005). Chez Triticum
aestivum, P5CS a été introduit dans le génome par Agrobacterium tumefesiens, ces plantes
transgéniques de blé soumises au stress salin ont montré une teneur élevée en proline avec une
amélioration de leur tolérance au stress (Sawahel and Hassan, 2002). La synthése de la proline
est étroitement régulée par des signaux environnementaux et endogénes tels que les
phytohormones. 1l a été rapporté que le niveau de I’acide abscisique (ABA) augmente
rapidement dans les plantes dans les conditions de stress salin (Shinozaki and Yamaguchi-
Shinozaki, 1997) et peut influencer I’accumulation de la proline par la régulation de
I’expression du geéne P5CS (Verslues and Bray, 2006). Strizhov et al. (1997) ont démontré
que ABA est une molécule signale absolument essentielle pour l’activation des genes
AtP5CS1 et AtP5SCS2 induits par le stress. L’induction de la transcription de P5CS par cette
molécule a été décrite chez A. thaliana et le riz aussi. Chez Arabidopsis, la simulation de la
synthése de la proline par le stress salin et ’ABA est en corrélation avec ’activation de
I’expression du géne P5CS1(Abrahdm et al., 2003). L’activation de ’expression du AtP5CS1
sous diverses conditions peut étre controlée par des signaux dépendants de I’ABA et
indépendants de I’ABA (Amini et al.,, 2015; Fichman et al., 2015; Tuteja, 2007).
L accumulation des transcrits d’AtP5CS1 s’est avérée induite par la signalisation de I’ABA
par le biais de I’¢1ément ABRE (ABA responsive element) qui est une séquence au niveau des
promoteurs de certains genes (Abraham et al., 2003; Savouré et al., 1997; Strizhov et al.,
1997). Ces séquences ou éléments de régulation jouent un role majeur dans I’induction des
génes en réponse a I’ABA et sont impliqués dans les réponses en conditions
environnementales entre autres la salinité (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 1997,
Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006) . Le role de I’ABA dans 1’accumulation de la
proline a été disséqué par Verslues et Bray (2006). Ces auteurs ont utilisé des mutants de
biosynthese et de la signalisation d’ABA pour démontrer la dépendance de I’accumulation de
la proline a la quantité d’ABA et la sensibilit¢ de la plante a I’ABA. D’autres résultats de
Verslues et al. (2007) vont dans le sens de I’idée que H2O> fait partie de la signalisation de
I’ABA et des réponses régulées par I’ABA telles que 1I’accumulation de la proline. Le rdle du
calcium dans I’induction dépendante de I’ABA du gene P5CS pendant le stress de la salinité a
été aussi rapporté par Knight et al. (1997). L’interaction de I’ABA avec la voie de
signalisation Ca?* peut également moduler I’accumulation de la proline dans les plantes en
conditions stressantes (Per et al., 2017). Chez le riz, I’application de ’ABA exogéne a
positivement régulé 1’expression du gene sensible au stress salin OsCam1-1 et a augmenté

I’accumulation de la proline par la cascade de la transduction du signal de calmoduline
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(calciprotéine) sous le stress salin (Sripinyowanich et al., 2013). De méme, la surexpression
du géne OsCam1-1 a joué un role important dans la biosynthése de I’ABA via la régulation de
deux génes impliqués dans sa biosynthese. En outre, ces lignées transgéniques ont manifesté
une tolérance a la salinité ce qui indique la connexion mutuelle des voies de signalisation de
I’ABA et du calcium des plantes soumises au stress salin pour accumuler la proline comme
outil de tolérance au stress (Per et al., 2017). Le signal calcique semble activer le facteur de
transcription MYBs qui est impliqué dans I’activation de la transcription de PSCS (Amini et
al., 2015). L’auxine régule positivement les deux copies de P5CS maintenant ainsi la teneur
des extrémités racinaires en proline (Kishor and Sreenivasulu, 2014). Le métabolisme de la
proline peut aussi étre régulé par plusieurs autres molécules signal endogénes tels que 1’oxyde
nitrique et des nutriments minéraux comme 1’azote et le phosphore (Per et al., 2017). Par
ailleurs, la phospholipase D agit comme un régulateur négatif de la biosynthése de la proline
(Amini et al., 2015). En plus de P5CS, I’enzyme OAT a également été signalé pour jouer un
role dans 1’augmentation de la biosynthése de la proline et participe a la tolérance au stress
salin (Khanna-Chopra et al., 2019; Per et al., 2017).

L’accumulation de la proline pendant le stress ne dépend pas que de I’activation de la
transcription de P5CS (Fichman et al., 2015). Elle est également contrdlée par I’enzyme
proline déshydrogénase ProDH dont 1’activité est régulée par le stress salin (Sharma and
Verslues, 2010). Alors que P5CS1 est régulée positivement par le stress, la proline
déshydrogénase (ProDH) est régulée négativement par le stress salin chez plusieurs espéces
vegétales et son expression est activée lorsque le stress est levé (Kishor and Sreenivasulu,
2014). Si c’est le niveau élevé de la proline qui conduit a I’induction de la ProDH apres le
stress, cela impliquerait qu’il existe un mécanisme pour la bloquer pendant le stress lorsque la
proline s’accumule et que I’expression de la ProDH reste faible (Sharma and Verslues, 2010).
En effet, I’augmentation de I’expression de ProDH apres le stress est le résultat de
I’accumulation de la proline et de 1’hypoosmolarité (Per et al., 2017). Ce phénomeéne a été
expliqué par Satoh et al. (2004, 2002) par la présence d’un élément ACTCAT dans le
promoteur du géne ProDH nécessaire a son expression efficace en réponse a la proline et a
I’hypoosmolarité. Il a été nommé comme Pro- ou Hypoosmolarity responsive element (PRE).
Plus tard, plusieurs facteurs de transcription de type bZIP (basic leucine zipper protein) ont
été identifiés en tant que candidats pour la liaison a cet élément (Per et al., 2017). Ceux-ci
contiennent un domaine de fixation a I’ADN mixte constitué¢ d’une séquence en acides aminés
basiques et d’un motif riche en leucine a intervalles réguliers. Ils sont associés a la

transduction du signal via la voie indépendante de I’ABA (Kishor and Sreenivasulu, 2014).
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Contrairement a la régulation de P5CS, ABA ne semble pas jouer un grand rdle dans la

régulation de ProDH (Kishor and Sreenivasulu, 2014).

L’accumulation de la proline sous le stress osmotique peut étre également augmentée avec
I’augmentation des sucres. Ainsi, la participation des sucres et de plusieurs hormones servent
a réguler la synthése et la dégradation de la proline et a controler ainsi ’homéostasie de la
proline (Kishor and Sreenivasulu, 2014). En général, le contrdle du métabolisme de la proline
dans les végétaux est plus complexe et est multigénique (Fichman et al., 2015). Les analyses
génetiques de la regulation des voies de la biosynthése de la proline au niveau des plantes est
face au probléme que toutes les étapes métaboliques impliquent plusieurs isoenzymes codées

par de petites familles de génes régulés de maniére différentielle.

111.6.3. Transport de la proline

Dans la plante, le transport des acides aminés est régulé par des facteurs endogenes et aussi
par des signaux environnementaux (Verslues and Sharma, 2010). Le transport de la proline
peut étre induit par le stress salin suggérant qu’il joue un rdle dans 1’ajustement osmotique
(Per et al., 2017). Son transport entre les difféerents compartiments de son métabolisme et les
connexions avec d’autres voies métaboliques sont importants pour comprendre le
métabolisme de la proline en un sens fondamental et sa contribution utile dans 1’amélioration

de la tolérance des plantes au stress (Sharma and Verslues, 2010).

Comme le métabolisme de la proline est confiné a des compartiments cellulaires distincts, son
transport intracellulaire est nécessaire. Les transports inter- et intra-cellulaires de la proline
sont essentiels pour maintenir I’homéostasie cellulaire, mais son mouvement intracellulaire
joue un role important dans I’augmentation de la résistance au stress (Funck et al., 2010;
Lehmann et al., 2010; Sharma and Verslues, 2010). Des informations sur le transport de la
proline dans les plastes font défaut, par ailleurs I’absorption de la proline dans les
mitochondries a été démontré étre assurée par deux systemes de transport identifiés chez les
mitochondries du blé dur (Triticum durum): un uniport de la proline qui facilite le transport de
la proline dans la matrice mitochondriale et un antiport proline/glutamate qui semble jouer un
réle important dans le cycle de proline glutamate entre la matrice mitochondriale et le cytosol
(Sharma and Verslues, 2010; Szabados and Savoure, 2010). Il a été montré que les
transporteurs basiques d’acides aminés (BAC1 ; BAC2) sont chargés de véhiculer 1’arginine
et I’ornithine a travers la membrane mitochondriale (Sharma and Verslues, 2010; Szabados
and Savoure, 2010). Plusieurs données soutiennent le transport intercellulaire de la proline

notamment suite aux niveaux élevés de la proline enregistrés dans le phloeme des plantes
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soumises au stress hydrique (Verslues and Sharma, 2010). Le transport de la proline sur une
longue distance peut jouer un réle important pour les tissus photosynthétiques en tant que
moyen de stabiliser le statut d’oxydoréduction cellulaire, et pour les tissus non
photosynthétiques en contribuant soit dans 1’adaptation osmotique ou dans le renforcement de
la croissance aprés sa degradation (Verslues and Sharma, 2010). Au moins trois transporteurs
intercellulaires spécifiques a la proline ont été identifiés chez Arabidopsis ProT1, ProT2 et
AAPs. Ces transporteurs appartiennent a la famille des acides aminés permease (AAP) et sont
exprimés durant les conditions stressantes. Ueda et al. (2001) ont constaté que I’ARNm
HvProT était fortement exprimé dans les cellules de I’extrémité racinaire de 1’orge soumis au
stress salin. La surexpression de ce transporteur spécifique a entrainé une augmentation de la
proline dans I’apex racinaire et une augmentation de la croissance. Les trois transporteurs
ProTs ont des profils d’expression différents et spécifiques au tissu (Sharma and Verslues,
2010). ProT1 s’exprime de maniére omniprésente et sous stress salin, des taux élevés de
ProT1 ont été trouvés dans tous les organes d’Arabidopsis mais les jeunes fleurs ont montré
une expression plus élevée. Sous stress salin, une forte expression de Prot2 a été enregistrée
alors que les transcrits d’AAP6 ont été détectés principalement dans les racines et les feuilles
(Hayat et al., 2012). Sharma et verslues (2010) rapportent que le transporteur ProT2 est plus
élevé dans les racines et ProT1 dans les tiges et les fleurs. A ’heure actuelle ProT s’est avéré
localisé au niveau de la membrane plasmique et impliqué dans le transport intercellulaire et
dans le transport de longue distance de la proline dans la plante. Cependant le mécanisme
moléculaire du transport de la proline par I’intermédiaire de ProT est toujours mal compris
(Lehmann et al., 2011). D’autres transporteurs sont connus comme étant impliqués dans
I’absorption de la proline dans les racines telles que LHT1 ou AAPS. Le transport de la
proline doit étre étudié avec plus de détails pour mieux comprendre son réle dans la tolérance

des plantes au stress.
111.6.4. Approche transgénique du métabolisme de la proline et la tolérance au sel

En raison de la multitude de réles que la proline joue dans les conditions de stress, plusieurs
essais ont €t¢ menés pour manipuler ses voies métaboliques afin d’augmenter sa production
dans les plantes et donc améliorer leur tolérance au sel (Kumar et al., 2015). Les niveaux de la
proline dans les plantes peuvent étre augmentés par la surexpression des formes de P5CS et
par I’extinction du géne ProDH (Fichman et al., 2015). La plupart des modifications sont
associees aux genes de sa biosynthese et de sa degradation P5CS1, P5CS2, P5CR et ProDH.

Les premiers essais ont été réalisés par Kavi et son équipe (1995) pour la surexpression du
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géne P5CS et la génération des plants transgéniques surproduisant la proline. Les chercheurs
ont surexprimé le géne P5CS de I’haricot Vigna aconitifolia dans les plantes de tabac
Nicotiana tabacum, et les plantes transgéniques obtenues ont synthétisé 10 a 18 fois plus de
proline que le témoin et sont plus tolérantes au sel. Les niveaux élevés de la proline obtenus
par I’over-expression du géne P5CS de V. aconitifolia dans le riz transgénique lui a aussi
conféré la tolérance au sel (Zhu et al., 1998). Hmida-Sayari et al., (2005) ont également
montré que la pomme de terre transgénique Solanum tuberosum possédant le gene P5CS
d’Arabidopsis a manifesté une meilleure tolérance au stress induit par 100 mM de NaCl. De
méme, I’insertion du géne P5CS dans le bl¢ Triticum aestivum, a conduit a ’augmentation de
la production de la proline et de sa tolérance au stress salin a une concentration de NaCl
élevée au dela de 200mM (Sawahel and Hassan, 2002). Il a été rapporté que la forte
accumulation de la proline dans le blé transgénique réduisait la peroxidation des lipides de la
membrane et contrlait les dommages engendrés par les ROS en conditions du stress
notamment le stress hydrique (Vendruscolo et al., 2007). Une forte accumulation de la
proline, un niveau élevé de la photosynthése, un ajustement osmotique et une tolérance au
stress hydrique ont été aussi notés suite a I’introduction du géne P5CS de V. aconitifolia dans
I’oranger Citrus sinensis (Molinari et al., 2004). L’étude de Kumar et son équipe (2010) a
révélé une augmentation de la teneur du riz asiatique transgénique Indica rice (portant I’ADN
complémentaire du géne PSCS de I’haricot (PSCSF129A) en proline et en chlorophylle
accompagné d’une diminution de la peroxidation lipidique. En plus de P5CS, la manipulation
génétique de I’enzyme P5CR a été aussi entreprise. Liu et al. (2014) ont observé une
amélioration de la tolérance de la patate douce Ipomoea batatas au stress salin suite a la
surexpression du gene P5CR. De méme, I’enzyme OAT a été aussi rapporté pour son role
dans I’augmentation de la biosynthese de la proline et prend part a la tolérance au stress salin.
Il a été trouvé que la surexpression du gene OAT peut augmenter la biosynthése de la proline
des plantes, la biomasse et le taux de germination sous les conditions de stress osmotique
(Roosens et al., 2002). La manipulation d’autres enzymes majeurs des voies métaboliques de
la proline a été également menée par certains chercheurs qui ont ciblé I’enzyme principale de
sa dégradation proline deshydrogénase ProDH. Yang et al. (2010) ont d’une part enregistré de
faibles niveaux de la proline dans les plantes de Broccoli ayant été transformees avec
I’antisense de ProDH. D’autre part, la suppression d’antisens dans le tabac a montré un niveau
élevé de la proline avec une tolérance aux différents stress entre autres le stress salin
(Ibragimova et al., 2012). Chez Arabidopsis thaliana, la suppression de la dégradation de la

proline en générant des plantes antisens avec le cDNA d’AtProDH a amélioré leur tolérance a
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la salinité (Nanjo et al., 1999). Razavizadeh and Ehsanpour (2009) ont rapporté que la plante
de tabac (Nicotiana tabacum cv. Wisconsin) transformé avec le géne P5CS a montré une
augmentation des activités APX et CAT conduisant a une tolérance a la salinité. Les plantes
transgéniques développées par I’expression hétérologue de genes de proline pour conférer une

tolérance au sel sont listées dans le tableau suivant :

Tableau 2. Plantes trangéniques transformées avec les génes de biosynthese de la proline leur
conférant une tolérance au stress salin (Per et al., 2017).

Gene Source Hote Référence

P5CS Vigna aconitifolia Triticum aestivum (Sawahel and Hassan, 2002)

P5CS Vigna aconitifolia Daucus carota (Han and Hwang, 2003)

P5CS Not known Olea europaea (Behelgardy et al., 2012)

P5CS Arabidopsis Nicotiana tabacum (Rastgar et al., 2011)

P5CS1 Phaseolus vulgaris Arabidopsis (Ji-Bao et al., 2010)

P5CR Triticum aestivum Arabidopsis (Ma et al., 2008)

ProDH Not known N. tabacum (Kolodyazhnaya et al., 2006)

Anti-ProDH Antisense suppression Arabidopsis (Nanjo et al., 1999)

OsP5CS2 Vigna aconitifolia Oryza sativa (Hur et al., 2004)

P5CS V. aconitifolia Oryza sativa (Alagarsamy et al., 2011)

P5CS V. aconitifolia O. sativa (Kumar et al., 2010)

P5CS V. aconitifolia Larix leptoeuropaea (Gleeson et al., 2005)

P5CS V. aconitifolia Medicago truncatula (Verdoy et al., 2006)

P5CS V. aconitifolia N. tabacum (Kishor et al., 1995)

P5CS V. aconitifolia Oryza sativa (Su and Wu, 2004)

P5CS V. aconitifolia 0. sativa (Anoop and Gupta, 2003)

P5CS V. aconitifolia O. sativa (Zhu et al., 1998)

P5CS Arabidopsis Solanum tuberosum (Hmida-Sayari et al., 2005)
P5CSF129A aconitifolia Cajanus V. cajan (Surekha et al., 2014)
P5CSF129A V. aconitifolia N. tabacum (Hong et al., 2000)
d-OAT Arabidopsis N. plumbaginifolia (Roosens et al., 2002)
d-OAT Arabidopsis O. sativa (Wu et al., 2003)
P5CSF129A Vigna aconitifolia Sorghum bicolor (Surender Reddy et al., 2015)
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Cependant, les niveaux élevés de la proline ne sont pas toujours corrélés avec
I’osmotolérance. En effet dans quelques rapports, contrairement a ceux cités précédemment,
la corrélation entre 1’augmentation du niveau de la proline dans les plantes transgéniques
d’Arabidopsis et leur tolérance au stress n’apparait pas (Liu and Zhu, 1997; Mani et al., 2002;
Nanjo et al., 1999). De plus, les mutants présentant une accumulation plus élevée de proline
peuvent étre hypersensibles au sel (Liu and Zhu, 1997). La surexpression du géne P5CR de
soja dans le tabac transgénique n’a pas augmenté 1’osmotolérance, aussi, il a été suggeré que
les effets de la manipulation génétique de la synthese de la proline peuvent étre spécifiques a
une espéce végétale (Szoke et al., 1992). Par ailleurs, une tolérance plus élevée au stress salin
a parfois été observée dans certaines lignées antisens ProDH d’ Arabidopsis mais pas toujours
(Mani et al., 2002; Nanjo et al., 1999). Chez le tabac, le silence des genes (genes silencing) de
ProDH par interférence d’ARN (RANi) a entrainé une germination retardée des graines
(Ribarits et al., 2007). Les niveaux de la proline et de I’expression génique altérés rapportés
dans un certain nombre de mutants et de lignées transgéniques révelent que la synthese de ce
métabolite est soumis a un control multi-génique (Fichman et al., 2015). La complexité dans
la régulation du métabolisme de la proline et de ses fonctions multiples peut expliquer les
difficultés de I’amélioration de la tolérance des plantes par la modification de 1’expression des
génes impliqués dans ce métabolisme (Szabados and Savoure, 2010). Par conséquent, la
technique du génie génétique est rendue marginale suite aux résultats contradictoires obtenus
(Petrollino, 2010). C’est ainsi que les chercheurs se sont intéressés a une approche alternative

qui est I’utilisation de la proline exogene.

I11.5. Approche de I’apport exogéne de la proline et son effet sur la contrainte saline

Nombreux sont les résultats des études scientifiques qui ont indiqué que 1’apport exogéne de
composés osmolytes offre une protection significative contre les dommages induits par le sel
chez les plantes. Ces protectants ont augmenté la tolérance au stress salin en améliorant leur
germination, croissance, développement, photosynthese leurs capacités antioxydantes et leur
rendement (Hasanuzzaman et al., 2013; Hosseinifard et al., 2022). A cet égard, I’approche de
I’application exogéne de la proline a gagné beaucoup d’attention suite aux exemples qui ont
montré sa contribution dans 1’amélioration de la tolérance des plantes a la salinité en
modulant une multitude de processus physiologiques et biochimiques qui sont directement ou
indirectement liés aux réponses adaptatives au stress salin et I’expression des génes impliqués
dans la réponse au sel (Ashraf and Foolad, 2007; Banu et al., 2009; Hamdia and Shaddad,
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2010; Hasanuzzaman et al., 2013; Hoque et al., 2008; Hossain et al., 2011a; Nounjan et al.,
2012; Shahbaz et al., 2014). 1l a été rapporté que la proline protege les plantes pas uniquement
par le biais de I’ajustement osmotique mais également via d’autres fonctions de régulation
(figure 5).

Lone et al. (1987) ont testé I’effet de la proline sur les cultures d’embryons d’orge soumis aux
conditions salines, il a été noté que leurs teneurs en ions de sodium Na* et de CI ont diminué
et que I’¢longation des tiges et la croissance ont augmenté. L’effet de la proline sur la plante
du désert Pancratium maritimum en conditions salines a été étudié par Khedr et al. (2003).
L’imposition d’une forte salinité sur cette plante a entrainé une inhibition de 1’activité des
enzymes antioxydantes. Cependant, la présence de la proline exogéne a permis la stabilisation
de ces enzymes et a induit une forte expression des protéines de réponse au stress (ubiquitine,
dehydrines). 1l a été suggéré que la régulation positive du systéme antioxydant par la proline
protége les plantes contre les dommages oxydatifs induits par le sel et que la proline pourrait
constituer un des éléments d’adaptation au stress salin. Chez le tabac (Nicotiana tabacum),
Okuma et al., (2004) ont observé que la proline exogéne (20 mM) permet de lever I’inhibition
imposée par une concentration élevée du sel (200 mM) et que le poids de matiére fraiche de
ces cellules de tabac augmente davantage en présence de la proline exogéne durant les 10
jours de culture. Cuin et Shabala (2005) ont rapporté que le role de la proline n’est pas limité
a Dajustement osmotique mais qu’elle a d’autres fonctions comme la régulation de
I’homéostasie K* dans le cytosol en empéchant la fuite de potassium des cellules sous I’effet
du NaCl, une caractéristique qui peut conférer la tolérance a plusieurs espéces. lls ont constaté
que la proline exogéne a significativement réduit I’efflux du K* par les racines de I’orge et a
maintenu 1’homéostasie cytosolique du K" probablement par ’augmentation de I’activité
d’H*ATPase. Ces résultats ont montré le r6le possible du soluté proline dans la régulation des
flux des ions via la membrane plasmique et dans la modulation de la tolérance au sel. L’étude
de Reza et al. (2006) sur deux variétés d’orge (Hordeum vulgare L. var. Sahand and var.
Makoui) a montré que la présence de 5 mM de proline dans le milieu de culture entraine une
hausse de 15% a 20% de la biomasse fraiche aérienne des deux variétés soumises & 200mM
de chlorure de sodium. Plus tard, une équipe japonaise (Hoque et al., 2008, 2007a, 2007b) ont
trouvé que ’addition de la proline dans le milieu de culture des cellules de Tabac (Nicotiana
tabacum) a améliore leur croissance, a réduit 1’oxydation des protéines et a contrecarré 1’effet
négatif du sel sur les enzymes antioxydantes (SOD, CAT, APX, MDHAR, DHAR, GR, GPX,
GsT et glyoxalase 1) en augmentant leurs activités. Il a été conclu que la proline agit en

réduisant les dommages oxidatifs provoqués par le stress salin en activant le systeme
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antioxydant et le systeme glyoxalase. Dans une autre étude, (Sobahan et al., 2009) ont montré
que 1’ajout de la proline aux plantules de riz dans les conditions de la salinité a inhibé
I’absorption du sodium et a augmenté 1’accumulation du potassium et donc un rapport K*/Na*
élevé, suggérant que la voie apoplastique de ’absorption du Na™ a été supprimée.

Les mecanismes biochimiques de la tolérance au stress salin induit par la proline ont été
étudiés par Ahmed et al. (2010), ils ont observé que ’ajout de la proline (25mM et 50mM)
semble améliorer la tolérance de I’olivier en régulant I’activit¢é de quelques enzymes
antioxidantes, 1’activité photosynthétique et en maintenant un statut hydrique et une meilleure
croissance. En 2011, Yan et ses collaborateurs se sont intéressés a ’effet de 0.2 mM de
proline sur la biomasse, la teneur en chlorophylle, les paramétres photosynthétiques, le
systeme oxydatif et antioxydant de deux variétés de melon. Il a été noté que la proline a
augmenté la biomasse fraiche et seche en conditions salines. La quantité de chlorophylle, le
taux de la photosynthese nette, I’efficacité du photosystéme II, 1’activité enzymatique des
antioxidants (SOD, POD, CAT, APX, DHAR, GR) a été également améliorée accompagnée
d’une diminution des niveaux du sous produit de peroxydation lipidique malondialdéhyde
(MDA) et celle du péroxyde d’hydrogene (H202) traduisant ainsi 1’augmenation de la
tolérance a la salinité des deux variétés étudiées. Deivanai et al. (2011) ont démontré que les
graines de riz préalablement traitées avec de la proline (1, 5 et 10mM) et soumises a
différentes concentrations de NaCl allant de 100 a 400 mM ont atténué 1’effet du sel et le
meilleur résultat a été enregistré avec 1mM de proline qui a stimulé les activités cellulaires.
Avec une concentration de 15 et 30mM, la proline avait aussi contrecarré 1’effet négatif du sel
(100mM NacCl) sur la germination des graines de riz aprés le 3°™ et le 7™ jour de traitement
des semences, en influencant le métabolisme des glucides alpha- et beta-amylase (Hua-long et
al., 2014). Nounjan et al., (2012) ont également montré que 1’ajout de 10mM de proline en
conditions de stress salin induit par 100mM pendant 6 jours a influencé la croissance et le
métabolisme d’une variété du riz Oryza sativa sensible au sel par I’augmentation de la matiére
fraiche et séche des plantes, I’augmentation de leur teneur en proline endogene et des niveaux
de transcrits P5CS et PSCR. A cela s’ajoute la forte régulation de la transcription des génes
codant plusieurs enzymes antioxidantes et la réduction du rapport Na*/K*. La pulvérisation
foliaire de ce soluté sur la tomate, le colza le mais et le blé a également contrecarré I'inhibition
de la croissance induite par NaCl (Athar et al., 2009). L’effet positif de la proline sur les
plantes en conditions de stress salin et stress hydrique ne sont pas limités aux parameétres
physiologiques mais elle peut aussi améliorer le rendement et la qualité de grain (Ali et al.,

2013). L’application de la proline a été aussi testé au stade floraison sur la tomate en situation
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de salinité et il a été enregistré que 10 mM de proline a amélioré la surface foliaire et le

rendement en fruits chez les deux variétés étudiées (Kahlaoui et al., 2013).

Donc, la proline allége les effets dépressifs du sel par son action en tant qu’osmolyte et aussi

par sa capacité a contribuer directement ou indirectement dans le systéeme antioxydatif contre

les ROS. Le tableau suivant résume les études menées sur le role de la proline exogene dans

la protection des plantes dans les conditions salines :

Tableau 3. Etudes représentatives portant sur le réle de la proline exogéne dans la régulation
des principaux processus métaboliques et leurs conséquences sur les plantes soumises au
stress salin.

Proline Processus/
Durée du stress plante L métabolisme Conséquences Référence
appliquee . .
influencé
100 mM de Cucumis 0.2 mM Meétabolisme Augmentation de la Yanetal.,
NaCl, melo antioxydant croissance de la plante, de  (2013)
3et5jours la teneur des chlorophylles,
taux de la photosynthese

100 mM NaCl, C.sativus 10 mM Métabolisme Atténuation de I’inhibition ~ (Huang et al.,
8 jours antioxydant (SOD,  de la croissance végétale 2009)

POD, CAT et APX

activités).
0,23 ;3,13 et Helianthus 2.5,5.0 Pigments Amélioration de la (Sadak and
6,25 ds/m, annuus et 7.5mM  photosynthétiques et  croissance Mostafa, 2015)
45 jours croissance
200mM NaCl, Nicotiana 20mM Systéeme Protection contre la mort (Banu et al.,
11jours tabacum antioxydant (CAT,  cellulaire induite par le 2009)

POX) NaCl.
100 et 200mM  Olea 25mM Homéostasie Amélioration de la (Ahmed et al.,
NaCl europaea ionique (Na*, K* et croissance. 2011)

Ca?).
150 et 300 Oryza sativa 5mM Meétabolisme Augmentation de la (Hasanuzzaman
mM NaCl/48h antioxydant (AsA, tolérance au stress oxydant et al., 2013)

GSH et par I’augmentation du

GSH/GSSG, APX,  systeme antioxydant.

MDHAR, DHAR,

GR, GPX, CAT
100mM NaCl, O. sativa 15et 30 Meétabolisme des Atténuation de I’effet (Hua-long et al.,
3°™ jour et mM glucides alpha- inhibiteur sur la 2014)

7¢™ jour aprés
trempage des
graines

amylase, beta-
amylase

germination
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150 mM NacCl,
30 jours

200mM NacCl,
6 jours

100 mM NacCl
6 jours

100 mM NacCl,
7 jours

100 mM NacCl
7jours

100, 200, 300
et 400 mM
NaCl

75, 150, 225
ou 300 mM
NaCl, 10 jours

6.57 dS/m,
4 mois

150 mM NacCl,
15 jours

100 mM NacCl,
1 mois

300mM NacCl,
24 et48h

O.sativa

O.sativa

O.sativa

O.sativa

O.sativa

O.sativa

Pancratium
maritimum

Solanum
lycopersicum

S. melongena

Saccharum
officinarum

Vigna
radiata

5mM

10mM

10mM

1mM

1mM

1mM

5mM

10 et 20
mg/L

10 et 20

mM

20mM

15mM

Poids, et longueur

des racines

Métabolisme

antioxydant (SOD,
CAT, APX, POX)

Proline (génes P5CS

et P5CR) et
métabolisme
antioxydant

Homéostasie
ionique (ratio
K*/Na*)

Equilibre osmotique

Equilibre osmotique

Osmorégulation
(ubiquitine,
déhydrines)

Photosynthése
(paramétres de

fluorescence de la

chlorophylle)

Efficacité

d’utilisation de 1’eau

Métabolisme

Antioxydant (SOD,
GR, APX, GPX,

CAT)

Métabolisme

Antioxydant (GSH,

GPX t GR)

Augmentation de la
croissance

Atténuation de I’inhibition
de la croissance

Pourcentage de croissance
plus élevé

Induction de la tolérance au
sel

Atténuation de 1’effet
négatif sur la croissance et
la photosynthese

Amélioration de la
croissance

Amélioration de la
tolérance au sel par
I’augmentation des
protéines de stress

Augmentation de la
croissance et de la
chlorophylle

Atténuation de I’effet
négatif sur la croissance

Augmentation du taux de
croissance

Réduction du stress
oxydatif

(Tehetal.,
2014)

(Nounjan and
Theerakulpisut,
2012)

(Nounjan et al.,
2012)

(Sobahan et al.,
2012)

(Deivanai et al.,
2011)

(Deivanai et al.,
2011)

(Khedr et al.,
2003)

(Kahlaoui et al.,
2013)

(Shahbaz et al.,
2014)

(Patade et al.,
2014)

(Hossain and
Fujita, 2010)
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Figure 5. Représentation schématique du mécanisme potentiel impliqué dans la tolérance au

stress salin et au stress hydrique aprés 1’application de la proline exogéne (Per et al., 2017).

Cependant malgré ses fonctions protectrices contre les stress environnementaux, la toxicité de
la proline pour la croissance des plantes a été rapportée. Un débat est engagé pour savoir si
cette toxicité provient de la proline ou bien du produit de sa dégradation (P5C) (Nanjo et al.,
2003) (Ayliffe et al., 2002; Deuschle et al., 2001; Hellmann et al., 2000; Mani et al., 2002;
Verbruggen and Hermans, 2008a). Les données de Deuschle et al. (2004) soutiennent
I’hypothése de la toxicité issue de I1’accumulation du GSA/P5C (Glutamate
semialdehyde/Pyrroline-5-carboxylate) (Verbruggen and Hermans, 2008b). Selon Szabados et
Savoure (2010), la toxicité de la proline est souvent observée chez les plantes traitées avec de

fortes concentrations de la proline.
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Matériels et Méthodes
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I. Matériel vegétal

Deux variétés de blé dur cultivé (Triticum durum Desf.) ont été utilisées (tableau 1 annexel).
Elles sont gracieusement fournies par I’institut technique des grandes cultures (ITGC) de
Tiaret, Algérie. Ces variétés locales traditionnelles sont trés connues par les agriculteurs et
largement utilisées dans les régions semi arides. Elles ont été choisies sur la base de leur

origine locale, leur importance dans les zones de production céréaliére et leur disponibilité.

- Hedba 3 abrégé en HD3 est trés estimé par la semoulerie. Variété de fonds des emblavures
algériennes de blé dur par ses bons rendements moyens en grains trés semouliers (Miege,
1950).

- Mohammed ben bachir abrégé en MBB est une variété locale issue de la sélection
généalogique faite a I’intérieur d’une population native de la région de Sétif (Mekhlouf et
al., 2006).

I1. Méthodes d’étude
11.1. Test de I’effet de la proline exogene sur la germination

a. Conditions de germination

Parce que la germination est un stade crucial pour la croissance des plantes et souvent limité
par la salinité du sol, nous avons jugé intéressant d’estimer la réponse des semences a la
proline en conditions stressantes a minima leur capacité de germination.

Pour ce faire, les semences stérilisées des variétés étudiées (HD3 et MBB) sont mises en
germination a raison de 20 graines dans des boites de pétri (9 cm de diamétre) contenant 20ml
du milieu MS semi-solide autoclavé (pH 5.7 ; 20g.I" sucrose ; 3.5¢.1"7 d’agar) (tableau 2
annexe 1) avant d’étre incubées dans des conditions controlées pendant 7 jours (photopériode
8h/16h, 25°C). 7 boites de pétri préparées par traitement et les quatre traitements appliqués
sont precédemment décrits (Témoin ; NaCl ; proline ; NaCl+proline). Ce test a été conduit
dans des conditions controlées au laboratoire des ressources génétiques et biotechnologies
(LRGB) a I’Ecole Nationale Supérieure Agronomique (ENSA) d’Alger.
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11.2. Test de ’effet de la proline exogene sur les parametres morpho-physiologiques et

biochimiques de deux variétés de blé dur HD3 et MBB en stress salin

11.2.1. Conditions de culture

Pour répondre a notre objectif, I’essai a été conduit dans des conditions contrdlées in vitro au
laboratoire des ressources génétiques et biotechnologies (LRGB) a I’Ecole Nationale
Supérieure Agronomique (ENSA) d’Alger et au laboratoire d’adaptation des plantes aux
contraintes environnementales (APCE) aux Sorbonnes universités ex. UPMC (France) en
collaboration avec I’équipe de physiologie végétale de I’université des sciences et technologie
Houari Boumediene USTHB a Alger.

Aprés désinfection (comme décrit précédemment), les semences ont été mises en germination
dans des boites de pétri carrées (12x12 cm) contenant 50 ml du milieu MS (Murashig et
Skoog, 1962; Duchefa Biochemie M0221, tableau 2 annexe 1) semi solide (0.35% agar; 20g.I™
saccharose) dans des conditions stériles a raison de 50 graines par boite pendant trois a quatre

jours.

Les pousses homogeénes ont été par la suite sélectionnées pour le repiquage dans des tubes en
verre répartis en quatre lots : @ Témoin milieu MS standard; @ NaCl milieu MS + 10g.I*
NaCl; ® Proline MS + 20mM L-proline; @ NaCl + proline MS + 10g.I* NaCl + 20mM L-
proline. Chaque lot contient 24 tubes. La durée du traitement est majoritairement de 10 jours

pour I’ensemble des analyses :

a. Application du stress et de la proline exogéne

La contrainte saline induite par le chlorure de sodium (10g NaCl.I"t soit 171mM) et la proline
exogene (20mM L-proline) ont été appliqués dés le 1°" jour du repiquage (traitement continu)
et les préléevements sont effectués pour chaque culture aprés 10 jours de repiquage
correspondant au stade 2 feuilles-début de la 3°™ feuille.

La mise en culture a été réalisée en conditions stériles sous une hotte a flux laminaire. Les lots
ont été placés a chaque fois en chambre de culture sous une photopériode de 16/8h et a une
température de 23°C.

% Pour tester la régulation de I’expression génique, nous avons également préparé quelques
cultures pour un traitement de quelques heures (traitement court). La contrainte saline induite

par le chlorure de sodium (10 g NaCl.I) et la proline exogéne (20mM L-proline) ont été
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appliqués pendant 4 ou 8 heures pour des plantules non traitées et agées de 10 jours sur le
milieu MS liquide additionné ou pas du NaCl et/ou de la proline selon les différentes

conditions précédemment décrites.
11.2.2. Prélevements

Apres 10 jours de culture, (4 ou 8 heures pour les cultures du traitement court), les plantules
prélevées des deux variétés et de chaque lot ont été lavées et separées en deux parties, partie
aérienne et partie racinaire et conservées par la suite a -20 °C pour les differents tests (3

prélevements par lot) . Le sectionnement est effectué au niveau du collet.

11.2.3. Techniques analytiques

11.2.3.1. Pourcentage de germination

Le pourcentage de germination (PG) des semences a été déterminé comme étant le rapport

entre le nombre total des semences germées (Nt) et la totalité de graines ensemencées

initialement (N): PG = (%) x 100. Le critére de germination retenu correspond au moment
ou la radicule a percé les enveloppes (téguments) selon la définition de Céme (1970). Une
moyenne est déterminée a partir de sept boites de pétri utilisées pour chaque traitement.

11.2.3.2. Analyses physiologiques et biochimiques

Afin d’estimer le comportement d’ordre physiologique et biochimique du blé en réponse a la
proline exogeéne et au sel, nous avons quantifi¢ quelques paramétres d’ordres morpho-

physiologiques et biochimiques dans les feuilles et les racines des deux variétés.

11.2.3.2.1. Croissance en longueur et croissance pondérale

La mesure en centimétres de la longueur des feuilles et des racines de 20 plantules a été
soigneusement faite a 1’aide d’une regle graduée dans les quatre conditions. Par la suite, les
tissus foliaires et racinaires ont fait objet de pesées avant et apres étuvage a 65°C/72h pour
obtenir la biomasse fraiche et racinaire en milligramme respectueusement. Les mesures
obtenues nous fournissent une information sur la réponse morphologique des plantules a

I’application de la proline et du sel.
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Nous avons calculé I’indice de sensibilité (IS, %) qui nous permet d’estimer I’effet de la
salinité sur la croissance des deux variétés. Il a été déterminé sur la base du poids de matiére
végétale seche (PS) des feuilles et des racines entre les plantules traitées et les plantules non

traitées selon les rapports suivants :

IS = 100 x ((PS NaCl - PS témoin) + PS témoin)
IS =100 x ((PS proline - PS témoin) + PS témoin)
IS =100 x ((PS proline et NaCl - PS NaCl) + PS NacCl)

11.2.3.2.2. Observation microscopique des racines

Afin d’avoir un apercu sur I’effet de la proline sur les racines, nous avons observé a 1’échelle
microscopique les extrémités racinaires de nos plantules dans les différentes conditions. Pour
ce faire, nous avons préparé la solution Hoyer’s dans une plaque a décomptage (H20 pure,
glycérol 100 %, hydrate chloral, gomme arabique 12/1/20/1.3 v/vip/p). Puis, les extrémités
racinaires de plusieurs plantules issues de chaque traitement sont soigneusement coupées a
main levée (1 cm de long maximum) au moyen d’une lame en petits fragments. Ces derniers
sont directement incubés sous froid dans la solution Hoyer’s pendant quelques jours pour
I’éclaircissement. Les préparations microscopiques sont ¢talées avec soin entre la lame et la
lamelle et 1’observation au microscope a fluorescence (ApoTome, Zeiss Axioskop) au

grossissement (10x) est effectuée apres décoloration des tissus.

11.2.3.2.3. Teneur relative en eau TRE

Le statut hydrique des plantules est évalué par la teneur relative en eau. La teneur en eau
des feuilles est calculée en pourcentage sur des fragments foliaires selon la relation
suivante de Clark et Mac-Caig (1982) :

TRE (%) = [(PF — PS) + (PT — PS)] x 100 avec PF le poids frais initial ; PS le poids sec
a 80°C/48h ; PT le poids en pleine turgescence.

11.2.3.2.4. Teneur en pigments photosynthétiques

Il est admis que le sel affecte les teneurs en chlorophylles, la quantification des pigments
chlorophylliens permet d’avoir une information sur I’effet de la proline sur la capacité

photosynthétique des plantules stressées.

L’extraction des pigments photosynthétiques est réalisée sur environ 100 mg de la poudre

végétale des tissus foliaires frais dans 1ml d’acétone 92% en présence de carbonate de



magnésium pour éviter la dégradation acide des chlorophylles. Aprés centrifugation a 10 000
tours/min a 4°C pendant 10 minutes, 2ml du peroxyde d’hydrogéne H2O> pur sont ajoutés au
surnageant pour accélérer la libération de chlorophylle. Afin de déterminer la concentration de
ces pigments, la lecture des densités optiques des solutions est realisee, a I’aide d’un
spectrophotometre visible (Biochrom), a trois différentes longueurs d’ondes selon les
équations de Lichtenthaller (1987) :

Chla (ug.ml—1) = (12.7 x D0663)- (2.63 X DO645)

Chlb (ug.ml — 1) = (22.9 X DO645)- (4.68 X D0663)

Chl a + Chl b (Chl totale)(pg.ml — 1) = (20.2 DO645) + (8.02 x D0O663)
Car (ng.ml — 1) = 5 x D0460 — ((3.19 x Chl a) + (130.3 X Chl b + 200))

11.2.3.2.5. Protéines hydrosolubles

Le dosage des protéines hydrosolubles a éteé effectué selon la méthode Bradford (1976).
Environ 100 mg de la matiere végétale congelée (feuilles et racines) sont broyés dans 1’azote
liquide puis homogénéisés dans 1ml de I’eau milliQ. Les solutions sont par la suite
centrifugées a 5000 tours/minute (rpm) a 4°C pendant 15 minutes.

Un volume de 200 pl de réactif Bio-Rad (Protein Assay kit) a été ajouté a 200 pl des extraits
et la teneur des protéines hydrosolubles est mesurée par spectrophotométrie a une longueur
d’onde de 595 nm. Cette teneur est quantifiée a I’aide d’une courbe d’étalonnage préparée a
partir de concentrations croissantes d’albumine bovine serum (BSA, Sigma) de 0 & 15 mg/ml a

partir d’une solution mére BSA 1 mg/ml (figure 4 annexe 1).

11.2.3.2.6. Teneur en sucres solubles

Le role de I’accumulation des sucres dans les réponses au stress salin a été largement rapporté
dans la littérature. Le dosage des sucres solubles a été effectué selon la méthode Mc Cready
(1950). 150 mg de la poudre végétale congelée des feuilles et racines des deux variétés
étudiées sont vortexés dans 2ml d’éthanol 80% bouillant. Apres incubation au bain marie a
60°C pendant 40 minutes, le broyat est refroidi suivi par une centrifugation a 3000

tours/minute pendant 20 minutes.

Le culot résultant de I’extraction des sucres a servi a 1’extraction de I’amidon apres incubation
dans le froid pendant 24h et en présence de 5 ml d’H20 milliQ et 6,5 ml d’acide perchlorique
a 65%. Suivi d’une centrifugation a 5000 tours/minute pendant 20 minutes, les surnageants

sont ajustés a 50 ml avec I’eau milliQ.

56



Un volume de 2ml de réactif d’anthrone (0.2 g de 1’anthrone + 100ml d’acide sulfurique 95%)
est ajouté a 1ml d’extraits glucidiques et d’extraits d’amidon. Aprés agitation, les tubes sont
maintenus dans le bain-marie 95°C pendant 15 minutes, et les mesures spectrophotométriques
sont effectuées a 630 nm. Le calcul de la concentration des sucres a été déduit par la courbe
d’étalonnage établie a 1’aide d’une série de dilutions de glucose (0 & 100 pg/ml) préparées a
partir d’une solution mére de 100pg/ml (figure 5 annexe 1). Pour I’amidon, la quantité finale

est obtenue par I’utilisation d’un facteur de correction 0,9.

11.2.3.2.7. Teneur en proline libre

Le contenu en proline libre est déterminé selon la méthode de Bates et al. (1973). Un aliquote
de 50mg de la poudre végétale congelée préalablement broyée dans 1’azote liquide est mise en
suspension dans 1.5ml de I’acide sulfosalicilique 3% (m/v). Aprés homogénéisation, les tubes
sont centrifugés a 14 000 rpm a 4°C pendant 10 minutes.

Pour un volume de 1 ml de surnageant, Iml de tampon ninhydrine (2.5% ninhydrine (m/v) dans
60% acide acéetique 100% et 40% d’acide orthophosphorique 6 M) et 1ml d’acide acétique 100%
sont ajoutés. L’homogénat est porté a ébullition au bain-marie a 100°C pendant 1h et la
coloration est extraite par la suite avec 2ml de toluéne. L’ensemble est agité pendant une
minute avant d’effectuer des mesures spectrophotométriques sur la phase supérieure
organique a 520 nm. Les valeurs des densités optiques sont rapportées sur la courbe étalon
(figure 3 annexe 1) obtenue & partir d’une gamme de 0 a 20 pug.ml™? réalisée a partir de la

solution 1mg.ml-! L-proline/acide sulfosalicilique 3% (m/v).

11.2.3.2.8. Teneur en cations Na* et K*

Une des conséquences du stress salin sur les plantes est le déséquilibre ionique causé par une
insuffisance en certains éléments nutritifs comme le potassium et une accumulation des ions
toxiques le cas du sodium. Le dosage des ions de sodium et de potassium s’est effectué selon
le protocole de Munns et al. (2010) par photométrie a flamme (Model 410 Sherwood
Scientific Flame Photometer, figure 6 annexe 1). Le principe repose sur la mesure de
I’intensité d’émission caractéristique de 1’¢lément a doser lors de son passage de 1’état excité
a I’état fondamental. La lumiére émise est proportionnelle au nombre d’atomes retournés a
1’état initial et donc a la concentration de 1’échantillon.

Aprés dessiccation, le matériel végétal sous forme de poudre (environ 20 mg) a été attaque
avec 5 ml d'acide nitrique HNOs & une concentration de 0.5 M. Les homogénats sont

directement mis en incubation dans le bain-marie a 80°C et aprés une heure ils sont
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centrifugés a 3000 rcf (g) pendant 10 minutes. Ensuite, les surnageants sont dilués 50 fois
dans le cas des traitements avec le sel (NaCl et NaCl + proline) pour les deux ions analysés et
100 fois dans les traitements sans NaCl (témoin et proline) uniquement pour le dosage du
potassium. Ces dilutions sont nécessaires pour fournir des échantillons avec des
concentrations du Na* et K* correspondant a nos gammes étalon.

A partir des solutions méres 50 pg.ml (NaCl pour le sodium et KCL pour le potassium), des
gammes standards sont préparées pour des valeurs allant de 0 a 25 pug.ml* (figure 7 annexel).
Les concentrations en sodium et en potassium en pg/ml ainsi obtenues sont converties en

micromoles par gramme selon 1’équation suivante :

[cation umol/gMVS] = (C X fd x Vol) ~ (MVS X MM)

Avec MM masse molaire 39.098 g.mol? pour le K* et 22.99 g.mol? pour Na*; C
concentrations en pg.ml; MVS poids de la poudre végétale utilisée pour 1’extraction (g),
Vol volume de I’acide nitrique HNO3 (ml) et fd facteur de dilution.

Toutes les mesures sont réalisées en triplicata.

11.2.3.2.9. Estimation de I’intégrité membranaire

a. Teneur en malondialdehyde

La peroxidation lipidique est habituellement estimée par la quantification du malondialdéhyde
(MDA) qui est le produit final des dommages oxydatifs interférant avec la fonction des
membranes cellulaires. Le dosage est réalisé selon la méthode décrite par Health et Packer
(1968) dont le principe est basé sur la réaction du MDA avec deux molécules d’acide
thiobarbiturique, le complexe ainsi formé est suivi en lumiére.

Les extraits ont été préparés a partir de 100 mg de feuilles qui sont bien broyées dans un
mortier en présence de 2ml d’acide trichloroacétique TCA 20% (v/v). Les broyats sont
homogénéisés et centrifugés par la suite a 15 000 tours/minute pendant 15 minutes a 4°C. Un
volume de 500ul des surnageants récupérés est mélangé avec 0.5ml du milieu réactionnel
TCA 20% et TBA 0.5% (p/v) puis incubé dans un bain marie a 95°C pendant 30 minutes.
Refroidis, les extraits sont par la suite centrifugés a 10 000 tours/minute pendant 10 minutes.
Les densités optiques ont été mesurées au spectrophotometre a deux longueurs d’ondes 600 et
532nm. La premiere est mesurée pour estimer les substances libérées par [’acide
thiobarbiturique TBA d’une maniere non spécifique et qui absorbent également a 532 nm. La

concentration en MDA est donnée en umoles/g de poids sec selon la formule suivante :
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MDA (pmoles.g — 1) = (DO532 - D0600) X 1000 X V + 155 x PF

Avec DO = densité optique ; V = volume extrait en ml ; PF = poids frais en mg et 155 =

ceefficient d’extinction molaire.
b. Fuite d’électrolytes

La quantification du lessivage d’électrolytes dans les tissus foliaires permet d’estimer le degré
d‘intégrité ou d’altération des structures membranaires dans les différentes conditions. Elle est
obtenue par mesure de la conductivité électrique selon la méthode de Dionisio-Sese et Tobita
(1998). Pour ce faire, des fragments foliaires (longueur 1cm) sont placés dans 20ml de I’eau
distillée et leur conductivité électrique CE1 (uS/cm) est mesurée apres 60 minutes. Ensuite,
les échantillons sont mis a bouillir dans le bain-marie pendant 5 minutes et une deuxieme
mesure de conductivité est réalisé CE2 (uS/cm) aprés refroidissement. Le pourcentage de la
fuite d’ions est calculé par le rapport entre EC1 et EC2. Une moyenne de trois mesures a été

établie pour chaque traitement et chaque variété.

11.2.3.2.10. Mesure de I’activité antioxydante superoxyde dismutase

Les superoxydes dismutases SOD font partie des protéines enzymatiques qui constituent
I’essentiel du systeme de defense antioxydant des plantes contre les radicaux libres. Leur
activité assure 1’élimination des anions superoxydes O2*" en peroxyde d’hydrogéne H20> et en

oxygene par une réaction de catalyse dite dismutation.

L’extraction des protéines est réalisée a partir de 500mg de poudre végétale issue des tissus
foliaires dans 1ml de tampon K-phosphate 50mM (pH7) contenant 1% de
polyvinylpolypyrrolidone PVP. Les homogénats sont centrifugés a 16 000 g a 4°C pendant 30
minutes. Un volume de 2.5ml de D’extrait est purifi¢é par passage sur des colonnes de
Sephadex G25-PD10 (GE Healthcare) pour éliminer les composés de faible poids
moléculaire capables d’interférer avec I’activité enzymatique. Les extraits sont élués par
I’ajout de 3.5ml de tampon d’élution (100 mM phosphate de potassium pH7.8) et les éluats
récupérés dans des tubes propres sont conservés a - 80°C pour les mesures de I’activité
superoxyde dismutase.

La concentration des protéines des différents extraits est déterminée avec le réactif de Biorad
(Biorad Laboratories) a 595 nm selon la méthode colorimétrique de Bradford (1976) tel que

décrit precedemment.
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a. L’activité de la superxyde dismutase

L’activité superoxyde dismutase SOD est mesurée par spectrophotométriec a 560 nm. Son
principe est basé sur sa capacité d’inhiber la formation du bleu de Formazan issu de la
réduction photochimique du nitrobleu de tétrazolium NBT par 1’anion superoxyde Oz*". Ce
dernier est le produit de la photoréaction de la riboflavine. Plus I’activité SOD est forte moins
le NBT est réduit. Une unité d’activit¢ SOD est donc définie comme étant la quantité
d‘enzyme nécessaire pour inhiber 50% de la réduction du NBT.
Un volume de 20ul de I’extrait enzymatique est ajouté a un milieu réactionnel composé du
tampon phosphate de potassium (50 mM pH 7.8), ’EDTA (1 mM), du NBT (2.25 mM), de la
méthionine (13 mM) et de la riboflavine (2 mM). La réaction est initiée par 1’ajout de la
riboflavine en dernier et le mélange est incubé sous une intensité lumineuse de 37 watts a
25°C pendant 13 minutes. Un contrdle est parallélement placé a 1’obscurité. Le pourcentage
d’inhibition est calculé par rapport au témoin sans extrait enzymatique qui représente le 100%
de I’inhibition :
% inhibition = [(Abs témoin — Abs échantillon) + Abs témoin] X 100
UA = % inhibition + (n X 50)
UA (unité d’activité de la SOD) ; n (mg de protéines présents dans le volume de 1’extrait
utilisé).
Tous les dosages décrits ont eté effectués en triplicata et a 1’abri de la lumiére puisque la
riboflavine et le NBT sont photosensibles.
11.2.3.3. Analyse moléculaire

11.2.3.3.1. Test de ’expression génique de quelques génes d’intérét

1. Choix des amorces

En vue de tester la régulation de 1’expression génique dans nos conditions expérimentales,
une amplification in vitro de certains geénes associés a des mécanismes directement ou

indirectement impliqués dans la tolérance au stress salin a été réalisée. Les génes ciblés sont :

- Un géne codant le marqueur du stress : Déhydrine DHN ;
- Trois génes codant le métabolisme de la proline : P5CS (Pyrroline-5-carboxylate synthase,
Pyrroline-5-carboxylate ; PSCR (Pyrroline-5-carboxylate reductase) ; PDH (ou ProDH

proline dehydrogenase) ;
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- Trois génes codant les transporteurs du sodium : High-affinity K*transporter HKT 1;4-1
HKT1;4-2 et HKT1;5 (HKTS) ;
- Pour normaliser les données d’expression, un géne de ménage Tubuline TUB qui n’est pas

affecté par les traitements appliqués est utilise.

Le succes et I’efficacité d’une réaction d’amplification par PCR dépend fortement du choix de
bonnes amorces nucléotidiques qui initient le travail de ’amplification. Dans un premier
temps, les séquences des génes spécifiques au blé dur ont été donc trouvées sur la banque des
séquences nucléotidiques Genbank du NCBI (National Center for Biotechnology Information,

USA https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/) (annexe 2). Le cas échéant, un alignement

d’espéces apparentées au blé dur avec le logiciel online BLAST (Basic Local Alignment,

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) nous a permis de définir la séquence la plus proche de

notre espece. Afin de bien cibler les sequences a amplifier, un alignement multiple a été
réalis¢é pour certains génes a 1’aide de [D'outil d’interface de I’INRA Multialin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

Pour chaque zone d’intérét de ces séquences, un couple d’amorces a été ensuite choisi sur

Primer3 Input (version 0.4.0) (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) avec 57°C de température

optimale de fusion. La compatibilité¢ de chaque paire d’oligos avec les zones d’ADN ciblées a
été théoriquement vérifiée a I’aide des outils disponibles en ligne.

Pour le gene PDH, sa séquence génomique chez le blé dur n’est pas disponible sur la base
NCBI. Grace a un alignement sur BLAST des séquences d’especes proches du blé tendre
(Triticum aestivum), de fortes identités ont été trouvées avec la PDH de I’orge (95%,
AK37694.1), du Brachypodium sp. (87%, XMO003574255.3) et du riz (85%,

XM015757226.1). Ces similitudes nous ont permis de confirmer I’identification de la protéine

prédite de la proline déshydrogénase du blé tendre (AK332189.1). Cette derniere a servi pour
le choix d’oligonucléotides de la protéine de notre plante. Quant au géne HKT1;5 ses oligos
sont définis a partir de la séquence génomique consérvatrice (consensus) des deux séquences
homologues (B1 et B2) de ce gene chez le blé dur (annexe 2).

Les solutions stock de ces amorces ont été commercialement synthétisées et regues par le
laboratoire Eurogentec (Eurogentec experience true partnership) a une concentration de

100uM et conservées a - 20°C en vue d’analyses moléculaires.
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2. Extraction des ARNSs totaux et dosage

Les ARN totaux sont extraits a partir des feuilles et des racines selon la méthode du phénol-

chloroforme et celle de RNeasy Plant Mini kit de Qiagen.

a. Methode phénol chloroforme

L’extraction est faite selon la méthode phénol-chloroforme suivant le protocole de Baechtel
(1988) en usage au laboratoire d’adaptation des plantes aux contraintes environnementales.
100 mg de la poudre végeétale congelée (feuilles ; racines) sont immédiatement homogénéisés,
au moyen d’un vortex, dans 750 ul du tampon d’extraction et 750 pl du phénol/chloroforme
pendant une minute. Les extraits sont centrifugés a 10 000 rpm pendant 5 minutes. Les
surnageants récupérés sont centrifugés a nouveau a 10 000 rpm pendant 5 minutes dans des
tubes propres contenant 500 pl de phénol/chloroforme. La méme opération est répétée avec
500ul de phénol/chloroforme pour nettoyer la phase contenant les ARNSs. La phase supérieure
aqueuse est précipitée dans un volume de 1/3 de chlorure de Lithium qui précipite
sélectivement I’ARN (150 pl de LiCl 8M pour 450 pl du surnageant) et incubée dans la glace
a 4°C pendant la nuit. Le lendemain, aprés une centrifugation & 12 000 rpm pendant 15
minutes a 4°C les culots sont lavés avec 300 pl d’eau ultrapure stérile. Un volume de 100 pl
de LiCl est ajouté pour une deuxiéme précipitation en conditions froides pendant 5h30 a 6h.
Aprés incubation, les surnageants sont éliminés avec précaution et les culots sont lavés avec
300 pl de I’éthanol 70° puis centrifugés a 12 000 rpm pendant 5 minutes a 4°C. L’éthanol est
complétement éliminé et les culots sont ensuite laissés sécher sous hotte chimique pendant
environ 10 minutes. Enfin les culots sont repris et resuspendus dans 60 ul d’eau milliQ stérile

et conserves a - 20°C.
b. Méthode d’extraction avec le kit Qiagen

Les ARNSs de certains échantillons tissulaires (feuilles ; racines) sont extraits a I’aide du kit
RNeasy Plant Mini de Qiagen. 100mg de la poudre végétale congelée sont extemporanément
vortexés pendant une minute avec 450 ul du tampon d’extraction RTL additionné de pS-
mercaptoéthanol 1%. Les broyats sont transférés dans des colonnes (QlAshredder spin) pour
¢liminer les débris cellulaires suivis d’une centrifugation a 13 000 rpm pendant 2 minutes a
température ambiante. Les filtrats sont délicatement transférés dans de nouveaux tubes avant
d’ajouter 1/2 volume d’éthanol absolu. Les mélanges sont transvasés dans de nouvelles
colonnes RNeasy spin et centrifugés a 13 000 rpm pendant 15 secondes. Les ARNSs fixés a la

membrane silice des colonnes sont lavés avec 350 pl de tampon RW1 (wash buffer RW1) et
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centrifugés a 13 000 rpm pendant 15 secondes. Les colonnes sont lavées deux fois avec le
tampon RPE (contenant de 1’éthanol) suivi d’une centrifugation aprés chaque lavage (15
secondes a 13 000 rpm, puis pendant 2 minutes). Une centrifugation supplémentaire des
colonnes est réalisée (1 minute a 13 000 rpm) pour éliminer la trace du tampon RPE (wash
buffer RPE). Pour éluer les ARNSs, 30 ul d’ecau (RNase-free water) sont ajoutés aux colonnes
et centrifugées pendant une minute a 13 000 rpm avant de les conserver a - 20 °C.

3. Analyse quantitative et qualitative des ARNSs extraits

Les ARNs extraits ont été quantifiés par spéctrophotometric a 1’aide d’un Nanodrop
(NanoDrop 1000 Thermo Scientific). Comme la dégradation et la contamination des ARNSs est
trés possible, leur pureté a été donc vérifiée a 1’aide d’une migration sur gel d’agarose. Pour
un volume équivalent de 1,5 pg d’ARN, 2 ul de tampon de bleu de charge (6x) (DNA Gel
Loading Dye, ThermoFisher Scientific) sont ajoutés au volume total de 12 pl. L’homogénat
est mis en migration sur le gel d’agarose a 2% (p/v) dans du Tris Acétate EDTA (TAE 0.5x) a
100 volts pendant 20 minutes. La visualisation sous UV a été réalisée a 1’aide du systéme
d'imagerie E-BOX (Gel Imaging System, Vilber Lourmat E-Box) grace a la présence d’un
intercalant ADN dans le gel d’agarose (SYBR Green, Thermo Scientific (2x)).

TAE (0.5x): 10 ml TAE (50x) + 990 ml H20.

4. Traitement DNAse
Afin d’éliminer d’éventuelles traces d’ADN dans nos échantillons, les ARN totaux extraits
(2ug) sont traités a I’enzyme DNase (1l DNasel RNase Free 50mM, Thermo Scientific) en
présence d’un tampon contenant MgClz pour activer I’enzyme (1pl reaction buffer with
MgCl, for DNase | (10x), Thermo Scientific). Les ARN sont incubés a 37°C pendant 30
minutes et refroidis dans la glace avant d’inactiver I’enzyme ADNase en ajoutant 1pl
d’EDTA (50mM). Une incubation des échantillons a 65°C pendant 10 minutes a été effectuee,

servant ensuite a la synthese des brins complémentaires d’ ADN.

5. RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction ou réaction en chaine par

polymérase apres transcription inverse

La rétrotranscription abrégée en RT-PCR consiste & convertir I’ARN extrait en ADN. Son
objectif est I’évauation du niveau d’xprssion de nos geénes d’intérét par rapport aux conditions

témoin en fonction de differences d’intensité.
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Elle se fait en deux étapes (i) la synthése du brin complémentaire d’ARN (ADNCc) qui consiste
a retranscrire I’ARN, utilis¢ comme matrice, en ADNc a partir des amorces
d’oligonucleotides grace a une enzyme a activité ADN polymérase appelée la transcriptase
inverse (reverse Transcriptase ou RT) qui catalyse la réaction inverse de la transcription ;
(if) ’amplification par la réaction de polymérisation PCR qui a pour but d’amplifier les ADNc
résultants de la premiére étape.

En raison de la sensibilité des ARN a la dégradation, il est nécessaire de mener cette

expérience sous froid en utilisant de la glace.

a. Synthése d’ADNCc (rétrotranscription)

Les ADN complémentaires sont obtenus, a 1’aide de 1’enzyme transcriptase inverse, a partir
des ARN précédemment extraits. Pour une quantité de 1.5 pg d’ARNSs, on a ajouté 2 pl
d’oligonucléotides-dT (10uM) et complété le volume a 13 pl avec I’eau milliQ. Le mélange
est incubé au bain marie sec & 70°C pendant 10 minutes pour I’hybridation des oligos aux
ARN. Apreés refroidissement, un volume de 7 pl du mix réactionnel (4ul du buffer RT (5x) +
1ul de Penzyme Thermo Scientific RevertAid Reverse Transcriptase (200unités) + 2ul de
désoxyribonucléotides dNTPs 10mM) est ensuite ajouté a chaque échantillon. Afin de
déclencher la réaction, les tubes sont incubés a nouveau a 42°C pendant une heure. A la fin de

la réaction, les ADN sont resuspendus dans 60pl d’eau milliQ avant de les conserver a - 20°C.

b. L’amplification in vitro par PCR

L amplification des ADNc par PCR est réalisée a I’aide d’un thermocycleur (Techne PCR
Thermal Cycler). Elle est obtenue grace a des cycles multiples de la réplication d’ADN en
présence d’amorces des oligonucléotides complémentaires aux deux extrémités de la
séquence génomique & amplifier qui vont s’hybrider avec les brins d’ADN.

Chaque échantillon passe par une dénaturation initiale pour séparer les doubles-brins d’ADN
a 95°C pendant 5 minutes suivi d’un nombre de cycles d’amplification. Les conditions de
I’amplification d’un seul cycle se caractérisent par une phase de dénaturation a 95°C pendant
30 secondes, suivie d’une hybridation des amorces aux simple-brins pendant 30 secondes et

d’une élongation des amplicons a 72°C pendant 30 secondes.
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La réaction PCR est faite dans un volume total de 23 pl du mix contenant :

ADNc (échantillon) 2ul
Tampon PCR (Dream Taq Green buffer 10x) 2,5l
Mix dNTPs (10mM) 0.5ul
Amorce Forward (10pM) 2ul
Amorce Reverse (10nM) 2ul
Dream Taqg Green DNA polymerase (5unités/pl) 0.2 ul
H20 Q.s.p 15.8 ul
i’ " ) f " ) ,% ” '“"
Tissu Extraction ADN ADN
végetal ARN complémentaire complémentaire

amplifié

Figure 5. Récapitulation des étapes de la reverse-transcription.

La température d’hybridation Tm et le nombre des cycles varient selon le géne ciblé, voir le

tableau ci-dessous :
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Tableau 4. Séquences des primers utilisés et conditions de I’amplification in vitro.

Geéne

TaTUBa

TdHKT1 ; 4- 2

TdHKT1 ; 4-1

TdHKT1;5

(TAHKTS)

TaP5CR

TdP5CS1

TaProDH1

TdDHN15.3

Référence
Genebank

U76558.1

KF443079

KF443078

Consensus
DQ646333/
DQ646334

AY880317.1

FK827071.1

AK332189.1

AM180931.1

Py

Séquence des primers
(5-3)

: TGAAGAAGTTGGTGCTGAGT
: ACCACAAAGCAAACGTTCAA

: CCATCTTTGTCATCGCCATC
: GAATGAGGATGAGTTTGCCG

: TGACTGTCCTCATGTTCGTC

: CGAAGGTCCACATGTTCAG

:CTCTTCCCTGTCTTCCTCAG

: GAGTTGACCGACATGAACAG

: GATTTGCAGGATTGGTCTGG

: TACCACTCAAGCCAGTAACC

: GGGTATGAGAGTGCTTTGGT

: CCATTACCACTTCGAATGGC

: TCGACTACTTCACCTTCGTG

: TTGTAGCAGTCGTGGGTG

: GAGTACCAGGGACAGCAG

: ATGCCATCATCCTCAGACG

6. Visualisation des amplifiats

Taille
d’amplicon

162

228

402

257

208

248

259

200

Nombre
de cycles
PCR

27

33

33

33

27

28

30

28

Température
d’amplification
PCR

55°C

55°C

55°C

59°C

55°C

55°C

55°C

55°C

A la fin de la réaction, 10 ul de chaque produit d’amplification sont analysés par

¢lectrophorese sur gel d’agarose a 2% dans le TAE (0.5x) a 100 volts pendant 20 minutes en

présence de 5ul du marqueur 100 paires de bases 0.1 pg/ul (GeneRuler 100bp DNA Ladder

Plus, Fermentas Life Sciences, figure 8 annexe 1). La visualisation a été réalisée sous UV a

1’aide du systéme d'imagerie E-BOX (Gel Imaging System, Vilber Lourmat E-Box).

Des réplicats biologiques et techniques ont été réalisés pour chaque géne sur chaque

échantillon tissulaire et dans les différentes conditions expérimentales.
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11.2.3.4. Tentative de la détection de I’enzyme clé du catabolisme de proline (PDH) dans
les mitochondries du blé

L’estimation de ’activité respiratoire dans les mitochondries brutes de bl¢ dur est un essai
supplémentaire mené pour tenter de trouver une éventuelle relation entre la proline exogene et
’activité respiratoire de ces organites. L’intérét est particulierement porté sur la relation entre
le role de I’enzyme proline déshydrogénase (PDH) et la consommation d’oxygéne (la
respiration) en conditions in vitro. En effet, les mitochondries végétales sont impliquées dans
I’accumulation de la proline par la présence dans ces organites de la premiere enzyme
responsable de sa dégradation (PDH). En 2016, Cabassa-Hourton et ses collaborateurs de
notre équipe (201611) ont été démontré que chez Arabidopsis, la PDH lors du processus de
catabolisme de la proline serait impliquée dans 1’activité respiratoire mitochondriale. Elle
catalyse 1’oxydation de la proline en pyrroline-5-carboxylate P5C, les électrons libérés sont
droitement transférés a un accepteur d’électrons de type ubiquinone (ou indirectement a un
accepteur de type Cytochrome C) de la chaine respiratoire de la membrane interne
mitochondriale, ou finalement ils réduisent 1’oxygéne en molécules d’eau.

Espoce
intermembranaire

He

<
/’\Q) Membrone

u@

FADH,

interne

Matrice

'S

A : A mitochondriale

NAO:* NAD+ H¢ [ H,0 ADP+Pi  ATP
| !
I / 0,
! /
/ FAD' /

NAD* / ~
A o
PSCDH
Glutamate ¢ P5C < - » Proline

Figure 6. Représentation schématique du principe de la relation du catabolisme de la proline
et la respiration mitochondriale.

Afin de détecter la protéine PDH et de tester I’hypothése de 1’implication du catabolisme de la
proline dans la respiration mitochondriale, on a procédé donc a la mesure de la consommation
d’oxygeéne au niveau des mitochondries comme indicateur de 1’activit¢ PDH et de son
efficacité a oxyder son substrat la proline en se basant sur le protocole de Cabassa-Hourton et
al. (2016) mis au point sur 1’ Arabidopsis. Pour induire la protéine PDH, son substrat L-proline

a été injecté dans les extraits des suspensions mitochondriales.
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11.2.3.4.1. Extraction des mitochondries brutes

L’extraction des mitochondries repose sur le principe de fractionnement des composés
cellulaires par centrifugation différentielle. Le protocole appliqué sur les tissus de blé est
dérivé de celui d’Arabidopsis. Toutes les étapes sont réalisées a 4°C.

Les plantules agées de 10 jours sont prélevées le jour méme de I’extraction et leurs racines
sont bien rincées a 1’eau distillée. Aprés séparation, les feuilles et les racines sont directement
broyées dans un volume de 80 ml de tampon d’extraction pH 7.5 (2 I’aide d’une
centrifugeuse de jus Moulinex pour les feuilles et d’un mortier pour les racines). Une pincée
du sable (de la Fontainebleau) est ajoutée pour faciliter le broyage des tissus effectué dans la
glace. Les broyats sont filtrés a travers de la toile a bluter et du miracloth superposés
respectivement sur un entonnoir. Les filtrats récupérés dans une fiole en verre sont transvasés
dans des tubes de centrifugation SS34. Aprés équilibration avec le tampon d’extraction, ils
sont soumis ensuite a deux centrifugations différentielles, a basse vitesse 2500¢g (rcf, rotor
JA20, Beckmann) pendant 5 minutes (pour faire tomber les débris pariétaux, les noyaux et les
chloroplastes) et a haute vitesse 15000g pendant 20 minutes (pour faire tomber les
mitochondries). A 1’aide des pinceaux fins, les premiers culots de mitochondries brutes
obtenus sont resuspendus dans un volume du tampon de lavage pH7.5 contenant la BSA
(Bovine Serum Albumine, Sigma-Aldrich) et sont soigneusement pottérisés dans des potters
laches dans de la glace. Les suspensions sont diluées dans des tubes SS34 avec un volume
maximal de tampon de lavage et centrifugés a basse vitesse 2500g. Aprés 5 minutes, les
surnageants sont transférés dans des tubes propres et centrifuger a haute vitesse pour culotter
les mitochondries. Les culots sont repris a nouveau dans le tampon pour le lavage apres
pottérisation et centrifugés a deux cycles (a basse vitesse et a haute vitesse). Les culots de
cette centrifugation sont pottérisés dans du tampon de reprise avant d’étre centrifugés a
15 000g pendant 20 minutes, suivis de deux centrifugations a haute vitesse.

Les culots obtenus, enrichis en mitochondries brutes, sont repris dans un petit volume de
tampon de reprise et aliquotés par la suite pour le dosage des protéines mitochondriales, la

mesure de ’activité respiratoire et I’'immunodetection.

Tampon d’extraction pH 7.5 : 0.3M saccharose, 25mM Naz pyrophosphate, 10mM KH2PQg,
20mM acide ascorbique, 2mM Nas EDTA, 1% BSA, 1% PVP40, PMSF
Tampon de lavage pH 7.5 : 0,3 M saccharose, 10mM TES, 0.1% BSA-FFA, PMSF

Tampon de reprise : tampon de lavage sans BSA, PMSF.
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11.2.3.4.2. Mesure de la consommation d’oxygene des mitochondries extraites

a. Principe

Le principe est basé sur une mesure cinétique de l'oxygene moléculaire en milieu
liquide (I’oxygraphie) grace un systéme composé d’une électrode sensible a I’oxygene
(électrode Clerk) relié a un ordinateur pour enregistrer les tracés, en fonction du temps
(secondes), de la cinétique de 1’oxygeéne consommé en nmoles/s. La consommation d'oxygéne
mitochondriale est déterminée en utilisant des substrats et des inhibiteurs de la chaine

respiratoire.

b. Description de I'oxymeétre (I’électrode Clark)

En résumé, 1’¢lectrode Clark (sonde a oxygene, Hansatech instruments) comporte un bain
thermostaté (25°C), une cathode en platine et une anode en argent qui sont separées de la cuve
de I’expérimentation (cuve de mesure), contenant la suspension mitochondriale, par une
membrane de téflon imperméable a 1’eau et aux ions mais perméable a 1’0O2. Les molécules
d’oxygene présentes dans la cuve de mesure diffusent a travers cette membrane et sont
réduites en eau par les électrons de la cathode @. Simultanément, une réaction d’oxydation se
produit au niveau de I’anode @. Le courant électrique ainsi géneré est amplifié, enregistré et il
est proportionnel a la concentration d’oxygéne dans nos échantillons qui se réduit en fonction
du temps:
O2+4H " +4e” — 2 H,0 ®
4Ag+4Cl — 4 AgCl+4e @

Techniquement, la calibration de 1’électrode est indispensable avant chaque série de mesures
pour étalonner D’appareil et pour vérifier la fiabilit¢ des mesures oxygraphiques
mitochondriales dans les conditions expérimentales.

Apres la mise en marche du dispositif sous une pression d’O2 en équilibre avec ’air (0.6 & 0.7
mvolt), un volume de 1000 pl du tampon d’électrode est ajouté dans la cuve de mesure. Sous
une agitation constante, I’enregistrement de la tension est lancé, le signal est stabilisé et son
seuil correspond a une saturation en oxygeéne équivalent a 250 moles d’O.. Quelques secondes
apres, 10 ul de la solution d’hydrosulfite de sodium un piégeur de dioxygéne est directement
injecté dans la chambre de mesure (un petit aliquote d’hydrosulfite de sodium Na>S>04 dans
environ 300 pl du tampon). Une injection supplémentaire est effectuée pour obtenir une
déplétion totale en O.. La solution est ensuite éliminée et la cuve est abondamment rincée

avec de I’eau propre. La différence de tension A mvolt (v 2- v 1) entre 1’état de la saturation et
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celui d’épuisement d’O2 dans le milieu est rapportée a la quantité d’O2/mV et prise en compte

pour I’étalonnage de I’appareil (figure 8 ; figure annexe 2,).

Tomn 0

-----

Tension (mVolt)

0
S0 a1 002 s 15

0 100 1500

Temps (s)

Figure 7. Exemple de la calibration de I’¢lectrode Clark avant d’effectuer des mesures de la
respiration mitochondriale des plantules de ble.

c. Mesure de la consommation d’oxygéne

La chaine respiratoire mitochondriale des plantes comprend deux voies de transfert
d’électrons : la voie cytochromique qui comprend le cytochrome C oxydase (complexe IV de
la membrane) et la voie alternative qui comprend lI'oxydase Alternative (AOX). Afin d’aboutir
a une consommation d’oxygéne signifiante, nous avons optimisé les conditions du milieu de
mesure par 1’ajout des substrats nécessaires pour le bon fonctionnement de la chaine
respiratoire tels que le succinate + NADH ; et sa vitesse s’accélére avec 1’addition d’ADP.
Avant I’épuisement total de I’ADP, une nouvelle injection est ajoutée pour accélérer le
transport d’électrons. Pour répondre a notre objectif principal de cette expérimentation, L-
proline est utilisé comme substrat a la place du succinate.

Des inhibiteurs spécifiques de ces composantes de la chaine respiratoire mitochondriale (le
cyanure KCN pour le complexe 1V; [’acide salicyl-hydroxamique SHAM et le pyrogallol PG
pour 1’4A0X) sont aussi ajoutes dans la cuve de mesure au fur et & mesure du suivi de
I’évolution de la consommation d’oxygene. Ceci va dans le sens de révéler la capacité de
chaque voie dans nos conditions. Pour un méme substrat, la consommation d'oxygéne

mitochondriale est enregistrée a différents états respiratoires avec 1’électrode :
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Figure 8. Schéma illustrant I’enregitrement de la consommation d’oxygene dans les
mitochondries de I’haricot (Vigna radiata) et les différents états (Moller et Rasmusson dans
Plant Physiology, 2003). Selon une nomenclature technique définie par Chance et Williams

(1956), la consommation d'oxygene mitochondriale est enregistrée a différents états

respiratoires pour un méme substrat : état @ mitochondries seules ; état @ ajout des
substrats; état @ ajout d'’ADP en quantité limitée; état @ la totalité de I'ADP a été convertie

en ATP; état ® anoxie.

L’intégrité des mitochondries et leur capacité¢ a oxyder les substrats sont testés selon le
protocole appliqué sur Arabidopsis sp. (Cabassa-Hourton, 2014). Les mesures sont
indépendamment faites sur des mitochondries extraites a partir des feuilles et des racines des
variétés étudiées. Pour les différents échantillons, un volume de la suspension mitochondriale
de blé (20 ul) est soigneusement ajouté a la chambre de mesure contenant déja le tampon de
respiration sous agitation constante. Une série de deux mesures sont effectuées sur un méme
échantillon en présence des deux substrats Succinate + NADH et la proline dans 1’ordre
suivant :

- 900 pl tampon d’¢lectrode

- 20 pl de mitochondries brutes issues de I’une des 4 différents traitements (témoin, stressé,
proline ou bien stressé + proline);

- 3uld’ADP 20mM ;

- 30 pl de Succinate 0.4 M + 10 pl de NADH 0.1 M ou bien 30 ul de L-proline 0.2 M

- 3uld’ADP 20 mM

- 25 ulde KCN 0.1M

- 5pulde KCN 0.1M

- 1ulde DTT 0.25M + 10 pl de Pyruvate 0.5M

- 5pulde SHAM 0.3M

- 1puldePG0.1M



Tous ces substrats et inhibiteurs ne sont ajoutés qu’apres obtention d’une pente suffisante et

constante.

11.2.3.5. Tentative de la révélation de la protéine PDH par immonudétection

11.2.3.5.1. Détection de la présence de I’enzyme PDH dans les mitochondries
Afin de détecter la présence ou non de la protéine PDH caractérisée par son poids moléculaire
(~57kDa) dans nos échantillons, une hybridation Western-blotting a été réalisée aprés une

électrophorese SDS-PAGE. Les protocoles d’analyses sont décrits ci-dessous.
11.2.3.5.2. Electrophorése SDS-PAGE en conditions dénaturantes

L’électrophorése SDS-PAGE (sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
permet de séparer une protéine d’intérét dans un échantillon protéique sur un gel d’acrylamide
selon son poids moléculaire en présence d’un détergeant anionique SDS. Les échantillons a
analyser sont préalablement préparés avant de les charger sur le gel. Ils sont donc soumis & un
prétraitement dénaturant en ajoutant un volume du tampon Lemmli (4X) contenant 1pl B-
mercaptoéthanol (1/4 du volume final des extraits) avant de les chauffer a 95°C pendant 5
minutes.

Le dosage colorimétrique des protéines a été effectué sur les mitochondries brutes extraites
selon la méthode décrite par Lowry et al. (1951) par rapport & une gamme étalon réalisée a
I’aide de la BSA (Bovine Serum Albumin) a une concentration de 0.5 mg/ml. Pour une
concentration de 30 pg.ul? de protéines, un aliquote d’extrait protéique mitochondriale est
déposé (20ul) sur le gel d’acrylamide. Lors de la migration, les protéines sont d’abord
concentrées sur le gel de concentration (resolving gel 8%, 80 Volts, 30 minutes) puis séparées
sur le gel de séparation (stacking gel 4 %, 120 Volts, 2 heures). La migration est effectuee a
I’aide d’une cuve d’électrophorése contenant du tampon de migration (1x) (100 ml Tris-
glycine (10x), 10 ml SDS 10%, 900 ml H0) et en présence d’un marqueur a protéines (5ul,
PageRuler Prestained Protein Ladder) et d’un control positif (5ul de mitochondries brutes

d’Arabidopsis thaliana écotype Columbia).

Tris glycine 10x (1I) : 30.2g Tris-base 250mM, 144g glycine 1.92M et H-O.
Tampon Laeemmli (4x) 10 ml: 4ml Tris-HCL 0.5M pH 6.8 ; 4ml glycérol 100% ; 0.8 g SDS.

11.2.3.5.3. Transfert sur membrane (Western-blot)

Une fois séparées sur gel, les bandes proteiques sont transférées sur une membrane

nitrocellulose (Amersham Hybond-ECL GE Healthcare) a 1’aide d’un montage en cassettes



(systeme de sandwich) composé du gel, de la membrane, de deux meches et de huit papiers
Whatman ayant tous la méme taille que le gel. L’ensemble ou le sandwich est imbibé avec du
tampon de transfert (100ml Tris-glycine (10x), 200ml d’éthanol 96%, 3.75ml SDS 10%,
complété a 1l avec H20). Le montage est placé dans une cuve contenant le tampon de
transfert dans laquelle le transfert est lancé a 120 volts sous agitation et refroidissement
constants. Aprés 60 minutes d’incubation, la membrane est soigneusement récupérée et
directement colorée dans une solution de marquage au rouge ponceau 0.1% pendant 5
minutes. La décoloration est faite avec un ringage a 1’eau pure puis avec du TBS-Tween (1x)
pendant 5 et 10 minutes (100ml TBS (10x), 1ml Tween20, complété a 11 avec H20).

11.2.3.5.4. Réveélation immunologique

Dans un premier temps, la membrane récupérée est saturée dans le tampon TBS-Tween
contenant du lait écrémeé a 5% pour bloquer les sites qui ne contiennent pas les
protéines (50ml TBS-T (1x) + 2.5g du lait) pendant une heure sous agitation constante
(25rpm, température ambiante). Plusieurs ringages avec du TBS-T ont été briévement
effectués.

Puis elle est incubée dans 1I’obscurité toute la nuit a 4°C avec 1’anticorps primaire spécifique
de la protéine PDH1 dilué au 1/2500°™ dans du TBS-T (1x) contenant du lait écrémé 5%
(10ml du tampon de blocage + Sul d’anticorps prédilué au %™ dans du glycérol). La
membrane est ensuite lavée dans le TBS-T (1x) pendant 15 minutes et trois fois
successivement pendant 5 minutes. L’anticorps secondaire dilué au 1/8000°™ a été mis en
incubation avec la membrane pendant 1 heure (10ul d’Ac anti-lgG de lapin prédilué au 1/8°m
dans 10ml du TBS-T (1x)). Quatre lavages de la membrane avec le TBS-T (1x) (15 minutes et

deux fois 5 minutes) ont précédé le dernier lavage avec du TBS sans Tween.

La révélation est basée sur la détection de la réaction de I’anticorps avec la peroxyde de
raifort (horseradish peroxidase HRP) grace un substrat chemiluminescent composé de deux
réactifs peroxyde d’hydrogéne et luminol (1:1 v/v ; kit ECL prime GE Healthcare Amersham-
Biosciences, peroxide solution + luminol enhencer solution). Le contact de la face protéique
de la membrane, a 1’obscurité et a température ambiante, avec ce substrat réactionnel pendant
5 minutes est suffisant pour la révélation chemiluminescence dans une chambre noire sous
rayons UV (Syngene G:BOX Fluorescence Imaging System, logiciel GeneSys). Le temps
d’exposition varie de 30 secondes & une minute jusqu'a apparition d’un bon signal. Les bandes

sont enfin repérées et les images enregistrées.
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11.3. Analyse des données

Les valeurs moyennes des données obtenues sont calculées et représentées graphiquement
sous Excel 2007 avec leurs barres d’erreurs. L’analyse de variances des résultats ANOVA au

seuil 5% a été réalisée (logiciel statistique R, version 3.3.3 http://cran.r-project.org/), suivi

d’une comparaison des moyennes avec le test Tukey. Les lettres représentées dans les graphes

indiquent les différences significatives entre les différents traitements.
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Résultats

1. Effet de la proline exogene sur la germination

La figure 8 représente les pourcentages de germination des deux variétés de blé dur apres 7
jours de mise en germination dans les différentes conditions. En absence de stress (témoin),
une tendance similaire a été observée dans le pourcentage final de germination des deux
variétés et qui est de I’ordre de 97,14 %. Ces observations reflétent la bonne qualité des
semences utilisées et indiquent que les variétés MBB et HD3 présentent une bonne capacité

de germination.

Cependant, un effet hautement significatif (p<0,001) du stress salin & 10g/l de NaCl a été
enregistre sur le pourcentage de germination des graines. En effet, les données montrent que
le stress salin a réduit le pourcentage de germination d'environ 19,29 % pour la variété MBB
et 15,71 % pour la variété HD3 par rapport au témoin. En revanche, I'application exogene de
proline a augmenté de maniere significative le pourcentage de germination des graines
soumises aux conditions de stress salin atteignant 88,57 % et 89,29 % de germination pour les

variétés MBB et HD3 respectivement (figure 11).

Hedba 3

dohamed Ben Bachir

Figure 9. Effet de la proline exogéne sur la germination des graines de deux variétés de blé
dur sous stress salin. a) Hedba3 et b) Mohamed Ben Bachir.
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Figure 10. Effet de I'application exogene de proline sur le pourcentage de germination de
deux variétés de blé dur MBB et HD3 sous stress salin.

2. Effet de la proline sur les réponses morphologiques

La croissance des plantes a été évaluée en mesurant la longueur des feuilles et des racines
ainsi que le poids de matiere fraiche et le poids de matiére séche de jeunes plantes entieres
(Figure 12. 4A-C ; figure 2 annxe 1).

En I'absence de stress salin, la proline a stimulé la croissance de la variété HD3 avec une
augmentation du poids de matiere seche de 24% dans les feuilles et de 14% dans les racines

(Figure 12. 4A-C). La stimulation de la croissance par la proline est négligeable chez MBB.

Chez les deux variétés, les résultats obtenus ont montré que le NaCl a eu un impact négatif sur
la croissance des feuilles et des racines par rapport aux témoins non traités (Figure 12. 4A-C).
L’observation de la morphologie externe des extrémités racinaires a révélé que cette
morphologie chez les racines stressees par le sel est altérée prés de la zone du méristéme et de
I'extrémité de la racine (Figure 13). La croissance des organes est difféeremment inhibée en
conditions du stress salin, les racines des deux variétés ont été sensibles de fagon similaire au
stress avec des diminutions du poids de matiere seche de 53% pour MBB et 57% pour HD3.
Cependant, les feuilles du MBB sont plus sensibles au NaCl avec une réduction de 32 % de

leur poids de matiere séche contre 21% pour les feuilles de la variété HD3 (Tableau 5).
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La présence de la proline en conditions du stress salin a un effet bénéfique sur la croissance
qui est partiellement restaurée chez les deux variétés de blé dur étudiées (Figure 12. 4a-c).
Toutefois les varietes ont réagi differemment. En effet, la proline a réduit les effets inhibiteurs
du stress salin sur la croissance racinaire de 39 % chez HD3 et de 9 % chez MBB, et sur la
croissance des feuilles de 5 % chez HD3 et de 16 % chez MBB. Alors que la proline peut
partiellement atténuer les effets négatifs du stress salin chez le blé dur, les feuilles et les

racines de chaque cutivar ont des sensibilités différentes vis-a-vis du sel et de la proline.
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Figure 11. Effet du sel et de la proline sur la croissance des plantules de blé dur (variété HD3
et MBB) cultivées pendant 10 jours sur un milieu contenant du NaCl et/ou de la proline.

A. la croissance en longueur, B. le poids de matiére fraiche, C. le poids de matiére seche. Les
données sont des moyennes de n = 12 plantes, les barres d'erreur indiquent les erreurs
standard. Les barres marquées de lettres différentes indiquent des valeurs significativement
différentes (p < 0,05) dans le test de Tukey de '’ ANOVA.

Tableau 5. Pourcentage de I’indice de sensibilité chez les deux variétés

NaCl / Témoin Indice de sensitivité (%)
Feuilles Racines
HD3 -21.26 -57.57
MBB -32.04 -53.87

Proline/ Témoin

Indice de sensibilité (%)

Feuilles Racines
HD3 24.12 14.42
MBB 4.59 0.71

NacCl + Proline / NaCl

Indice de sensibilité (%)

Feuilles Racines
HD3 5.61 39.27
MBB 16.49 9.30
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Témoin NacCl Proline NaCl + Proline

Figure 12. Effet du sel et de la proline sur les extrémités racinaires des plantules de blé dur
(variété HD3 et MBB) cultivées pendant 10 jours sur un milieu contenant du NaCl et/ou de la
proline. (accolade représente la zone de division cellulaire ; barre = 200um; photo prise par

Mme Anne Guivarc’h membre de |’équipe APCE)

3. Effet de la proline sur la teneur relative hydrique

La teneur relative des feuilles en eau (TRE) est similaire chez les deux variétés en conditions
témoins. Sous le stress salin, cette TRE des feuilles est significativement plus faible (81%)
chez le variété MBB par comparaison au témoin (figure 12), ce qui indique que les plantules
sont soumises a un stress hyperosmotique. En présence de la proline, les plantules de MBB
ont maintenu leur teneur reltive en eau a son niveau basal enregistré en conditions non
stressantes. Ce résultat traduit 1’effet améliorateur de la proline pour le statut hydrique des
plantules stressées. Le pourcentage moyen de la TRE enregistré dans les feuilles des plantules
cultivées en présence de NaCl + proline est de 90% contre 81% dans les plantules stressées.
La TRE dans les conditions témoin est de 1’ordre de 91% (figure 14). En revanche, la proline
exogene n’a pas d’effet sur la TRE des plantules stressees de variété HD3. La TRE moyenne
enregistrée dans les deux conditions (NaCl et NaCl + proline) est similaire et elle est de 86%.
Il est a noter que le sel n’a pas impacté le statut hydrique d’HD3 par comaraison au témoin.

L'effet d'atténuation de la proline sur le RWC est donc spécifique a la variété.
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Figure 13. Effet du sel et de la proline sur la teneur relative en eau (TRE) des feuilles des
plantules de blé dur (variété HD3 et MBB) cultivées pendant 10 jours sur un milieu contenant
du NaCl et/ou de la proline.

4. Effet de la proline sur la teneur en pigments photosynthétiques

Les résultats montrent que le stress salin provoque une dégradation significative des
chlorophylles totales dans les plantes, les valeurs moyennes dans les deux variétés HD3 et
MBB, passent de 5,67 et 6,29 mg.g™ PS dans les plantules non stressées & 3,61 et 3,92 mg.g™*
PS dans les plantules stressées respectivement (Figure 15). Cette diminution est liée a la
réduction de la chlorophylle a et de la chlorophylle b mais en grande partie a la baisse de la
chlorophylle b qui est relativement la plus affectée par le sel chez les deux variétés (figure
14). Le taux de réduction de la chlorophylle b est de I’ordre de 60,75 % chez HD3 et 55,41%
chez MBB contre 30,82 % chez HD3 et 33,58 % chez MBB pour la chlorophylle a
comparativement au témoin.

Par ailleurs, les plantules cultivées dans un milieu contenant du sel avec de la proline se
caractérisent par des teneurs en chlorophylle a, chlorophylle b et chlorophylles totales plus
élevées que celles des plantules stressées, ce qui signifie que la présence de la proline pourrait
limiter I’effet réducteur du sel sur les pigments chlorophylliens des plantules exposées au
stress salin. Les valeurs moyennes enregistrées en chlorophylles totales sont 4,50 mg.g* PS
chez HD3 et 4,88 mg.g™* PS chez MBB soit une augmentation de 24,65 % et 24,49 % par

rapport aux plantules stressees respectivement (figure 15).
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Figure 14. Effet du sel et de la proline sur la teneur en chlorophylles et caroténoides des
plantules de blé dur (variété HD3 et MBB) cultivées pendant 10 jours sur un milieu contenant
du NaCl et/ou de la proline.
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Les résultats des caroténoides ont montré que le sel a un effet négatif sur la teneur de la
variété HD3 en caroténoides par rapport au témoin (-10,63 %). Par ailleurs, nous constatons
que I’apport en proline n’entraine une augmentation par rapport aux plantules stressées que
chez la variété HD3, I’augmentation enregistrée est de 24,55 %.

L’augmentation du rapport caroténoides/chlorophylles totales dans les plantules stressées
explique bien I’effet négatif du sel sur la teneur en chlorophylles totales chez les deux
variétés. A contrario, ce rapport diminue chez les plantules stressées en présence de la proline

exogene ce qui signifie I’augmentation de la teneur des chlorophylles totales (figure 15).

5. Effet de la proline sur la teneur en protéines hydrosolubles
En se basant sur les résultats obtenus, nous constatons que la teneur des deux variétés en
protéines varie négativement sous 1’effet du sel par rapport au témoin. L’effet du stress salin
est significatif dans les racines de la variété HD3 avec un pourcentage de diminution de
51,63%. Chez MBB, nous avons enregistré une diminution de 19,43 % de protéines dans ses
feuilles. Les résultats révelent aussi que I’apport de la proline dans les conditions salines
entraine davantage une réduction de la quantité des protéines dans les plantules stressées
exception pour les racines de la variété HD3 avec une légére augmentation par comparaison
aux conditions du stress. Nos résultats indiquent que I’apport de la proline dans les conditions
in vitro du stress salin n’exerce pas d’effet bénéfique sur I’amélioration de la teneur des
variétés de blé dur étudiées en protéines.
Dans les feuilles, la teneur en protéines chez HD3 passe de 24,89 a 17,09 mg.g™* PS et chez
MBB elle passe de 24,59 a 20,12 mg.g* PS alors que celle des racines passe de 15,37 & 9,03
mg.gt PS (figure 16).

Protéines
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Figure 15. Effet du sel et de la proline sur la teneur en protéines des plantules de blé dur
(variété HD3 et MBB) cultivées pendant 10 jours sur un milieu contenant du NaCl et/ou de la
proline.
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6. Effet de la proline sur la teneur en sucres solubles et amidon

L’analyse des résultats obtenus (figure 17) ont montré que la quantité des sucres est perturbée
dans les plantules de blé dur sous I’effet du stress avec ou sans proline, et les deux variétés
sont affectées difféeremment. Le stress NaCl a entrainé une augmentation significative des
sucres solubles dans les racines de variété HD3 (+ 26,75 %) et dans les feuilles de MBB
(+18,60 %) par rapport au témoin. Cette augmentation des sucres dans les feuilles de MBB
dans les conditions du stress est accompagnée par une diminution de leurs teneurs en amidon.
Par ailleurs, nous avons constaté une diminution de la teneur en sucres dans les racines de
MBB sous la contrainte saline (- 28,95 %) et une augmentation de la teneur en amidon (figure
17). Ce qui suggere que les sucres accumulés dans les feuilles pourraient résulter de

I’hydrolyse de I’amidon.

La présence de la proline dans les conditions du stress a exercé un effet réducteur sur la teneur
des plantules stressées des deux variétés en sucres. Chez HD3, la proline exogene a réduit de
maniére significative la quantité des sucres dans les racines contrairement a la variété MBB
ayant enregistré une réduction au niveau de ses feuilles par comparaison aux plantules
stressées. Cette réduction de la teneur des feuilles de variété HD3 en sucres est accompagnée
de I’augmentation de la concentration en amidon, suggérant que la proline exogéne pourrait
limiter I’utilisation des sucres dans les conditions du stress. Il est a noter que dans ces
conditions (NaCl + proline) la quantité des sucres des deux variétés cultivés est comparable.
Les valeurs de I’effet moyen de la proline sont de 1’ordre de 0,716 mg.g™ PS dans les racines
d’HD3 soit une baisse de 39,27 % comparativement aux plantules stressées. Chez MBB, elles

sont de 0,668 mg.g* PS dans les feuilles soit une réduction de 10,34 % (figure 17).
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Figure 16. Effet du sel et de la proline sur la teneur en sucres et en amidon des plantules de
blé dur (variété HD3 et MBB) cultivées pendant 10 jours sur un milieu contenant du NaCl
et/ou de la proline.

7. Effet de la proline exogéne sur la teneur du blé en proline

Dans les conditions témoins, la teneur des racines et des feuilles des deux variétes de blé dur
en proline libre est semblable et allant de 33 a 36 umol/g poids sec (Figure 18). En réponse au
stress salin, cette teneur en proline a principalement augmenté dans les feuilles, cette
augmentation a triplé chez HD3 et a quadruplé chez MBB par comparaison au témoin, ce qui
indique que la proline s'accumule préférentiellement dans les feuilles de blé dur sous I’effet
du stress NaCl in vitro. Par ailleurs, I’application de la proline exogéne a entrainé une
accumulation de la proline a la fois dans les feuilles et les racines. La proline accumulée dans
les racines de variété MBB est plus élevée que celle des racines de HD3 (244 umol/g PS
contre 150 umol/g PS (Figure 18).
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L’apport de la proline en conditions du stress salin a entrainé une forte augmentation de la
teneur des deux variétés en proline particulierement dans les feuilles qui ont accumulé 10 fois
plus de proline que le témoin. Dans ces conditions, la proline s'est accumulée davantage dans
les racines MBB (237 umol/g PS) que dans les racines HD3 (183 pumol/g PS).

Proline A ®  HD3 feuilles Proline s MBB feuilles

pmol/g Ps m HD3 racines umol/gPs , MBB racines
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Figure 17. Effet du sel et de la proline sur I’accumulation de la proline dans les plantules de
blé dur (varieté HD3 et MBB) cultivées pendant 10 jours sur un milieu contenant du NacCl
et/ou de la proline. A. accumulation de la proline dans les feuilles et racines de variété HD3,
B. Accumulation de la proline dans les feuilles et racines de variété MBB. Les données sont
des moyennes de n = 12 plantes, les barres d'erreur indiquent les erreurs standard. Les
barres marquées de lettres différentes indiquent des valeurs significativement différentes (p <
0,05) dans le test de Tukey de ’ANOVA.

8. Effet de la proline sur la teneur du blé en sodium et potassium

Les résultats du dosage ionique ont révélé que la teneur des plantules de blé dur témoins en
sodium avec ou sans proline exogéne est trés faible et elle ne dépasse pas 15 umol/g PS. Par
ailleurs, I’effet du stress NaCl est considérable. En effet, une forte accumulation des ions
sodium a été enregistrée dans les feuilles des plantules stressées comparativement aux
témoins qui est 100 fois plus élevée que chez les plantules témoins (plus de 1100 pmol/g PS) ;
cependant, le sodium est distribué différemment dans les deux variétés de blé. Chez HD3, la
teneur en sodium dans ses feuilles est relativement comparable avec celle des racines alors
que chez le variété MBB le sodium accumulé dans les feuilles est plus éleve (1181 pumol/g PS
contre 594 umol/g Ps) (figure 19). En revanche, 1’apport de la proline en conditions du stress

a entrainé une diminution de 50 % du sodium dans les feuilles de la variété MBB
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contrairement aux racines qui ont enregistré une augmentation de 30% du sodium par
comparaison aux plantules stressées non traitées (figure 19). Ces résultats suggerent que
I’accumulation du sodium chez la variété MBB est sensible a la proline mais pas chez la

variété HD3.

Pour le potassium, les résultats du dosage ont montré que les variétés HD3 et MBB témoins
contiennent 712 et 987 umol/g PS de potassium respectivement. La présence de la proline
dans les conditions témoins a entrainé une importante augmentation dans la teneur des feuilles
des plantules HD3 et MBB en cations potassium et qui est de 1’ordre de 976 et 1887 umol/g
PS respectivement (Figure 20).

Toutefois, le niveau du potassium enregistré sous 1’effet du stress salin est différent selon
I'organe et la variété. Chez MBB, le stress salin a provoqué une réduction de 37% de la teneur
des feuilles en potassium contrairement la variété HD3 chez laquelle aucun changement n’a
été observé. Quant aux racines, les niveaux du potassium enregistrés sont plus affectés par le
stress salin, elles contiennent 55 - 69% moins de potassium que les témoins. L’apport de la

proline a légérement modulé la teneur des racines en potassium (Figure 20).
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Figure 18. Effet du sel et de la proline sur la teneur en sodium des plantules de blé dur
(variétés HD3 et MBB) cultivées pendant 10 jours sur un milieu contenant du NaCl et/ou de la

proline.
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Figure 19. Effet du sel et de la proline sur la teneur en potassium des plantules de blé dur
(variétés HD3 et MBB) cultivées pendant 10 jours sur un milieu contenant du NaCl et/ou de la
proline.

Le ratio K*/Na* est un indicateur de la tolérance des variétés de blé dur a la salinité. Nous
avons constaté que les rations K*/Na* des deux variétés du blé sont différents dans les
plantules témoins, ce ratio est plus faible dans les racines et les feuilles de la variété HD3 que
MBB. En conditions du stress, ces rations sont 100 plus faibles dans les plantules stressées
par comparaison au témoin. L ’application de la proline en conditions salines n’a pas amélioré

de maniere significative le ratio K*/Na* (figure 21).
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Figure 20. Le ratio K*/Na* des plantules deux variétés blé dur cultivées in vitro pendant 10
jours dans sur un milieu contenant du NaCl et/ou de la proline. A. conditions témoin et
proline ; B. conditions NaCl et NaCl + proline

9. Effet de la proline sur le degré de la peroxydation lipidique

La teneur des plantules stressées en malondialdehyde (MDA) a augmenté dans la variété

MBB mais pas dans la variété HD3 comparativement aux plantules témoins (figure 22).

Cette augmentation de MDA indique la peroxydation des lipides membranaires provoquée par
10 g.I"* du NaCl. La présence de la proline dans les conditions du stress a maintenu le niveau
de MDA qui est égal a celui des plantules témoins des deux variétés (figure 22). La fuite
d'ions des tissus foliaires est une mesure de I'intégrité de la membrane qui est affectée par les
stress oxydatifs et la peroxydation des lipides. Les analyses des résultats ont montré que le
stress salin a provoqué 1’augmentation de la fuite d’ions chez les deux variétés. Les
pourcentages des fuites membranaires ont augmenté de 110% chez HD3 et 97% MBB par
rapport au témoin (figure 23) traduisant ainsi I’augmentation du degré de la peroxydation des
lipides membranaires. Par ailleurs, la proline exogéne a un effet réducteur sur la fuite relative

d’¢électrolytes dans les feuilles des 2 variétés en conditions du stress salin.
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Figure 21. Effet du sel et de la proline sur la teneur en malondyaldéhyde des plantules de blé
dur (variétés HD3 et MBB) cultivées pendant 10 jours sur un milieu contenant du NacCl et/ou
de la proline
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Figure 22. Effet du sel et de la proline sur la fuite d’ions des plantules de blé dur (variétés
HD3 et MBB) cultivées pendant 10 jours sur un milieu contenant du NaCl et/ou de la proline

10. Effet de la proline sur I’activité antioxydante superoxyde dismutase

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que le stress salin a induit une augmentation de
I’activité enzymatique dismutase (SOD) chez le blé dur mais différemment chez les deux
variétés etudiéss. Chez la variété HD3, I’activité enzymatique SOD des plantules stressées est
plus élevée que celle de la variété MBB, dépassant les 40 UA contre 20 UA chez MBB. Par
comparaison aux plantules HD3 témoins, cette activité est multipliée par trois en conditions
du stress salin. La présence de la proline dans les conditions du stress a considérablement
augmenté I’activité SOD chez la variété HD3 jusqu’a atteindre 60 UA soit une augmentation

de 4 fois plus que le témoin.

Chez la variété MBB, l'activité basique de la SOD est plus faible que celle enregistrée dans
les plantules HD3, elle a doublé sous ’effet du stress salin. En revanche en présence de la
proline exogéne dans les conditions du stress, cette activité SOD est maintenue a son niveau
basique par comparaison aux plantules témoins (20 unité d’activité de la SOD) (figure 24). La
proline a donc des effets différents sur l'activité antioxydante de MBB et HD3 sous le stress

salin.
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Figure 23. Effet du sel et de la proline sur I’activité superoxyde dismutase (SOD) des
plantules de blé dur (variétés HD3 et MBB) cultivées pendant 10 jours sur un milieu
contenant du NaCl et/ou de la proline.

11. Effet de la proline sur ’expression génique

11.1. Expression du marqueur du stress

L’analyse par RT-PCR de I’expression du gene de blé dur déhydrine TADHN15.3 (abrégé ici
en DHN), un géne eonnu pour sa sensibilité au stress hydrique et au stress salin, nous a permis
d’évaluer I’effet de la proline et du stress salin sur son expression dans les feuilles et les
racines des deux variétés HD3 et MBB. Les résultats obtenus ont montre 1’augmentation des
transcrits du géne DHN dans les feuilles et les racines des deux variétés HD3 et MBB
exposées a un stress salin de 4 heures et de 8 heures et la transcription est plus élevée jusqu’a
10 jours du stress comparativement au témoin (figure 25). En présence de la proline dans les
conditions du stress salin, I’accumulation des transcrits de DHN est stimulée dans les racines
notamment chez la variété MBB mais dans les feuilles les transcrits augmentent moins. En
absence du stress, la proline n’a pas d’effet sur I’expression de la déhydrine dans les racines
(figure 25). Pour les plantules exposées au stress NaCl pendant 10 jours, nous avons observé
une accumulation des transcrits de DHN. L’effet de la proline exogéne sur 1’effet négatif du
sel vis-a-vis de 1’accumulation de la déhydrine est observe apres 10 jours dans les feuilles de
la variété MBB et HD3. Chez MBB, la proline seule a Iégerement modifié 1’accumulation des

transcrits de la dehydrine dans les feuilles apres 10 jours.

91



4h

8h

10]

HD3 MBB

Feuilles Racines Feuilles Racines

Na Na Na Na
TNa Propg T Na Pro po T Na Pro Po 1 Na Pro p,

DHN

—
<
= O

Il
i

TUB
DHN

TUB

Figure 24. Effet du sel et de la proline sur I’expression du gene du stress dehydrine (DHN)
des plantules de blé dur (variétés HD3 et MBB) cultivées sur un milieu contenant du NaCl
et/ou de la proline. (T= témoin, Na = NaCl, Pro = proline, Na+Pro = NaCl + proline).

11.2. Effet du stress salin et de la proline sur I’expression des génes candidats de la

biosynthése de la proline

Il a été démontré antérieurement que la proline s’accumule dans les conditions stressantes et
que les génes impliqués dans sa biosynthése et son catabolisme sont régulés dans les plantes
exposées au stress salin. Dans la présente étude, I’analyse par RT-PCR a montré que
I’expression du premier géne responsable de la biosynhése de la proline P5CS est
positivement régulée par le stress apres 8 heures dans les feuilles des deux variétés. Dans les
racines, 1’expression du géne P5CS est moins modulée par le stress mais le niveau basal de
I’expression est plus élevé dans les racines que dans les feuilles. Sous I’effet du stress NaCl et
de la proline, I'accumulation des transcrits de P5CS est plus faible dans les feuilles HD3 et les
racines MBB. Aprés 10 jours de stress salin, I'expression de P5CS diminue jusqu'a son niveau
enregistré dans les plantules témoin, exception pour les racines MBB ou elle augmente sous

I'effet du sel et diminue sous I’effet du sel et de la proline (Figure 26).
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Par ailleurs, le géne codant pour la P5CR deuxiéme enzyme impliquée dans la biosynthese de
la proline montre une expression plus élevée dans les conditions normales ; cette expression
n’est pas régulée par le stress salin dans les deux variétés. Quant au catabolisme, les niveaux
des transcrits du gene PDH sont diminués dans les racines par le stress salin d’une courte
période mais cet effet n’a pas été observé en présence de la proline notamment chez la variéte
MBB. L’expression du gene PDH est 1égérement régulée a la hausse en présence de la proline
seule plus particulierement dans les feuilles HD3 aprés 10 jours de culture en présence de la
proline (figure 26). Dans I’ensemble, nous constatons que le stress salin peut augmenter
transitoirement l'expression du gene de biosynthése de la proline P5CS et réprimer
I'expression de son gene de dégradation PRODH. Cependant les variétés de blé dur étudiées

régulent différemment ces genes (figure 26).

De maniere intéressante, les résultats de western blotting a partir d’extraits de protéines
totales en utilisant les anticorps anti-ProDH ont clairement révélé une bande distincte vers
57kDa dans I’extrait protéique mitochondriale des feuilles et des racines des deux variétés qui
pourrait correspondre a la protéine PDH (figure 27) ; ce qui confirme que le gene PDH a été
exprimé et qu’il y a eu la synthese de la protéine correspondante dans nos plantules. La
présence de cette protéine est detectée dans les 4 conditions de culture. Nous notons toutefois
la différence d’intensité du signal entre les différents traitements et les organes. Les bandes
sont relativement plus intenses dans les conditions témoins des deux variétés, exception pour
les racines MBB. La bande suggérée comme étant la PDH voit son intensité faiblement
modifiée chez les plantes exposées au stress appliqué seule ou en présence de la proline. Par
ailleurs, I’analyse de 1’expression génique a montré que la PDH est régulée a la hausse par la
proline. Chez MBB, nous remarquons un meilleur contraste de la bande a 57kD dans les
racines notamment en présence de la proline exogene en conditions salines (NaCl + Proline)
(figure 27). Cette observation est en corrélation avec le résultat de I'expression génique qui
montre la régulation positive de la PRODH par la proline exogéne dans les racines en
conditions de stress. En dessus, une bande trés rapprochée qui apparait au poids moléculaire
attendu dans les feuilles et les racines de blé correspond probablement a 1’isoforme de la

protéine.
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Figure 25. Effet du sel et de la proline sur I’expression des génes de biosynthese et du
catabolisme de la proline (PCS et PDH) des plantules de blé dur (variétés HD3 et MBB)
cultivées sur un milieu contenant du NaCl et/ou de la proline. (T= témoin, Na = NaCl, Pro =
proline, Na+Pro = NaCl + proline).
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Figure 26. Détection immunologique par Western blotting de la protéine Prodh dans les
plantules de blé HD3 et MBB dans nos conditions. (A) et (C) coloration au rouge ponceau;
(B) et (D) hybridation western blotting.
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Les résultats d’oxygraphie enregistrés a 1’aide de 1’¢léctrode a oxygene ont révélé une
consommation d'oxygene par les mitochondries brutes des feuilles et des racines de nos
plantules de blé dur (figure 28), ce qui signifie que les mitochondries brutes de blé dur
extraites pour la premiére fois dans notre laboraoire sont intactes et fontionnelles et qu’une
respiration mitochondriale a eu lieu dans nos conditions en présence des substrats
respiratoires utilisés (succinate + NADH et de la proline) avec I’ajout des d’inhibiteurs. La
figure suivante est un exemple d’enregistrement de la consommation d’oxygene (nmoles/s)
dans les mitochondries extraites des racines de variété HD3 traitées a la proline en fonction du
temps (secondes). Nous avons observé que la consommation d’oxygéne dans les suspensions
mitochondriales a accéléré en ajoutant le substrat succinate/NADH et I’ADP (état 3) qui sont
nécessaires au bon fonctionnement de I’activité respiratoire totale notamment par la voie
cytochrome C. Cette consommation d’oxygene a été ralentie en raison de 1’épuisement de
I’ADP dans le milieu réactionnel suite a sa conversion en ATP (état 4). De plus, elle a été
arrétée sous I’action de I’inibiteur de la chaine respiratoire (SHAM) par compraison aux
racines témoins montrant une régression linéaire continue de la consommation d’O2 meeme
avec I’addition de I’inhibiteur (figure 28). Nous suggérons que dans les racines traitées avec la
proline, les éléctrons libérés par la réaction d’oxydation de la proline en P5C sous I’effet de
I’enzyme PDH sont transférés vers la chaine respiratoire de la membrane mitochondriale
avant la réduction des molécules d’O2 présentes dans la cuve de mesure. Ce résultat confirme
la compartimentation des voies métaboliques de la proline notamment sa dégrardation qui se
situe au niveau des mitochondries. Par ailleurs, les résultats obtenus représentatifs de deux
répétitions n’ont pas révélé une amélioration de I’activité respiratoire des mitochondries en
utilisant la proline comme substrat das nos conditions expirementales. Cela est expliqué par le
fait que le protocole d’Arabidopsis ne permet pas d’optimiser cette activité chez le blé dur et
nécessite une préalable mise au point notamment la concentration des substrats

mitochondriales.
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Figure 27. Exemple de la consommation d’oxygene enregistrée dans les mitochondries brutes
des racines de variété HD3 a I’aide 1’élecrode Clarck en presence du susbtrat Succinate
+NADH. (A) mitochondries brutes des racines de plantules HD3 traitées avec de la proline.
(B) mitochondries brutes des racines de plantules HD3 témoin.

11.3. Expression de genes candidats des transporteurs de Na* (transporteurs HKT)

Nous avons testé chez le blé¢ dur I’expression des génes associés aux locus candidats des
transporteurs du sodium Nax1 et Nax2 qui sont impliqués dans la tolérance des plantes au sel.
Nous avons comparé l'expression relative des génes de la famille HKT (High-K*-
Transporters) a savoir HKT1;4-1, HKT1;4-2 et HKT1;5 (HKT8) chez les deux variétés de blé
dur. Les résultats obtenus ont montré que le géne HKT1;4-1 est faiblement exprimé dans les

racines des plantules temoins et il est négativement regulé par le stress salin a partir de 4
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heures de stress (Figure 29). Par ailleurs, le gene HKT1;4-2 est exprimé principalement dans
les feuilles ou il a été induit par le stress salin chez les deux variétés de blé dur a partir de 4
heures de traitement. Chez la variété MBB, une faible induction de I’expression du gene
HKT1;4-2 est également observée dans les racines (figure 29). Cette différence d'expression
entre les feuilles et les racines suggere que les transporteurs codés par les génes HKT1;4-1 et
-2 ont une regulation spécifique aux organes et donc des rbles différents. Bien que la
régulation des genes HKT1;4 a été observée aprés quelques heures d’application du stress
salin, les feuilles et les racines exposees plus longuement au stress n'ont pas maintenu les
mémes niveaux de régulation. La proline exogéne a interféré avec l'expression du gene
HKT1;4-2 dans les feuilles de la variété HD3 aprés 8 heures en absence du stress et apres 10

jours de stress salin.

En ce qui concerne le géne HKT1;5, les profils d’expression montrent qu’il est absent dans les
feuilles des deux variétés mais détectable dans leurs racines. Il semble étre positivement
régulé par le sel et par la proline, cependant les niveaux des transcrits obtenus ne nous

permettent pas de trancher sur sa régulation dans nos conditions (figure 29).
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Figure 28. Effet du sel et de la proline sur I’expression des génes candidats des transporteurs
du sodium HKT (HKT1;4-1, HKT1;4-2, HKTL1;5) des plantules de blé dur (variétés HD3 et
MBB) cultivées sur un milieu contenant du NaCl et/ou de la proline. (T= témoin, Na = NaCl,
Pro = proline, Na+Pro = NaCl + proline).
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Discussion

1. L’effet améliorateur de la proline sur la germination de blé dur

La germination est I'un des criteres les plus viables utilisés pour sélectionner la tolérance des
plantes au sel (Jamil et al., 2006). Il est bien évident qu'une espéce ou une variété avec une
meilleure germination et croissance sous stress salin seront plus tolérants au stress a des

stades ultérieurs de croissance avec une meilleure productivité (Athar et al., 2009).

Sur la base du pourcentage de germination final, il a été constaté dans cet essai que le stress
salin & une concentration de 10 g.I"t de NaCl affecte significativement la germination des
graines de blé (figure 8 ; figure 9). Nos résultats sont en accord avec ceux de Mallek-Maalej
et al. (1998), Datta et al. (2009) et Akbari et al. (2007) qui ont observé que le stress au NaCl
réduisait le pourcentage de germination de Triticum durum et Triticum aestivum
respectivement. Chez 1’orge, Kadri et al. (2009) ont montré que le taux de germination a
diminué dans la plupart des accessions cultivées in vitro a partir de 6 g NaCl/l. La salinité a
des effets néfastes sur la croissance des plantes, ceux-ci sont associés en partie a la
germination (Kahlaoui et al.,, 2016). Selon Rahman et al. (2008), la salinité affecte la
germination de deux manieres : @ il peut y avoir assez de sel dans le milieu qui entraine la
diminution du potentiel osmotique jusqu’a retardement ou empéchement de I'absorption de
I'eau nécessaire a la mobilisation des nutriments requis pour la germination (effet osmotique),
@ les constituants ou les ions du sel peuvent étre toxiques pour I'embryon (effet ionique).
Sangeetha (2013) a montré que NaCl a un effet inhibiteur sur les hydrolases particuliérement
les amylases des semences du riz. Pendant la germination, I'action conjointe des deux stress se
manifeste par une diminution du pourcentage et de la vitesse de germination (Delatorre-
Herrera and Pinto, 2009). Cependant, I'application exogéne de 20 mM de proline a contrecarré
ces effets négatifs du stress salin sur la germination des deux variétés de blé dur. Ces résultats
de la présente étude sont similaires a certaines études antérieures. Il a été rapporté que la
proline appliquée de maniére exogéne a amélioré la germination des graines de blé tendre
(Triticum aestivum) (Talat et al., 2013), de l'orge (Zeid, 2011) et du sorgho (Hussain et al.,
2010). La tolérance au sel au stade de la germination est un facteur important car la salinité du
sol est principalement abondante a la couche de surface (Rahman et al. 2008). Les travaux de
Deivanai et ses collaborateurs (2011) ont montré que les graines de riz prétraitées avec de la
proline sont une évidence significative de 1’évaluation de la tolérance au sel au stade de la
germination. Il est bien évident que la proline exogene améliore efficacement la tolérance au

sel a differents stades de croissance d'une grande variété de plantes (Ashraf and Foolad, 2007;
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Hoque et al., 2007a; Hamdia and Shaddad, 2010) mais peu d'informations sont disponibles sur
son effet et son réle sur la germination des plantes notamment sur le blé dur. En se basant sur
les résultats de cette présente étude, nous pouvons suggérer que la proline exogene serait
absorbée par les graines et fonctionnerait comme un stimulateur de leur tolérance au sel a
travers l'accumulation de solutés organiques compatibles endogénes tels que la proline
endogéne, la glycine-bétaine et les sucres (non mesurés ici) ; ces osmolyes pourraient agir a
leur tour comme osmoprotecteurs. Athar et al. (2009) ont rapporté qu’en présence de la
proline, les graines pourraient maintenir un meilleur état hydrique en augmentant I'influx
d'eau et en réduisant son efflux dans les conditions de limitation de I'eau induites par la
salinité et protégeraient les membranes contre la toxicité ionique et le stress oxydatif induit
par le sel dans les graines en germination. Selon Zeid (2011), I'amélioration du pourcentage
de germination est associée a I'augmentation de I'activité amylasique et protéasique dans les
graines. En fait, il a été démontré que le traitement des graines d'orge avec de la proline a
significativement augmenté l'activité amylase et protéase et a amélioré la croissance des
coléoptiles en conditions du stress salin. De plus, I'effet du traitement de la proline est plus
prononcé sur l'activité protéase. L'amylase et la protéase jouent un role trés important pendant
la germination. Pour cela, I'nydrolyse des réserves de la graine (I'amidon et les protéines)
permet aux axes de I'embryon d'utiliser les hydrolysats tels que les sucres et les acides aminés
nécessaires a la croissance précoce. En comparant les deux variétes, on peut observer que la

varieté Hedba 3 est plus tolérante au stress salin en termes de germination.

2. Le stress salin affecte la croissance des plantules de blé dur

Sur le plan morphologique, le stress salin induit par le chlorure de sodium a retardé la
croissance des plantules de blé qui s’est traduit par une réduction des parametres estimes de la
croissance. La croissance est d’autant plus réduite que la plante est sensible a 1’effet
spécifique de I’ion en exces dans ses tissus (Levitt, 1980). Le blé dur est I'une des céréales les
plus sensibles au sel. Il a relativement une faible capacité d'exclusion du sodium par
comparaison au blé tendre ou aux autres espéeces du Triticum (James et al., 2006; Munns et
al., 2006; Rampino et al., 2006), il ne stocke pas efficacement le sodium dans les
compartiments cellulaires et son méristéme racinaire est moins perceptif au stress salin (Wu et
al., 2018).

D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté que la sensibilité de la croissance des
feuilles au stress salin varie selon la variété, elle est plus faible pour HD3 que pour MBB,

suggerant une différence dans l'effet du stress salin vis-a-vis des deux variétés de blé dur.
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Selon Wau et al. (2018), la tolérance du blé dur au sel varie fortement en fonction de la variété
étudiée et du mode de culture (culture in vitro, hydroponie). La croissance des organes a été
differemment affectée en présence de NacCl, les racines étant plus sensibles que les feuilles.
Les racines des deux variétés sont pareillement sensibles au stress salin. Tammam et ses
collaborateurs (2008) ont démontré que chez le blé, la racine était 1’organe le plus sensible au
sel. Un résultat similaire a été enregistré par Mane et al. (2011) chez une autre graminée
(Pennisetum alopecuroides). Abo-kassem (2007) rapporte qu’une croissance plus importante
des racines dans les conditions du stress est une stratégie d'adaptation des plantes leur
permettant d’aller a la recherche de 1'eau. Cependant, la croissance des racines de nos variétés
de blé dur est négativement affectée par le stress salin. Une désorganisation des tissus
racinaires sous 1’effet du sel a été constatée dans les plantules traduisant leur sensibilité a
I’effet de la salinité. Les cellules de la zone de division des racines de blé ont été décrites

comme étant gravement altérées par le stress salin (Annunziata et al., 2017).

3. Le stress salin affecte le statut hydrique des plantules de blé dur

Le stress salin a également provoqué une diminution de la teneur des feuilles en eau dans les
plantules cultivées en présence du sel. Un méme résultat a été observé par Chorfi et Taibi
(2011) chez le blé dur. Cette diminution du contenu intracellulaire des plantules en eau dans
nos conditions indique qu'un stress hyperosmotique s’est produit dans les tissus foliaires des
plantules du blé. Cela est confirmé par I’induction de I’expression du gene dehydrine par le
stress qui est associée a la déshydratation. L’accumulation des transcrits de la déhydrine a été
également observée chez le riz et d’autres céréales soumises a la salinité (Masmoudi et al.,
2001). Ces protéines sont connues pour leur induction dans les tissus végétatifs par les divers
stress abiotiques qui provoquent la déshydratation des cellules (Hanin et al., 2011). Selon
Houimli et al. (2008) et Deivanai et al. (2011), le stress osmotique est di principalement a
une séquestration des ions de sodium et de chlore dans la vacuole induisant ainsi une
diminution du potentiel osmotique interne, qui sera a I’origine d’une déshydratation partielle
du cytoplasme. Cette déshydratation conduit alors a une altération du métabolisme cellulaire
et par conséquent a une réduction de la croissance. Houimli et al. (2008) ajoutent que le NaCl
empéche la croissance en réduisant la division et I'agrandissement cellulaires. Rappelons que
I’eau est d’une part essentielle pour tous les processus physiologiques de la plante entiere, et
d’autre part elle constitue le milieu principal de transport des métabolites et des nutriments au
niveau cellulaire (Bartels and Souer, 2004). Certaines études ont rapporté que cette
diminution de la TRE chez le blé dur est plus rapide dans les variétés sensibles que les
variétés résistantes (EI-Bassiouny and Bekheta, 2005). La variété Hedba 3 (HD3) s’avére plus
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sensible que Mohamed Ben Bachir (MBB). Des études récentes indiquent la corrélation
positive entre I’accumulation des protéines déhydrines avec la tolérance des plantes au stress
(Hanin et al., 2011) et suggerent plusieurs activités pour les DHNs y compris la sequestration
des ions, la stabilisation des membranes et des macromolécules, le réle de molécule
chaperonne (Masmoudi et al., 2001; Tripepi et al., 2011). Il a été suggéré que les déhydrines
peuvent également jouer un réle antioxydant pour atténuer les dommages oxydatifs dans les
plantes stressees via le piégeage des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) (Sun and Lin,
2010). Chez le blé dur, Saibi et al. (2015) supposent la contribution de la déhydrine (DHN5)
dans les mécanismes impliqués dans la tolérance au sel tels que le métabolisme de la proline
et dans le systéme de détoxification des ROS. Cependant, nos resultats ne montrent pas que la
déhydrine (DHN1) est le marqueur moléculaire de la tolérance des variétés de blé dur étudiées
au stress salin. L’accumulation rapide des transcrits du gene DHN dés les premieres heures du
stress jusqu'a 10 jours ne semble pas contribuer dans 1’atténuation des effets du stress salin sur
les membranes et les protéines ainsi que la réduction quantitative des ions accumulés dans les
plantules in vitro. Le rdle antioxydant de la déhydrine a été proposé par plusieurs études
(Hanin et al., 2011; Sun and Lin, 2010), mais les résultats obtenus dans nos conditions

expérimentales ne sont pas suffisants pour confirmer cette hypothese.

4. Le stress salin a provoqué le stress oxydatif dans les plantules de blé dur

Le stress salin provoque également un stress ionique qui est souvent associé au stress
oxydatif. Nous avons enregistré une augmentation de la fuite d'ions et de la teneur de
malondialdéhyde MDA traduisant la peroxydation lipidique et 1’effet oxydatif du sel sur les
plantules notamment chez la variété MBB, ce qui indique que le stress salin imposé aux
plantules est élevé. Des résultats similaires sont enregistrés par Zeid (2011) qui ont démontré
que le NaCl a provoqué I’augmentation des niveaux des parameétres du stress oxidatif (MDA
et la fuite d’électrolytes membranaires) chez 1’orge. En effet, le stress oxydatif est causé par
I’excés des espéces réactives d'oxygéne (ROS) (Xiong and Zhu, 2002). Ces molécules
hautement actives peuvent provoquer des dommages oxydatifs au niveau des lipides
membranaires, des protéines et des acides nucléiques (Jérémie Diédhiou, 2006; Pang and
Wang, 2008). La peroxydation des lipides conduit a I’altération de la fluidit¢é membranaire et
a ’augmentation de sa perméabilité modifiant ainsi les homéostasies chimiques et redox
cellulaires (Pourrut, 2008). Cela pourrait également expliquer la réduction de la croissance de

nos plantules sous 1’effet du stress salin.
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5. L’apport de la proline exogene a partiellement atténué les effets négatifs du sel
sur la croissance des plantules de blé

La présence de la proline a atténué I'effet neégatif du stress salin sur la croissance des plantules
de blé dur qui a eté partiellement restaurée dans les deux variétés. Ce résultat rejoint ceux
rapportés chez le blé tendre (Talat et al., 2013), le riz (Sobahan et al., 2009), I'orge (Lone et
al., 1987) et d'autres espéces vegétales (Khedr et al., 2003; Szabados and Savoure, 2010;
Medeiros et al., 2014; Butt et al., 2016; Nessim et al., 2009). Chez le tabac Nicotiana
tabacum, Okuma et al., (2004) ont montré que la proline exogéne (20 mM) permet de lever
I’inhibition imposée par une concentration élevée du sel (200 mM) et que le poids de maticre
fraiche de ces plants de tabac augmente davantage en présence de la proline exogéne. Cette
observation a été confirmée par Reza et al. (2006) qui ont démontré que la présence de la
proline dans le milieu de culture entraine une hausse de 15 % a 20 % dans la matiere fraiche
aérienne de deux variétés de 1’orge (Hordeum vulgare) soumises a une concentration de 200
mM de NaCl. De méme, Khedr et al. (2003) ont rapporté que 5mM de proline exogene
améliore significativement le poids de matiére fraiche de la partie aérienne des plantules de
Pancratium maritimum L. sévérement stressées par 300 mM de NaCl. Il a été également
démontré que l'ajout de la proline peut améliorer la croissance des plantules soumises a
d’autres types de stress tel que le stress du Selenium (Aggarwal et al., 2011).
Alors que la proline peut partiellement atténuer les effets négatifs du stress salin sur la
croissance de blé dur, il y a une différence de 1’effet améliorateur de la proline exogene entre
les deux variétés soumises au stress NaCl pendant 10 jours. Nous suggérons que les réponses
des feuilles MBB et des racines HD3 a la proline exogéne peuvent minimiser les effets
néfastes du stress au NaCl mais ces réponses sont dépendantes de la variété telle qu’il a été
relaté par Per et al. (2017). Il a été rapporté que la proline pourrait agir comme une molécule
de signalisation en modulant la division cellulaire dans la racine chez Arabidopsis thaliana
(Biancucci et al., 2015). Dans ce présent travail, I'effet de la proline sur la croissance des
racines est faible. L'effet atténuateur de la proline sur le statut hydrique des plantules (la
teneur relative en eau) est également différent entre les variétés étudiées, chaque variété ayant
une réponse spécifique vis-a-vis de la proline. Cette spécificité pourrait étre expliquée par le
degré de sensibilité des variétés au stress salin. Chez MBB, I’effet favorable de la proline sur
les feuilles en conditions stressantes pourrait étre associé a I’augmentation de leur teneur
relative en eau et a la protection des cellules contre le stress osmotique. Nombreux sont les
auteurs qui ont démontré le réle de la proline exogéne dans le maintien d’une teneur relative

en eau favorable sous la salinité : Chez Hordeum vulgare (Zeid, 2011), Cucumis sativus
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(Huang et al., 2009), Cucumis melo (Kaya et al., 2007). Il a été suggéré que la proline
déclenche I’accumulation de certains osmolytes organiques tels que la proline, la glycine
bétaine ou les sucres solubles et inorganiques tel que le potassium qui aident les plantes a
ajuster leur potentiel osmotique cellulaire et donc a maintenir une teneur en eau plus élevee
(Ahmed et al., 2011; Khan et al., 2014; Zhang and Becker, 2015). Dans une analyse de I'effet
bénéfique de la proline exogene dans des conditions salines, Huang et al. (2009) et Nawaz et
al. (2010) ont considéré que son réle essentiel se situe au niveau de 1’amélioration du statut
hydrique, le maintien de 1’équilibre osmotique et la stabilisation des structures subcellulaires
de la plante puisque la réduction initiale de la croissance apres le stress salin résulte de son
effet osmotique. Selon Ashraf (2004) et Raza (2006), la contribution relative des solutés
organiques notamment la proline dans 1’ajustement osmotique varie selon les especes, les
variétés et selon les organes au sein d’'une méme plante. D’autres chercheurs ont suggéré que
la proline exogeéne fournit de 1’énergie pour la croissance et la survie des plantes stressées
contribuant de ce fait dans leur tolérance au stress salin ou hydrique (Ali et al., 2007; Kaya et
al., 2007). Cependant, Yan et ses collaborateurs (2011) ont associé ce role de la proline
exogéne a son action en tant que nutriment et a sa contribution dans la division et
I’agrandissement cellulaires vis-a-vis de la croissance pondérale dans les plantules non
stressées. D’autre part, en conditions salines, ils considérent que la proline exogéne peut agir
en tant qu’antioxydant intervenant dans quelques mécanismes de défense dans les plantules
endommagées par I’effet du stress salin tels que 1’élévation de la photosynthése, le maintien
des activités enzymatiques et 1’élimination ou détoxification des especes réactives de
I’oxygéne. Dans ce présent travail, 1’apport de la proline exogéne a également protégé les
plantules notamment la variété MBB contre les effets délétéres du stress oxydatif causés par
le sel en réduisant la concentration de malondialdehyde et la fuite d’électrolytes. Cela signifie
que la proline aide les membranes cellulaires a maintenir leur intégrité et leur stabilité en
minimisant la peroxydation lipidique et la fuite des ions. Des résultats similaires sont
enregistrés chez 1’orge par Zeid (2011) qui a montré que les plantes stressées et traitées avec
de la proline ont montré une diminution de la fuite des ions et de la teneur de
malondialdéhyde. De nombreuses études ont rapporté que la proline limite significativement
les dommages oxydatifs induits par le stress salin par une diminution de la teneur de
malondialdéhyde et la fuite des ions : Okuma et al. (2000), Okuma et al. (2004), Reza et al.
(2006), Ben Hassine et al. (2008), Banu et al. (2009), Huang et al. (2009), Yan et al. (2011),
Kaya et al. (2007). Il a été suggéré qu’en conditions stressantes, la proline peut agir sur la

détoxification des radicaux libres (Okuma et al., 2000, 2004; Hoque et al., 2007a; Banu et al.,
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2009; Yan et al., 2011) ou améliorer le potentiel redox par un bon approvisionnement des
cellules en NADP™ (Hassine et al., 2008). Parmi les différents solutés compatibles, la proline
est le seul qui a été démontré capable de protéger les cellules végétales contre les dommages
oxydatifs en piégeant directement les ROS, tels que I'oxygéne singlet (102) et le radical
hydroxyle ‘OH (Anwar Hossain et al., 2014). La proline exogene pourrait également
contribuer dans 1’amélioration de I’activit¢ des enzymes antioxydantes impliquées dans la
détoxification des ROS (Hoque et al., 2007a; Huang et al., 2009; Islam et al., 2009; Kumar et
al., 2010; Yan et al., 2011). Chez la varieté HD3, la présence de la proline dans le milieu a
augmenté D’activité antioxydante de la superoxyde dismutase. Il a été démontré que
I’application de la proline exogéne chez I’olivier a augmenté 1’activité des enzymes
antioxydantes entre autres la SOD et a protéegé l'appareil photosynthétique des plantes
confrontées au stress salin (Ahmed et al., 2011). Chez le mais, I’application de la proline
exogéne a permis la protection des plantules contre le stress des températures élevees en
modulant leur peroxydation lipidique et leur activité de croissance (Ali et al., 2013). Selon
Posmyk et Janas (2007) en plus d'agir comme un piégeur de radicaux libres et de stabiliser les
membranes, la proline exogene peut agir comme une source d'azote et de carbone améliorant

ainsi la croissance des plantules et I'efficacité de la production.

6. La modification des niveaux de métabolites par le stress du sel NaCl et I’effet

variable de la proline exogéne

Le dosage des pigments photosynthétiques, des protéines et des carbohydrates nous a permis
d’estimer le comportement physiologique et biochimique des plantules de blé dans les
conditions du stress salin en présence ou en absence de la proline exogéne. Les résultats
obtenus ont révélé une perturbation de ces paramétres au niveau des tissus sous ’effet du sel
NaCl marquée par des réductions de leurs quantités. Nous avons enregistré une diminution
tres significative de la teneur des feuilles en chlorophylles totales ainsi que des caroténoides
chez les deux variétés soumises au stress par comparaison aux plantules témoins avec une
baisse importante de la chlorophylle b. Le rapport caroténoides/chlorophylles totales élevé est
expliqué par la faible teneur des plantules en chlorophylles. Ce résultat est en accord avec
celui obtenu par Zeid (2011) qui a attribué cette augmentation a la destruction de la
chlorophylle b sous I’effet de la salinité. L’effet négatif du sel sur les pigments
photosynthétiques a été également rapporté par d’autres travaux chez le blé (Raza et al.,
2006), I’orge (Zeid, 2011), le mais (Molazem et al., 2010), le riz (Chaum and Kirdmanee,
2010; Chutipaijit et al., 2011) et le melon (Kaya et al., 2007). Sobhanian et al. (2011)
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associent la réduction de la teneur en chlorophylles a la perturbation de l'intégrité du
chloroplaste induite par le NaCl. Sa stabilité dépend essentiellement du maintien des
structures membranaires (Tahi et al., 2008) qui dans les conditions salines demeurent
rarement intactes (Molazem et al., 2010). Pendant le stress salin, une quantité significative des
ions de Na* et de CI" absorbés peut s’accumuler dans le chloroplaste et interagir directement
avec les membranes thylacoidales (Hassine et al., 2008). Celles-ci sont alors détériorées
entrainant ainsi une faible accumulation de la chlorophylle et donc une faible capacité
photosynthétique comme rapporté par Datta et ses collaborateurs (2009a). Une réduction de la
biomasse et de la teneur en chlorophylle en réponse au stress salin a été décrite dans plusieurs
études précédentes (Munns, 2002; Roy et al., 2014). Selon Yang et al.(2020), le stress salin a
des effets directs et indirects sur la teneur des plantes en chlorophylle et sur I’efficience
photosynthétique. Les effets directs résident dans la modification et la régulation de l'activité
et des niveaux d'expression des enzymes impliquées dans la biosynthése de la chlorophylle et
de la photosynthése. Les effets indirects sont obtenus en régulant des voies spécifiques telles
que les systemes enzymatiques des antioxydants. Dans ce contexte, il a été rapporté que la
diminution des teneurs en chlorophylles enregistrées dans les conditions salines résulte de la
stimulation de la biosynthése de la proline. En effet, le glutamate est le précurseur de la
chlorophylle dans les plantes supérieures et een condition de la salinité une partie de ce
précurseur est plus converti en proline ce qui provoque son déclin dans la voie de la
biosyntheése de la chlorophylle (Alikhani et al., 2011). Dans nos plantules de blé dur, une forte
accumulation de la proline endogéne a été enregistrée sous 1’effet du stress salin. D’autre part,
le NaCl a aussi provoqué un stress oxydatif en altérant 1’intégrité des membranes des feuilles.
La perte de chlorophylles peut étre aussi la conséquence d'une plus grande production des
molécules actives d’oxygene (Fercha, 2011; Sorkheh et al., 2012). Compte tenu de nos
résultats observés chez le blé, nous pensons que la diminution des chlorophylles pourrait étre
due a la fois a sa dégradation par le stress oxydatif et a la réduction de sa biosynthése. Aarti et
al. (2006) ont démontré que le stress oxydatif impacte la biosynthese de la chlorophylle via
I’inhibition de I’activité de ses enzymes, ce qui pourrait influencer directement le taux de
photosynthése et donc la croissance de la plante. Le stress salin a également provoqué une
réduction du contenu en protéines dans les deux variétés particulierement dans les racines. Le
méme résultat a été enregistre par Datta et ses collaborateurs (2009a) qui ont observé une
baisse de la teneur en protéines chez plusieurs variétés de blé par les différentes
concentrations du sel (25, 50, 75, 100, 125, 150 mM NaCl). Nous suggérons que cette

diminution est associée a I’inhibition de la synthése des protéines et/ou a leur dégradation par
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le biais des protéases. Il a été apporté qu’en conditions de salinité les ions modifient la
conformité des protéines (Botella et al., 2005). L’effet du stress salin sur les sucres est trés
variable entre les deux variétés et leurs organes. L.’augmentation de la teneur de blé en sucres
a été observée dans les feuilles de variété MBB et dans les racines d’HD3. Plusieurs études
ont attribué cette accumulation des sucres solubles a leurs roles dans 1’ajustement osmotique
mais aussi dans la protection contre le stress (Mohammadkhani and Heidari, 2008). Nos
résultats ne permettent pas de conclure sur le role de ces composés dans la réponse de nos
variétés de blé du vis-a-vis de la salinité mais confirment la perturbation quantitative au
niveau des différents métabolites évalués dans les plantes de blé dur sous 1’effet du stress
salin.

En présence de la proline dans le milieu de culture, nous avons enregistré des variations
quantitatives dans les paramétres biochimiques en fonction de la variété et de 1’organe.
L’augmentation de la teneur foliaire des chlorophylles dans les conditions stressantes peut
étre attribuée a la stimulation de la voie de biosynthése de ces pigments. Le réle améliorateur
de la proline exogene pour les pigments chlorophylliens a été également observé dans d’autres
travaux Kaya et al. (2007) ; Deivanai et al. (2011) ; Yan et al. (2011). Il a été démontré dans
ce contexte que les plantes de melon ayant bénéficié d’un apport de 10 mM de proline
exogene ont eu plus de chlorophylles et ont produit plus de biomasse. En conditions du stress
hydrique, Ali et al. (2007) ont révélé I’augmentation de la photosynthese par la proline
exogeéne, cet effet protecteur de la proline a été associé a 1’augmentation de la conductance
des stomates qui entraine une diffusion élevée de CO2 dans la feuille favorisant ainsi le taux
de la photosynthése. En revanche, 1’effet bénéfique de la proline sur les protéines et les sucres
de nos plantules stressées de blé n’a pas été observe. La teneur des plantules stressées en
sucres et en protéines a été réduite par rapport aux plantules stressées sans ajout de la proline
exceptionnellement pour les racines de variété HD3. Nounjan et Theerakulpisut (2012) ont
constaté que 1’ajout de 10 mM de proline dans la solution nutritive saline (200mmol/L NaCl)
ou non saline provoque la diminution de la teneur des protéines au niveau des plantes de riz
comparativement au témoin. Nos résultats ne corroborent pas ceux obtenus dans la majorité
des études qui ont révele le pouvoir protecteur et ameliorateur de la proline en conditions du
stress (2003) ; Kishor et al., (1995) ; Hoque et al. (2007b) ; Deivanai et al. (2011). Nous
suggerons que la valeur ajoutée de la proline vis-a-vis des protéines et des hydrates de
carbone dépend a la fois de I’intensité du stress, de la concentration de la proline exogéne et
de I’espéce. Deivanai et al. (2011) ont démontré que 1’application exogéne de la proline

améliore le contenu foliaire en protéines chez le riz et les faibles concentrations de la proline
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1 mM semblent étre plus efficaces. En conditions du stress hydrique, Khalil et EI-Noemani
(2012) ont montré que la proline exogéne (1 et 5 mM) induit la diminution du taux des
hydrates de carbone (sucres) dans les plantes de cresson (Lepidium sativum). A une
concentration de proline plus élevée (10 mM), le pourcentage de ces composés est
comparable a celui du témoin. Notre étude montre qu’en conditions de stress salin élevé la
proline exogene offre la possibilité aux plantules de blé de limiter les dommages oxydatifs via
la protection des pigments chlorophylliens. Nous pensons que la proline protege les
chlorophylles contre le stress oxydatif causé par le stress salin soit par I’augmentation de
I’activité des enzymes antioxydantes notamment la superoxyde dismutase SOD ou bien par
I’accumulation de la proline qui pourrait jouer le réle d’antioxydant. Plusieurs travaux ont
démontré I’efficacité de I’application de la proline dans les contraintes salines sur le systéeme
antioxydant (Banu et al., 2009; Huang et al., 2009; Islam et al., 2009; Ahmed et al., 2011; Yan
et al., 2013). Certains auteurs expliquent que la proline joue un réle critique dans la protection
de l'activité photosynthétique et des membranes thylacoidales contre les dommages des
radicaux libres en conditions de stress salin (Kavi et al., 2005) et que ce réle non osmotique
est le plus important pour I’augmentation de la tolérance au stress (Verslues and Sharma,
2010).

7. Le stress salin et la proline exogéne augmentent la teneur des plantules en

proline et modulent les génes de sa biosynthese

La proline est un osmolyte compatible avec les propriétés de protection cellulaire.
L'accumulation de la proline est I'une des réponses métaboliques les plus importantes des
plantes a un stress salin (Parida et al., 2008). Son accumulation est un indicateur du stress tel
que le stress hyperosmotique et ionique (Sharma and Verslues, 2010; Szabados and Savoure,
2010; Mansour and Ali, 2017). L’augmentation de la quantité de la proline endogéne sous
I‘effet de la salinité a été rapportée chez de nombreuses especes y compris le blé (El-
Bassiouny and Bekheta, 2005; Demiral and Turkan, 2006; Datta et al., 2009b; Chutipaijit et
al., 2011). Il existe chez les céréales une variation intraspécifique dans I’accumulation de la
proline sous ’effet du stress salin (Sobhanian et al., 2011). Il a été démontré que la protection
fournie par la proline accumulée varie en fonction du génotype et de l'intensité du stress
(Ptazek et al., 2013; Rana et al., 2016). D’aprés Plazek et ses collaborateurs (2013), la
tolérance au sel chez le blé dur et le blé tendre n'est pas corrélée avec I’accumulation de la
proline endogéne. Cependant, des niveaux plus élevés de la proline accumulée ont été signalés

dans les génotypes de blé dur plus tolérants au sel par Rana et al. (2016). Nos résultats ont
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montré que I'accumulation de la proline est induite par le stress salin dans les feuilles des deux
variétés HD3 et MBB avec une quantité plus élevée dans les feuilles du MBB cultivé dans les
conditions du stress, suggérant que la proline accumulée est un marqueur de l'intensité du
stress percue par la plante (Almansouri et al., 1999; Munns, 2002) et n'est pas en corrélation
avec la tolérance au stress (Plazek et al. 2013). En effet, la proline accumulée sous I’effet de
109/l de NaCl ne semble pas suffisante pour contribuer a la protection des plantules contre le
stress salin sévere imposé dans nos conditions et a I’atténuation des dommages induits par le

stress oxydatif tel que la perte de I’intégrité membranaire.

En présence de la proline exogene dans le milieu de culture, la proline accumulée dans le blé
dur est plus élevée et son accumulation est encore plus importante dans les conditions du
stress salin. Cela signifie que les plantules sont capables d'absorber la proline exogéne
présente dans leur milieu de culture. Le méme résultat a été enregistré chez d’autres especes :
le blé tendre (Mahboob et al., 2016), I’orge (Reza et al., 2006), le riz (Hur et al., 2004), le
tabac (Okuma et al., 2000), le concombre (Huang et al., 2009), la tomate (Prasad and Potluri,
1996), le melon (Kaya et al., 2007) et la canne a sucre (Medeiros et al. 2015). L’effet
améliorateur de la proline exogene sur la teneur de la proline libre a été également démontré
par d’autres travaux dans les différentes situations du stress : hydrique (Ali et al., 2007; Lee et
al., 2009), osmotique (Gerdakaneh et al., 2010), froid (Chen and Li, 2002), oxydatif (Kumar
et al., 2010) et le stress induit par le cadmium (Islam et al., 2009). Les plantules ont été
capables d'absorber la proline exogene présente dans leur milieu de culture d’ou
l'augmentation de la teneur en proline. La proline accumulée in vivo a partir d'un apport
exogene peut compléter le faible niveau de la proline endogéne pour contrebalancer les effets
du stress salin. Les plantes assimilent donc et transportent facilement la proline méme en
conditions du stress (Barnun and Poljakoff, 1977). Chez le blé dur, la forte concentration de la
proline a été observée dans les feuilles des deux variétés étudiées, ce qui signifie que la
proline exogene a été transportée et accumulée dans les organes de la plante (Rentsch et al.,
1996). La proline accumulée en plus grande quantité pourrait avoir fourni une protection aux
plantes contre le stress salin et le stress oxydatif (Verslues et Sharma 2010 ; Szabados et
Savoure 2010 ; Mansour et Ali 2017).

Nous avons constaté une corrélation entre I'accumulation de la proline et la diminution de
I’effet du stress salin, comme le montre le niveau des marqueurs du stress oxydatif. Les
travaux de Hossain et al. (2014) ont montré qu’un prétraitement par la proline stimule la

défense antioxydante chez des plantes exposées au sel durant 7 jours. Ceci par 1’induction de
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I’activité des enzymes antioxydantes (la catalase, 1’ascorbate peroxidase, la glutathion
réductase), ainsi que par le maintien du statut redox via I’accumulation des molécules anti-
oxydantes (ascorbate et glutathion). Cependant, 1’apport de la proline en conditions
stressantes a eu différents effets sur la détoxification des ROS, la protection de l'intégrité
membranaire et la croissance selon l'organe et la variété étudiee. L’effet de la proline exogéne
sur le contenu en proline des plantules de blé dur en conditions du stress dépendrait donc de
sa biosynthese, de sa dégradation et de la variété. La régulation différentielle enregistrée entre
les deux variétés des génes du métabolisme de la proline pourrait étre liée a la différence de la

perception et de I'activité d'absorption de la proline exogene par les cellules racinaires.

L’origine de 1’accumulation de la proline dans les conditions stressantes peut étre associée a
I’augmentation de la biosynthése de la proline, a la réduction de sa dégradation, a
I’augmentation de I’hydrolyse protéique ou bien a la diminution de sa consommation
(Alikhani et al., 2011). L’expression du gene P5CS, codant I'enzyme responsable de la
biosynthese du P5C, précurseur de la proline, est corrélée avec I'accumulation de la proline
dans le blé dur et éventuellement avec la synthese de la proline (Amini et al., 2015;
Annunziata et al., 2017). Il a été montré que la surexpression de P5CS dans les plantes
transgéniques augmente leur niveau en proline et améliore leur tolérance vis-a-vis du stress
salin (Sawahel and Hassan, 2002; Anoop and Gupta, 2003; Han and Hwang, 2003). Chez le
Tabac par exemple, les plantes transgéniques surexprimant la P5CS ont synthétisé 10 a 18 fois
plus de proline et étaient plus tolérantes a la salinité que les plantes témoins (Kishor et al.,
1995). Dans nos plantules de blé dur, nous observons que la régulation du gene P5CS a
commencé apres 8 heures de stress salin se traduisant par une augmentation des transcrits du
géne P5CS dans les feuilles des deux variétés. Dans les racines, I'expression du géne P5CS est
manifestement moins modulée par le stress mais le niveau basal de I'expression est plus élevé
que dans les feuilles. En revanche, le deuxiéme gene impliqué dans la biosynthese de la
proline P5CR n'a pas été modulé de maniere aussi évidente que le P5CS tel qu’il a été montré
par Mattioni et al. (1997) chez le blé dur et contrastant avec la modulation rapportée chez le
blé tendre (Ma et al. 2008). Par ailleurs, nous avons noté que I’expression du geéne clé du
catabolisme de la proline PDH dans les deux variétés de blé dur HD3 et MBB est
négativement régulée par le stress salin; ce resultat a été également observé chez d’autres
especes vegeétales (Peng et al., 1996; Servet et al., 2012). La répression du géne PDH a été
constatée dans les deux variétés aprés 4 heures de stress salin. Quand le stress NaCl est
appliqué a long terme jusqu'a 10 jours de culture, I’expression du géne PDH est différente

entre les variétés HD3 et MBB. En effet, les transcrits de ProDH est régulée par le stress salin
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dans les racines de MBB mais pas dans la variété HD3. Cependant, la répression du géne
PDH donc I’inhibition de la dégradation de la proline n’est pas corrélée au niveau de la
proline dans les racines apres 10 jours de stress par comparaison au témoin. Cela pourrait
expliquer la faible régulation des enzymes de biosynthese de la proline par le stress. Certaines
données rapportées dans la littérature ont montré que l'augmentation de la synthése de proline
a partir du glutamate représente le principal facteur entrainant I'accumulation de proline dans
les tissus vegetaux stressés et non l'inhibition de son oxydation (Voetberg and Sharp, 1991).
Mani et al. (2002) ont montré que les plantules d’Arabidopsis surexprimant PDH ont
accumulé moins de proline pendant le stress osmotique. L'expression du géne ProDH est
connue pour étre régulée par la proline (Yoshiba et al., 1997; Sharma and Verslues, 2010;
Servet et al., 2012; Cabassa-Hourton et al., 2016). En 2022, Guo et son équipe ont montré que
10mM de la proline exogene a significativement augmenté I’expression du gene PDH chez la
luzerne en conditions du stress salin. En présence de la proline exogéne, les transcrits de PDH
augmentent apres 10 jours de croissance, suggérant la régulation du gene PDH par la proline
accumulée dans les tissus. Par ailleurs, les profils protéiques obtenus par Western blotting des
plantules de 10 jours ont révélé que la PDH est moins abondante dans les feuilles dans les
conditions du stress en présence ou en absence de la proline par rapport au témoin. Cela
signifie que le mécanisme du catabolisme de la proline est réprimé ce qui a limité la
dégradation de la proline synthétisée et transportée vers les tissus foliaires. Nous suggérons
que la forte accumulation apparente de la proline dans les feuilles que dans les racines des
deux variétés, pourrait étre le résultat combiné de la synthese de la proline induite par le stress
salin et de la longue distance parcourue du milieu de culture jusqu’aux feuilles par la proline.
Il existe plusieurs transporteurs qui sont impliqués dans le transport de la proline dans les
plantes (Ueda et al. 2006) et en général les mouvements de la proline sont augmentés dans les
conditions du stress notamment le stress salin (Kavi et al., 2005). Le résultat de western
blotting souléve la question de la régulation post-transcriptionnelle de 1’enzyme PDH. De
plus, son activité enzymatique pourrait jouer un role dans la régulation et 1’accumulation de la
proline dans les tissus.

Etant donné que le catabolisme de la proline par la PDH se produit au niveau des
mitochondries végétales, nous avons tenté d’estimer son importance dans la régulation de
I’accumulation de la proline dans nos plantules de blé dur et dans nos conditions
expérimentales via 1’activité respiratoire mitochondriale. De maniere intéressante, les résultats
ont montré que nos mitochondries brutes extraites de blé dur sont intactes et cela a été

confirmé gréce a la respiration mitochondriale enregistrée via la consommation d’O2. Les
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mitochondries des plantules cultivées en présence de la proline semblent mieux respirer par
comparaison aux conditions témoins, suggérant 1’oxydation de la proline et I’optimisation de
I’activité respiratoire des mitochondries. Une hypothese qui pourrait étre avancée serait la
relation de la PDH avec la régulation de I’accumulation de la proline dans les plantes
notamment le blé dur. Cependant, 1’ajout du substrat mitochondriale L-proline dans le milieu
de mesure ne semble pas, dans nos conditions expérimentales, de mieux mettre en évidence ce
résultat. Pas d’information disponible quant aux éléments de la régulation de la PDH et de
’activité respiratoire de blé dur dans les conditions du stress abiotique. Pris dans I’ensemble,
ce premier essai chez le blé dur met en lumiére la régulation complexe de la PDH qui fait
intervenir les processus développementaux tel que la respiration mitochondriale et confirme
I’importance d’approfondir la question de cette relation avec 1’accumulation de la proline afin

d’améliorer la tolérance des plantes vis-a-Vvis du stress.

8. Le niveau du sodium et du potassium est perturbé par le stress salin

Les végétaux accumulent facilement du potassium dans leurs tissus (Ashley et al., 2006). Le
ratio K*/Na* peut étre utilisé comme un indicateur du degré de tolérance des variétés de blé
dur au sel (James et al. 2006). Dans les conditions du stress salin, les deux variétés de blé dur
étudiées dans ce présent travail ont accumulé des ions Na* dans leurs feuilles et dans leurs
racines. Par ailleurs, le K™ a diminué dans les racines entrainant ainsi un déséquilibre ionique
qui s’est traduit par un faible rapport K*/Na* et par conséquent une faible croissance. Ce
résultat corrobore ceux observés dans de nombreuses études sur le stress salin (Cuin et al.,
2008). Le sodium accumulé dans les feuilles est plus élevé que dans les racines, ce qui
indique que les cations Na* ont été transportés sur de longues distances depuis les tissus
racinaires jusqu’aux tissus photosynthétiques. Ce résultat confirme la capacité limitée du blé
dur a contréler et a minimiser le transport du sodium vers les feuilles par comparaison aux
autres Triticeae telles que le T. aestivum et T. monococcum (Tounsi et al., 2016). Les feuilles
de la variété HD3 ont maintenu un taux de K* lIégérement plus élevé, ce qui pourrait permettre

une meilleure protection des cellules contre le stress du NaCl (Horie et al. 2009).

Nos résultats sont comparables avec ceux obtenus chez T. aestivum (Talat et al. 2013) et le riz
sensible au sel, la proline exogéne a conduit a une diminution de la teneur des plantules en
Na* en réduisant l'absorption de Na* (Flowers and Dalmond, 1992; Nounjan et al., 2012;
Sobahan et al., 2009). L’effet positif de la proline sur la concentration des ions a également
été observé chez d'autres espéces monocotyledones telles que la luzerne (Guo et al., 2022), la

canne a sucre (Medeiros et al. 2015) et le mais (Nassem et al. 2007). L’apport de la proline en
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conditions du stress salin a entrainé une diminution de la teneur des feuilles de la varieté
MBB en sodium Na* et dont la croissance a été la plus sensible a la proline. Par ailleurs, la
concentration du sodium a augmenté dans les racines de MBB qui sont moins sensibles a la
proline. Cependant, 1’effet de la proline sur I'accumulation des ions de Na* n’a pas été observé
dans la variété HD3. Selon Cuin et Shabala (2005, 2007), la proline peut aider a maintenir
I'hnoméostasie ionique en limitant I'efflux du potassium K* chez plusieurs espéces. L'effet de la
proline sur la sensibilité au sel dépend donc de I'espece et du génotype (Plazek et al. 2013 ;
Per et al. 2017 ; Wu et al. 2018).

La régulation différentielle et spécifique aux tissus des genes HKT1,4-1 et -2 par le

stress salin

La salinité du sol entraine I’accumulation des concentrations toxiques de sodium Na* dans les
feuilles des plantes (Munns, 2002). L'homéostasie ionique dans ces conditions salines est
essentielle pour faire face au sel et pour la tolérance a la salinité, elle implique les systéemes de
transport du sodium qui régule I'absorption, I'extrusion a travers la membrane plasmique, la
compartimentation du sodium dans les vacuoles cellulaires et la recirculation des ions dans les
organes de la plante (Horie et al., 2009; Asins et al., 2013). Les transporteurs de sodium Na*
contribuent a abaisser les niveaux toxiques du sodium Na* pour contréler I’homéostasie du
Na* dans les tissus végétaux et les protéger contre les dommages dus a 1’accumulation des
ions Na" (Huang et al. 2006, 2008 ; James et al. 2006, 2011 ; Byrt et al. 2014 ; Wu et al.
2018 ; Pedro Almeida et al., 2013). En plus des autres transporteurs, les transporteurs K*
spécifiques HKT (High-K*-Transporters) sont responsables de I'homéostasie des ions dans les
plantes (Asins et al., 2013). Bien que faiblement présents dans les dicotylédones, la famille
des transporteurs HKT comprend un plus grand nombre de membres chez les
monocotylédones notamment les céréales (Kronzucker et al., 2013; Tounsi et al., 2016). La
classe 1 des transporteurs a haute affinité de potassium (HKT1; x) ont également été associés
a la tolérance au stress salin chez le blé dur (Horie et al. 2009 ; Byrt et al. 2014) et les génes
HKT codants ces transporteurs sont importants pour la tolérance des espéces de Triticum au
sodium (Huang et al. 2006, 2008; James et al. 2006, 2011; Byrt et al.2014). L’étude de
I’expression des geénes HKT sous I’effet du sel est importante pour comprendre leurs
mécanismes dans la réponse au stress salin. Nous avons testé I’expression des génes HKT de
la classe 1 chez nos variétés de blé dur (TAHKT1;4-1 et TAHKT1;4-2 et HKT1;5 (HKT8)) qui
montrent une préférence pour le transport du Na* par rapport aux autres cations (Ben Amar et

al., 2014). L’analyse RT-PCR a montré que le gene HKT1;4-1 est exprimé dans les conditions
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normales et il est négativement régulé dans les racines par le stress salin a partir de 4 heures,
ce qui suggere que TdHKT1;4-1 pourrait étre important dans la régulation de I'équilibre
ionique en l'absence de stress salin. En revanche, TAHKT1;4-2 est exprimé principalement
dans les feuilles et il a été induit en réponse a un stress salin de courte durée (a partir de 4
heures d’exposition au sel NaCl). L'expression de ce gene TdHKT1;4-2 est similaire dans les
deux variétés avec une induction a long terme (jusqu'a 10 jours de culture) observée dans les
feuilles HD3. Le géne TdHKT1;4-2 pourrait étre important dans la régulation du sel et
I'équilibre dans les plantes au début du stress salin. Les genes HKT1;4 de blé dur provenant
d’un croisement avec le blé Triticum monococcum sont des potentiels candidats de locus
Nax1 responsables de 1’élimination du Na* du xyléme dans les racines et des gaines foliaires
pour éviter sa suraccumulation dans les limbes des feuilles (Hanin et al., 2016 ; James et al.,
2006, Byrt et al., 2014). Chez Triticum monococcum les génes TmHKTL1;4 Al et A2
(homologues du TaHKT1;4-1 et TaHKT1;4-2) ont conféré une tolérance au stress salin
(James et al. 2006, 2011). L'expression de TmHKT1;4 est sensible au sel dans les feuilles. Le
géne TmHKT1;4-A2 est plus fortement exprimé dans les feuilles et les racines tandis que
TmHKTL1;4-Al est principalement exprimé dans les feuilles (Tounsi et al. 2016); sa
conductance du sodium est également plus élevée que celle de TmHKT1;4-Al. D’aprés
Tounsi et ses collaborateurs, le géne TmHKT1;4-A2 peut avoir un role prédominant
représentant peut-étre la partie active du locus de tolérance au sel Nax1. Il peut contréler le
déchargement des ions sodium du xyleme des racines et de la gaine foliaire chez la lignée
tolérante & la salinité. Dans notre étude, I'expression du géne TdHKTL1;4 est relativement
faible lorsque les plantules sont exposées a un stress salin prolongé, ce qui suggére que son
role dans I'exclusion du sodium est limité. De plus, la concentration des ions Na est
hautement élevée dans les feuilles des variétés de blé dur en conditions du stress par
comparaison au témoin. Les résultats obtenus pourraient expliquer la sensibilité de blé dur a la
salinité par comparaison aux autres céréales notamment le Triticum monococcum. Sous I’effet
du sel, le gene HKT1 ;5 (antérieurement nommeé HKT8) est exclusivement exprimé dans les
racines des deux variétés HD3 et MBB mais pas dans les feuilles. Ses transcrits, chez HD3,
sont accumulés apres 4 heures de traitement NaCl contrairement a la variété MBB ils sont
legerement détectables apres 10 jours du stress. Le gene HKT1 ;5 de blé tendre a été exprimé
dans les racines de ble tendre (Benderradji et al., 2011). Il a été demontré que les génes
TaHKT1;5-D et OsHKTL1;5 de blé tendre et du riz sont impliqués dans le contr6le du transfert
de Na* de la racine vers la tige dans des conditions de salinité élevée (Byrt et al., 2007, 2014).

Cependant, nos résultats de dosage de Na* n’enregistrent pas une réduction de ces ions dans
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les feuilles des variétés étudiés. Les différences dans la régulation des genes TAHKT1;4-1 et 2
dans les feuilles et les racines par le stress salin suggérent que les génes HKT de classe 1 de
blé dur ont des réles physiologiques distincts. Les travaux de Ben Amar et ses collaborateurs
(2014) sur la caractérisation fonctionnelle de ces deux transporteurs HKT1;4 de blé dur ont
montré une grande similarité dans la sélectivit¢é mais d’importantes différences dans les
conductances pour le sodium avec une conductance plus élevée chez HKT1;4-2 par rapport a
HKT1;4-1, suggérant de différents roles physiologiques entre les transporteurs HKT de la
sous-famille 1 chez les céréales. Une étude récente menée sur le blé dur cultivé en hydroponie
et soumis a un stress salin avec 200mM de NaCl a suggéré que I’association de la détection du
sodium, de son exclusion par les racines et son accumulation dans les vacuoles pourrait étre la
clé pour expliquer la différence de tolérance au sel entre le blé tendre et le blé dur (Wu et al.
2018). Le transporteur du sodium NHX1 pourrait étre impliqué dans ce processus (Wu et al.
2018). 1l est possible que la régulation de I'expression du gene HKTL1 et de I'activité de HKT

puisse également étre impliquée dans la tolérance au sel.

La proline exogéne apportée semble interférer avec I’expression du géne HKTI ;4 en
conditions témoins et en conditions de stress notamment le HKT1 ;4-2 dans les feuilles de la
variété HD3 apres plusieurs jours du stress. Ceci signifie que la proline a la capacité de
moduler, dans une certaine mesure, la régulation des transporteurs de sodium de type HKT
des plantules de blé dur. Toutefois, I’effet de la proline enregistré dans nos conditions n'est
pas suffisant pour améliorer le rapport K*/Na* des plantules et fournir une protection totale
contre le stress salin. Cette étude est préliminaire et peu de données sont disponibles dans la
littérature relatives a I’impact de 1’application de la proline exogéne sur les transporteurs de
sodium en particulier les transporteurs HKT. Compte tenu des roles importants de ces
transporteurs dans la tolérance des plantes a la salinité, il serait intéressant d'étudier
profondément la relation de la proline exogéne dans la régulation génique des systéemes de
transport de sodium entre autres les transporteurs HKT en conditions du stress salin chez les
monocotylédones et chez les différences espéces végétales et de définir les concentrations qui

permettront d’optimiser cet effet.
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Conclusion générale et perspectives

Le présent travail a accordé un intérét a la réponse de blé dur a I’apport de la proline exogene
en conditions de salinité. Il avait comme objectif 1’étude des réponses physiologigues,
biochimiques et moléculaires au stress salin et a la proline de deux variétés de blé dur

algériens Hedba3 et Mohamed Ben Bachir cultivées en in vitro.

Ce travail a permis d’apporter quelques éléments de réponses relatives aux modifications
physiologiques, biochimiques et moléculaires sous I’effet de la proline en conditions du stress

salin telles que :

- L’amélioration des performances germinatives des graines soumises au stress salin
traduisant 1’absorbation de la proline par les graines et sa contribution dans les mécanismes
et la protection des graines contre les effets néfastes du chlorure du sodium NacCl.

- La restauration partielle de la croissance des plantules affectées par le sel.

- Le maintien des pigments chlorophylliens ce qui refléte la protection de la machinerie de la
photosynthése qui pourrait améliorer 1’activité photosynthétique et la croissance des
plantules.

- La modulation et la stimulation du gene de la biosynthese de la proline (P5CS) dans les
feuilles des deux variétés pourraient étre en partie responsables de 1’augmention de la
proline accumulée dans les feuilles en conditions stressantes sous ’effet de la proline
exogene.

- La perturbation et la diminution des protéines et des carbohydrates des plantules (les sucres
solubles) par le stress salin n’ont pas été atténuées par la présence de la proline dans le
milieu de culture, ce qui pourrait étre expliqué par les niveaux élevés des ions de sodium
dans les tissus.

- La régulation de la biosynthése de la proline n’est pas suffisante pour justifier
I’accumulation de la proline dans les tissus

- La diminution des marqueurs de la peroxydation lipidique (malondialdehyde, fuite relative
d’électrolytes) ce qui indique la protection membranaire et la restauration de leur
perméabilité sélective traduisant 1’implication de la proline dans la limitation des

dommages oxydatifs.
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L’activation de I’enzyme antioxydante superoxyde dismutase au niveau des feuilles. Cette
enzyme permet I’élimination des espéces réactives d’oxygeéne (anion superoxyde) formés
lors du stress salin ce qui pourrait expliquer la diminution des dommages oxydatifs. Ceci
rejoint la théorie de I’implication de la proline dans la stimulation du systéme antioxydant.
La diminution des niveaux du sodium et 1’augmentation du potassium dans les feuilles,
suggérant que la proline pourrait a un certain degré contribuer dans 1’homéostasie ionique
en conditions du stress bien que les niveaux des ions Na+ enregistrés demeurent éleves par
rapport aux témoins.

La modulation des genes codants les transporteurs sélectifs de sodium HKT de la classe 1
(HKT1;4) notamment HKT1;4-2 dans les feuilles sachant que ces transporteurs HKT sont

associés a la tolérance au stress salin chez le blé dur.

Néanmoins, il en ressort une variabilité spécifique dans ces réponses au sel et a I’application
de la proline, cette variabilité est clairement associée a la variété et a I’organe. Les résultats
des effets de la salinité ont montré une réduction de la croissance dans les deux variétés sous
I’effet du stress salin imposé avec 10g/l NaCl. Ce comportement est lié a de nombreuses
perturbations métaboliques notamment la forte accumulation des ions de sodium Na* dans les
feuilles et les racines. Cette accumulation engendre des désordres dans 1’alimentation
hydrique des plantules qui a diminué, de méme la concentration des pigments
photosynthétiques a été affectée a des degrés différents. La variété MBB s’est montrée plus
sensible puisqu’elle présente une faible croissance traduite par une faible matiere séche des
feuilles et une faible aptitude a faire face au stress salin imposé. Par ailleurs, la variété HD3
parait plus tolérente. Ces perturbations se manifestent aussi par la séverité du stress oxydatif
évaluée par les deux indicateurs le malondialdehyde MDA (produit de la peroxydation des
lipides membranaires) et la fuite des électrolytes (perte de I’intégrité et la perméabilité des
membranes) avec des pourcentages de fuite d’électrolytes €levés dans les deux variétés et une
augmentation des teneurs en MDA chez MBB. Le stress salin a entrainé une accumulation de
la proline au niveau des tissus foliaires dans les deux variétés et dans les racines des plantules
HD3.

Les résultats de I’apport de la proline exogene ont montré une stimulation de 1’accumulation
de la proline dans les feuilles et les racines des plantules stressées. Cette forte accumulation
semble améliorer la capacité d’ajustement osmotique de la variété MBB uniquement en
augmentant sa teneur en eau, la variété HD3 quant a elle a maintenu sa faible potentialité

d’ajustement osmotique. Par ailleurs, I’implication de la proline exogéne dans le systéme
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antioxydant a été enregistrée dans les deux variétés via la réduction des marqueurs des
dommages oxydatifs chez MBB et HD3. Pour I’investigation des changements au niveau du
métabolisme de la proline, nous avons analysé 1’expression des genes codant les enzymes de
biosynthése et de catabolisme de la proline. Les résultats ont montré que la proline accumulée
dans les tissus suite a I’apport de la proline exogéne en conditions stressantes n’est pas
associée a la régulation du métabolisme de la proline. En effet, d’une part la légére
augmentation de transcrits du géne P5CS dans les feuilles MBB et HD3 et 1’absence de sa
régulation dans les racines n’est pas suffisante pour justifier la forte accumulation enregistrée
dans ces tissus. De plus, il y a une faible régulation de 1I’enzyme responsable de la dégradation
de la proline PDH dans ces plantules et une variabilité dans son expression entre les organes
des deux variétés étudiées. Nous suggérons que la proline ajoutée dans le milieu de culture est

véhiculée vers les tissus photosynthétiques et s’est accumulée.

Pour tenter de comprendre I’implication de la proline exogene dans le systeme de défense
antioxydant et sur 1’homéostasie ionique des plantules exposées au stress salin, nous avons
évalué ’activité de I’une des enzymes antioxydante (SOD) et la quantité des ions salins (Na*
et Cl-) dans les tissus. Nos résultats ont dévoilé que la présence de la proline dans le milieu
favorise I’activité de I’enzyme antioxydante SOD chez la variété HD3 accompagnée d’une
amélioration de la perméabilité sélective des membranes suggérant la contribution directe ou
indirecte de la proline dans les réponses du systéme antioxydant. Cette augmentation de
I’activité SOD n’a pas été observée chez MBB, par ailleurs la proline a atténué les effets
négatifs du stress oxydatif sur les membranes en réduisant le pourcentage de la fuite
d’électrolytes et la teneur en MDA. Ce qui indique que I’effet de la proline exogéne a fournir
au blé une meilleure aptitude pour se protéger contre le stress oxydatif est variable selon la
variété. Cette variabilité spécifique de I’effet de la proline a été également observée dans
I’homéostasie ionique un autre trait de la tolérance au sel. En effet, les ions Na* accumulés
dans les feuilles sous I’effet du sel ont diminué en présence de la proline uniquement chez la
variété MBB. Nous avons suggéré que ’effet du sel peut étre partiellement atténué par la
proline et nous avons jugé intéressant d’élucider son effet sur le transport du sodium et de
potassium dans ces conditions du stress. Compte tenu du role des transporteurs sélectifs de
sodium HKT dans la tolérance a la salinité, nous avons donc analysé I'expression des génes
des transporteurs HKT1;4-1 et HKT1 ;4-2. La proline exogene semble moduler I’expression
des transporteurs HKT1;4 notamment HKT1;4-2 dans les feuilles HD3 et les racines MBB.
Les profils de I’expression affichent une variabilité dans la régulation des HKT qui est

spécifique a I’organe. Les deux variétés de blé dur étudiées réagissent difféeremment au stress
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salin en réponse a la proline exogene, au niveau de l'expression du géne HKT1;4 et de
I'accumulation de Na* et K*. Les paramétres de croissance ont été partiellement sauvés a des
degrés différents chez les deux variétés. D’une manicre générale, nos résultats ont révelé que
les deux variétés de blé dur algérien étudiées ont des sensibilités différentes au stress salin et a

I'atténuation de ce stress par la proline.

Une telle stratégie d’apport exogéne de la proline a été employée avec succes dans la plupart
des travaux de recherche menés sur différentes espéces végetales. Cependant, le réle précis de
la proline exogene dans I’amélioration de la tolérance au stress salin n’est pas toujours bien
explicite. Elle déclenche une fluctuation importante et variable des niveaux des métabolites

indiquant que les mécanismes impliqués dans la réponse a la proline et au sel sont complexes.

En perspectives, plusieurs questionnements sont encore a soulever quant a I’'implication de la
proline exogeéne dans les différentes réponses adaptatives de nos variétés de blé dur au stress

salin. Et pour y parvenir, il serait intéressant :

e D’analyser ’effet bénéfique de la proline sur la germination des semences de blé dur
notamment la régulation génique en conditions salines et de définir la concentration
optimale de la proline.

o D’étudier la régulation coordonnée entre la synthése, le transport et ’accumulation de la
proline endogéne et exogene dans les conditions stressantes.

o D’étudier plus de composantes du systeme de défense antioxydatif enzymatique autres
que la SOD et non enzymatiques et élucider les interactions potentielles entre les ROS et
la proline exogeéne.

o De tester d’autres concentrations de la proline exogéne pour définir la concentration qui
optimisera son effet atténuateur des dommages du stress salin dans chaque variété.

o D’identifier les voies de signalisation stimulées par la proline et qui sont impliquées dans
la transduction du signal et la régulation des réponses adaptatives au stress salin.

o D’évaluer I’apport de la proline sur les autres stades de croissance et développement de

blé dur notamment le rendement.
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Annexe 1

Classification APG 111 de blé dur (APGIII, 2009)

» Regne : Plantae

» Sous regne : Tracheobionta

» Division : Magnoliophyta

» Sous-classe : Commelinidae /AN

» Ordre : Poales

» Famille : Poaceae <r |
» Sous-famille : Pooideae

» Tribu : Triticeae

Tl
» Genre : Triticum L., \
» Espéce : Triticum durum
Triticum monococcum Aegilops Aegilops tauschii
AA BB DD
2n=2x=14 2n=2x=14 2n=2x=14
AB
2n=2x=14

Doublement
chromosomigue

|

Triticum turgidum

AABB
2n=4x=28

ABD
2n=3x=21

l

Doublement
chromosomique

Triticum durum Triticum aestivum
AABB AABBDD
2n=4x=28 2n=6x=42

Figure 1. Classification et origine du blé dur (Debiton et al., 2010)



Tableau 1. Fiche variétale : caractéristiques de variétés étudiées (CNCC, 2009)

Variété Obtenteur Demandeur Origine Année Pedigree
d’inscription

HEDBA 3 ITGC Sétif ITGC Algérie 2001 Sélection
de la

population
locale

MOHAMED ITGC Sétif  ITGC Algérie 2001 Sélection
BEN de la

BACHIR population
locale

Caracteres
culturaux

Tardive
Zones de
culture :
Sersou,
Berrouaghia,
Sour-El-
ghozlane, Ain
Temouchent,
Tlemcen,
Said Tiaret,
Sétif et
constantine.

Tardive
Zones de
culture : la
région de
Sétif Nord,
Tiaret et
Tniet-El-Had.
Assez
résistante a la
verse
Excellente
qualité
semouliére.

Aptitudes
agronomiques

Productivité :
moyenne

Poids de 1000
grains : élevé

Productivité :
assez faible
(inférieure &
HD3)

Poids de 1000
grains : assez
élevé



Tableau 2. Composition du milieu Murashige et Skoog (1962) concentration originale
(Murashige and Skoog medium Basal Salt Mixture, Duchef Biochemie, M0221)

MICRO ELEMENTS mg/l M
CoCl.6H.0 0.025 0.11
CuS04.5H,0 0.025 0.10
FeNaEDTA 36.70 100.00
HsBO; 6.20 100.27
KI 0.83 5.00
MnSO..H,0 16.90 100.00
Na;MoO4.2H;0 0.25 1.03
ZnS0..7H,0 8.60 29.91

MACRO ELEMENTS
CaCl, 332.02 2.99
KHPO, 170.00 1.25
KNO; 1900.00 18.79
MgSOx 180.54 1.50
NH:NOs 1650.00 20.61

Hedba 3 Mohamed Ben Bachir

Témoin NaCl Proline Nacl

Témoin NaCl Proline Nacl
+Proline +Proline

Figure 2. L’aspect morphologique des plantules de blé dur (HD3 et MBB) cultivées in vitro
pendant 10 jours dans le milieu de culture contenant de NaCl avec ou sans proline.
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Figure 3. Courbes d’étalonnage. A de la proline ; B des protéines hydrosolubles, C

des sucres solubles ; D du potassium, E de sodium.
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Figure 4. lllustration et schema de la composition de la spectrophotométrie de flamme




Tableau 3. Composition des gels SDS-PAGE

Volume pour 2 gels
(10ml)

Acryl/bis 30%
1.5M pH 8.8
0.5M pH 6.8

Tris-HCL

SDS 10%
H20 milliQ
ASP 10%

TEMED

PageRuler™ Prestained
Protein Ladder
kDa |
| e | 70
| —~130 -
1 —— _~1w—‘ ———
| — - ~T0 - -
w— - ~55 - -
—— - ~40 — —
T ~35 "“ -
| - - ~25 -‘ -
|
‘ — "'15 —j -
\
- ~10 o
3| =
4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Resolving gel (8%0)

2.7 ml

Stacking gel (4%0)

1.3 ml

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
0'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,

ready-lo-use
bp no'0.5

1,7% TopMsion™ LE GO Agaose (SR0491)
|
o
&
o

05 potans, 8 cm length o4,
IXTEE, 5Viem, 1 h

%

5% polyaoryamide

0.5 potane, 20 cm kagth g,
1XTAE 8VWem, 3 h

Figure 5. Les marqueurs utilisés: A marqueur de poids moléculaire des protéines en
kilodalton Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher. B le marqueur ADN utilisé dans
I’électrophorése « DNA Ladder »




Tableau 4. Composition du tampon de la respiration (tampon d’électrode).

Tampon électrode pH

Molarité finale

Quantité ou volume

entre7.2et7.4 pour 20 ml
Saccharose 0.3 M 2.05¢
KH2PO4 5mM 200 pl de 500 mM
TES 10 mM 200 pl de 1M
KCL 10 mM 200 pl de 1M
MgSQO4 2mM 200 pul de 200 mM
BSA (FFA) 0.1% 0.02g

Le pH est ajusté avec KOH 5M

Tableau 5. La composition du mélange réactionnel de 1’activité enzymatique PDH

Concentration dans le
milieu réactionnel

MgClz 2.5 mM
KCN 1mM
DCIP 0.06 mM
FAD 0.5 mM

PMS 0.5 mM

L-proline 150 mM
Protéines

mitochondriales

Tris-HCL (<
100mM) pH 7.5

Solution stock

50 mM (4°C)

100 mM (-20°C)

6 mM (-20°C)

50 mM (-20°C)

100 mM (-20°C)
fraichement préparé

1M (4°C)
Suspension congelée

a-20°C

100 mM

Masse molaire
(9/mol)

95.211

65.12

268.1

785.55

306.3

121.14

Préparation de la
solution (dans I’H,0)

47.6 mg/10 ml
6.5 mg/1 ml
16 mg/10 ml
35 mg/1 ml

6 mg/200 pl

1.159/ 10 ml

20 pl

10 ml de Tris-HCL

1M + 40 ml H20



Composition du tampon d’extraction des ARNs totaux selon la méthode
phénol chloroforme :

Tampon d’extraction : 20 ml Tris-HCI 0.2M pH7.5; 5ml EDTA 25mM pH8; 5ml SDS
10%, 6.25ml NaCl 0.25M).

Phénol : solution phénol ARN (Sigma P4682) saturé avec 0.1M du tampon citrate, pH4.3).

Phénol-chloroforme : un volume phénol ajouté avec un méme volume de chloroforme (1:1,

vIv).



Annexe 2

I. Les séquences des génes Tubuline, P5CS, P5CR et ProDH utilisées pour le choix des
amorces :

I.1. La séquence du gene TUBULINE TUB

Triticum aestivum alpha-tubulin mMRNA, complete cds

GenBank: U76558.1
GenBank Graphics

>U76558.1 Triticum aestivum alpha-tubulin mRNA, complete cds
CCGCGTCGACAGGCGTCTTCGTACTCGCCTCTCTCCGCGCATCCTAGCCTTCGCCCTCCTCCTTCCCCAT
TTCGCCAGCGGCGCAGCCCACCAACCACCCCCACCCGCCGCCATGAGGGAGTGCATCTCGATCCACATCG
GCCAGGCCGGCATCCAGGTCGGGAACGCGTGCTGGGAGCTCTACTGCCTCGAGCATGGCATTCAGCCTGA
TGGCCAGATGCCCGGTGACAAGACCGTTGGGGGAGGTGATGATGCTTTCAACACCTTCTTCAGCGAGACT
GGTGCTGGGAAGCATGTCCCCCGCGCTGTCTTTGTAGATCTCGAGCCCACTGTGATTGATGAGGTGAGGA
CTGGTGCTTACCGCCAGCTCTTCCACCCTGAGCAGCTTATCAGTGGCAAGGAGGATGCAGCCAACAACTT
CGCCCGTGGTCATTACACCATTGGCAAGGAGATTGTTGATCTGTGCCTTGACCGTATCAGGAAGCTTTCA
GACAACTGCACTGGTCTCCAGGGATTCCTTGTATTCAACGCTGTTGGAGGTGGAACTGGCTCTGGCCTTG
GCTCGCTTCTCCTGGAGCGCCTCTCTGTTGACTATGGAAGAAAGTCCAAGCTTGGGTTCACGGTGTACCC
ATCTCCCCAGGTCTCCACCTCTGTTGTTGAGCCATACAACAGTGTCCTGTCCACCCACTCACTCCTTGAG
CACACTGATGTCTCTATCCTTCTTGACAATGAGGCCATCTATGACATCTGCCGCCGCTCCCTTGACATTG
AGCGCCCAACATACACCAACCTCAACAGGCTTGTTTCTCAGGTCATTTCATCACTGACAGCTTCCCTGAG
GTTTGATGGTGCTCTGAATGTTGATGTCAATGAATTCCAGACCAACTTGGTGCCCTACCCGAGGATCCAC
TTCATGCTTTCCTCCTATGCCCCAGTGATCTCAGCTGAGAAGGCTTACCATGAGCAGCTGTCCGTTGCTG
AGATCACCAACAGCGCCTTTGAGCCTTCGTCCATGATGGCCAAGTGCGACCCCCGCCACGGCAAGTACAT
GGCCTGCTGTCTCATGTACCGTGGTGATGTTGTGCCAAAGGACGTCAACGCTGCTGTGGCCACCATCAAG
ACCAAGCGCACTATTCAGTTTGTTGACTGGTGCCCCACTGGCTTCAAGTGTGGTATCAACTACCAGCCAC
CAGGTGTCGTCCCAGGCGGTGACCTTGCCAAGGTCCAGAGGGCTGTGTGCATGATCTCCAACTCCACCAG
TGTCGTCGAGGTCTTCTCCCGCATCGACCACAAGTTTGACCTGATGTACGCCAAGCGTGCCTTCGTCCAC
TGGTACGTCGGTGAGGGCATGGAGGAGGGAGAGTTCTCTGAGGCCCGTGAGGATCTCGCTGCCCTGGAGA
AGGACTATGAAGAAGTTGGTGCTGAGTTCGACGAGGGTGAGGACGGTGATGAGGGCGATGAGTATTAAGC
CTGCCTCCTGGTGCTTTCCCAAGGCTTGCTACTGCTATCCTATGATCTGCCCGAGTGGCTTTATCTGTTA
TCTGTCTGTTTGAACGTTTGCTTTGTGGTGTTTGTTTTACAACCTGTTGTGTTGTAAGAACCTTGTATCT
TTGAACCTGCTTTGCACCTTGGTTAATATGCATGCTATCTGGTTATCTAAAAAAAAAAAAAAAAA

> Les amorces choisies pour I’amplification du géne TUB

TaTUB F: TGAAGAAGTTGGTGCTGAGT
TbTUB R: ACCACAAAGCAAACGTTCAA


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U76558.1?report=genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U76558.1?report=graph

> Test virtuel des amorces (PCR virtuelle)

PCR Products results

>162 bp product from linear template TaTUB sequence base 1408 to base 1569
TGAAGAAGTTGGTGCTGAGTTCGACGAGGGTGAGGACGGTGATGAGGGCGATGAGTATTA
AGCCTGCCTCCTGGTGCTTTCCCAAGGCTTGCTACTGCTATCCTATGATCTGCCCGAGTG
GCTTTATCTGTTATCTGTCTGTTTGAACGTTTGCTTTGTGGT

I.2. La séquence du gene P5CS

KI7LS-225 KI7LS Triticum turgidum subsp. durum cDNA similar to Delta 1-pyrroline-5-
carboxylate synthase (P5CS), mRNA sequence

GenBank: FK827071.1

EST GenBank

>FK827071.1 KI7LS-225 KI7LS Triticum turgidum subsp. durum cDNA similar to
Delta l-pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS, mRNA sequence
TCAGAGGAGCGCAAGAAAATATTATTAGATGTTGCGGATGCTTTAGAGGCAAATGAGGATTTAATTAGAT
CCGAGAATGAAGCAGATTTAGCAGCAGCACATGAGGCTGGGTATGAGAGTGCTTTGGTTTCTAGATTGAC
TCTGAAACCAGGAAAGATAGCAAGCCTTGCCAAATCTGTTCGCACTCTTGCGAATATGGAAGACCCTATT
AACGAGATACTGAAAAGGACAGAGGTTGCTGATGGTTTAGTTCTTGAGAAAACATCTTGCCCTTTGGGTG
TTCTATTGATTATATTTGAGTCCCGACCTGATGCCTTAGTCCAGATTGCGTCTTTAGCCATTCGAAGTGG
TAATGGTCTTCTCCTAAAAGGTGGAAAAGAAGCAATGAGATCAAACGCAATATTGCATAAGGTTATAACC
AATGCTATTCCTGACAATGTTGGCGAAAAATTGATTGGCCTTATTACAACTAGAGATGAAATTGCGGATT
TGCTAAAGCATGATGATGTCATTGATCTTGTCATTCCAAGAGGGAGTAATAAGCTTGTTGCTCAAATCAA
ATCATCAACAAAGATTCCTGTTCTTGGCCATGCTGATGGTGTTTGTCATGTATATATTGACAAATCAGCA
GACATGGATATGGCAAAACGTATTGTGATGGATGCAAAAATTGATTACCCAGCTGCCTGCAACGCTGGAG
ACGTTGCTTGTTCATAAAGATCTTATGAAGACTCCAGAACTTAATGACATACTAGTAGCACT

> Les amorces choisies pour ’mplification du gene P5CS

TdP5CS F: GGGTATGAGAGTGCTTTGGT
TdP5CS R: CCATTACCACTTCGAATGGC

> Le test virtuel des amorces (PCR virtuelle)

PCR Products results

>248 bp product from linear template TdP5CS sequence base 109 to base 356
GGGTATGAGAGTGCTTTGGTTTCTAGATTGACTCTGAAACCAGGAAAGATAGCAAGCCTTGCCAAATCTGTTCGC
ACTCTTGCGAATATGGAAGACCCTATTAACGAGATACTGAAAAGGACAGAGGTTGCTGATGGTTTAGTTCTTGAG
AAAACATCTTGCCCTTTGGGTGTTCTATTGATTATATTTGAGTCCCGACCTGATGCCTTAGTCCAGATTGCGTCT
TTAGCCATTCGAAGTGGTAATGG


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/FK827071.1?report=est
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest/FK827071.1?report=genbank

1.3. La séquence du géne P5CR

Triticum aestivum pyrroline-5-carboxylate reductase mRNA, complete cds
GenBank: AY880317.1

GenBank Graphics

>AY880317.1 Triticum aestivum pyrroline-5-carboxylate reductase mRNA,
complete cds
TAGCCGCCGCGCCCCTCTCCTACTCCCCAATGGCGGCCGCGCCTCCCCAGLCCLCGLLGLGLLeaLeeceaa
CCCCGCGAACGGCGGCGACGCGTTCCGCCTGGGCTTCGTCGGCGCGGGGAACCTGGCCGAGAGCATCGLG
CGCGGCGTCGCGGCGTCGGGCGTCCTCCCGGCCTCCGCCGTCCGCACCGCTCCCCACCGLCCGLCCLGAGL
GCGGCGCCGCCTTCGCCTCCCTCGGCGCCACCATCCTCGCCTCCAACGCCCAGGTTGTGGACGGCAGCGA
TGTGATCGTCATCTCCGTCAAGCCCCAGATTGTGAAGCAGGTTCTGGTTGAGCTCAAGCCCTTGCTGTCT
GAAGAAAAGCTTCTGGTCTCCATCGCTGCTGGCATCAAAATGAAAGATTTGCAGGATTGGTCTGGTCAGC
GCAGAATTATTAGAGTAATGCCAAACACCCCCTCTGCTGTCGGACAAGCAGCATCAGTGATGTGTCTGGG
AGAGACAGCTACTGAGAAGGATGAAAACCGTGTCAAAAGCTTATTTAGTGCCATTGGAAAAGTTTGGACA
GCTGAAGAAAAATATTTTGATGCGGTTACTGGCTTGAGTGGTAGTGGTCCGGCCTACATTTTCTTGGCAA
TAGAGGCCATGGCTGATGGTGGAGTTGCTGCTGGGCTTCCTCGGGATCTTGCTCTTGGTCTTGCAGCTCA
GACAGTGCTAGGTGCTGCAACCATGGTTAGCGAGACGGGTAAACATCCAGGGCAGCTGAAGGATCAGGTC
ACTTCCCCTGCAGGAACTACCATAGCTGGTGTTCATGAGCTCGAGAAGGGTTCGTTTCGYGGCACACTGA
TAAATGCCGTTGTTGCTGCCACAACAAGATGCCGAGAGCTCTCAAAAAATTAGTCCTCTTATAATCCTGG
TAGCCATTGTTAGTTTTGCTACAATTCCAGAATAAAATGGTGGACATGATTTATGAGATCTTAATCTCAG
ACTCCAAACAAGTTATCGATAAATTTTCCTGGTCTAGCTGTGTAG

> Les amorces choisies pour I’amlification du géne PSCR

TaP5CR F: GATTTGCAGGATTGGTCTGG
TaP5CR R: TACCACTCAAGCCAGTAACC

> Le test virtuel des amorces (PCR virtuelle)

PCR Products results

>208 bp product from linear template TaP5CR sequence, base 396
to base 603
GATTTGCAGGATTGGTCTGGTCAGCGCAGAATTATTAGAGTAATGCCAAACACCCCCTCT
GCTGTCGGACAAGCAGCATCAGTGATGTGTCTGGGAGAGACAGCTACTGAGAAGGATGAA
AACCGTGTCAAAAGCTTATTTAGTGCCATTGGAAAAGTTTGGACAGCTGAAGAAAAATAT
TTTGATGCGGTTACTGGCTTGAGTGGTA


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY880317.1?report=genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY880317.1?report=graph

1.4. La séquence du géne PDH

> Alignement multiple des sequences ARNm du gene PDH chez les triticacées réalisé
sur le portail BLAST de la banque de données nucléotidiques NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome)

RID BMVEWRGX013 (Expires on 03-29 00:14 am)
Query ID AK332189.1

Molecule type nucleic acid
Query Length 1814

= Graphic Summary

Description Triticumn aestivum cDNA, clone: WT003_F24, cultivar: Chinese Spring

Othear reports: B Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer]

Database Name nr
Description MNucleotide collection (nt)
BLASTN 2.8.0+ » Citation

Distribution of the top 29 Blast Hits on 24 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
=40 W 40-50 HWso-s80 Ws0-200 W-=200
| | | | 1 |
1 350 700 1050 1400 1750

> Les séquences alignées d’ARNm de la PDH et les pourcentages d’identité

Sequences producing significant alignments:

Select: Al None Selected:0

11 Alignments o

Description sTj:{e ST::i ?;fg \.fallzue ldent  Accession

Triticum aestivum cDNA, clons: WT003 F24 culfivar: Chinese Spring 3350 3350 100% 00 100% Ak3321301
PREDICTED: Aegilops tausehil subsp. fauschil proline dehydrogenase 2 mitoehondriablike (LOC100770177), mRNA 3304 3304 98% 00  99% XM 020328830 1
Hordeum vulgare subsp. vulgare mRNA for predicied protein, complete cds clone: NIASH2140007 2687 2687 95% 00 95% AKBT6041
PREDICTED: Brachypodium distachyon proling dehydrogenase 2 mitochondrial (LOC100838313), mRNA 1603 1683 81% 00 B87% XM 0035742553
PREDICTED: Setari italica proline dehydrogenase 2. mitochondrial (LOC101775798) mRNA 1531 1531 80% 00 86% XM 0049336603
PREDICTED: Oryza safiva Japonica Group proline dehydrogenase 2 mitochondrial (LOC4349318), mRNA 1489 1489 80% 00 85% XM 0157572061



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome

» Arbre phylogénétique du gene PDH construit sur NCBI

' PREDICTED: proline dehydrogenase 2, mitochondrial [Vitis vinifera]
I proline dehydrogenase 2 | Arabidopss thaliana]
proline dehydrogenase | | Arabidopsis thaliana]
YPREDICTED: proline dehydrogenase 2. mitochondrial-like | Brachy podium distachyon]
2 unnamed protein product
&

7 predicted protein [Hordeum vulgare subsp. vulgare]

] 2 PREDICTED: proline dehydrogenase 2, mitochondrial-like [Oryza brachyantha]
2 05 100550940 [Oryza sativa Japonica Group]
#PREDICTED: proline dehydrogenase 2, mitochondrial-like isoform X2 |Setaria italica]
9
“ PREDICTED: proline dehydrogenase 2, mitochondrial-like isoform X1 |Setaria italica ]
¥ proline oxidase |[Zea mays]

#TPA: proline oxidase [Zea mays]

o

» proline oxidase | Zea mays]

Ill.l I

@ hypothetical protein SORBIDRAFT_01g029660 |Sorghum bicolor]

» Laséquence PDH de blé tendre

PDH/Triticum aestivum cDNA, clone: WT003_F24, variété: Chinese Spring
GenBank: AK332189.1

GenBank Graphics

>AK332189.1 Triticum aestivum cDNA, clone: WT003 F24, variété: Chinese
Spring
GACCGTTCTCGGATTCCTCCGCATTCGTTCGCTCCCAGCCTCACACTGCACCGATCAACACCAGCGTCGT
CTCAGACTTCTTCTTCTTCCTCTGTCTACTCGGTTGATTCCTTTGACCCGTCGTTCGTTCGCTGGTCGGT
GGTTTCATCCATCGTCCGGTCACAGGAGAAGAGCAGCCGGCGCCTCTTTTCGTTGCTTTCTAGCGACCCC
TCCGAGTCCGACCTTCCATGGCCATCGCCTCCCGCATCACGAAGCGCGCGCTCTCCACCTTCGCCGCCGL
AGCCAAGCTCCCGGAGGCGGCCGTCGCGGCCGCCGGCGCCGAGGCGGTGCCCGCGCCGTCGTCCGCGCAG
CACCAGCAGCAGCAGCAGGTCCTGGAGTTTGAGGACACCGAGAGGCTCTTCACCGGGGAGCCGTCCACGG
CTCTGGTGCGCACGCTCGCGGCGCTGCAGTTGATGTCCGCGGGCCCGCTGGTGGACGTGGGCCTCGCGGL
GCTGCGGTCTCCGGCGGTGGCCGCCAGCCCCGTGGTCCAGGCCGCGGCGCGGGCCACGGCGTACAAGCAC
TTCTGCGCCGGGGAGACCGCCGATGAGGCCGCGGCCCGGGTGCAGCGCCTCTGGCGCGGCGGCATGGGCG
GGATCCTCGACTACGGCATCGAGGACGCCGAGGACGGCGCCGCCTGCGACCGCAACGTCGCCGGCTTCCT
CGCCGCCGTCGACGTCGCCGCCGCGCTGCCGCCGGGATCGGCGAGCGTGTGTATCAAGATCACGGCGCTG
TGCCCGATCGCGTTGCTGGAGAAGACGAGCGACCTGCTGCGGTGGCAGCACAAGAACCCGTCGGTGCACC
TGCCGTGGAAGCAGCACGCCTTCCCGATCCTGTCCGACTCGAGCCCGCTGTACCTGACGCCGTCGGAGCC
GGCGGCGCTGACGGCGGAGGAGGAGCACGAGCTGCAGCTGGCGCACGACCGGCTGCTGGCCGTGGGLCGCG


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AK332189.1?report=genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AK332189.1?report=graph

CGGTGCGCGGAGCACGACATCCCGCTGCTGGTGGACGCCGAGTACGCGTCGGTGCAGCCGTCCATCGACT
ACTTCACCTTCGTGGGCGCGCTGGCGTGCAACGGCGGCGGGCGACCCATCGTGCACGGCACCGTCCAGGL
GTACCTCCGCGACGCGCGCGACCGGCTGGAGGCCATGGTGCGCGCGGCCGAGGAGGAGCGCGTGTGCCTC
GGGGTCAAGATCGTCCGCGGCGCCTACCTCACCCGGGAGGCCCGGCTGGCGGAGTCCCTGGGCGTGCCGT
CGCCCATCCACGGCAGCATCCAGGACACCCACGACTGCTACAACGGCTGCGCGGCCTTCCTCCTGGAGCG
CGTCCGCCGCGGGTCGGCGTCCGTGATGCTGGCCACCCACAACGTGGAGTCCGGGCAGCTGGCGGLCGGCG
AGGGCGCAGGAGCTGGGCATCGGCAAGGGCGACCGGAACCTGCAGTTCGCGCAGCTGATGGGCATGGCGG
ACGGGCTGTCCCTGGGGCTCCGCAACGCGGGGTTCCAGGTGAGCAAGTACCTGCCCTACGGCCCCGTGGA
GCACATCATCCCCTACCTCATCCGGCGGGCCGAGGAGAACAGAGGACTGCTCTCCGCTTCCGCCTTCGAC
CGGCAGCTGCTCCGGAAGGAGCTCGTCAGGAGGTTCAAGAACGCGGTGATGGGACGGGAGTGAGGAGGCC
GGCGGGAGGTTCACGTACGGGAGAGAAGCGACGGAGTTAGGAGTTGTAAATATGCATTGTTGTATCGCGA
CCTGAATGAATGGAATAAACGAAATAACGCTGTTGTTCAATCGCCAAAAAAAAAAAAAAAACGA

> Les amorces choisies pour I’amplification du géne PDH

TaPDH F: TCGACTACTTCACCTTCGTG
TaPDH R: TTGTAGCAGTCGTGGGTG

7 Le test virtuel des amorces (PCR virtuelle)

PCR Products results

>259 bp product from linear template TaPDH sequence, base 1067
to base 1325
TCGACTACTTCACCTTCGTGGGCGCGCTGGCGTGCAACGGCGGCGGGCGACCCATCGTGC
ACGGCACCGTCCAGGCGTACCTCCGCGACGCGCGCGACCGGCTGGAGGCCATGGTGCGCG
CGGCCGAGGAGGAGCGCGTGTGCCTCGGGGTCAAGATCGTCCGCGGCGCCTACCTCACCC
GGGAGGCCCGGCTGGCGGAGTCCCTGGGCGTGCCGTCGCCCATCCACGGCAGCATCCAGG
ACACCCACGACTGCTACAA



1.5. La séquence du géne Dehydrine DHN

Triticum turgidum subsp. durum partial MRNA for dehydrin 3 (DHN15.3 gene)
GenBank: AM180931.1

GenBank Graphics

>AM180931.1 Triticum turgidum subsp. durum partial mRNA for dehydrin 3
(DHN15.3 gene)
ATGGAGTACCAGGGACAGCAGCAGCACGGTCAGGCGACTAACCGCGTCGACGAGTACGGTAACCCGGTTG
CCGGACATGGCGTCGGCACCGGCGCGGCCGCTGGTGGGCATTTCCAGCCCTCGAGGGAGGAGCACAAGGC
CGGCGGGATCCTGCAGCGCTCCGGCAGCTCTAGTAGCTCCGGCTCGTCTGAGGATGATGGCATGGGCGGG
AGGAGGAAGAAGGGCATCAAGGATAAGATCAAGGAGAAGCTCCCTGGTGGCCACGGCGACCAGCAGCAGA
CCACTGACAACGCCTACGGACAGCAAGGTCATACGGCAGGGATGGCCGGCACTGGCGGCACCTACGGCCA
GCCGGGACACACCGGAATGGCCGGCACTGGGACGCATGGCACCGACGGCACCGGCGAGAAGAAGGGCATC
ATGGACAAGATCAAGGAGAAGCTGCCC

> Les amorces choisies pour I’amplification du géene DHN

TdDHN F: GAGTACCAGGGACAGCAG
TdDHN R: ATGCCATCATCCTCAGACG

> Le test virtuel des amorces (PCR virtuelle)

PCR Products results

>200 bp product from linear template TdDHN sequence, base 4 to
base 203
GAGTACCAGGGACAGCAGCAGCACGGTCAGGCGACTAACCGCGTCGACGAGTACGGTAAC
CCGGTTGCCGGACATGGCGTCGGCACCGGCGCGGCCGCTGGTGGGCATTTCCAGCCCTCG
AGGGAGGAGCACAAGGCCGGCGGGATCCTGCAGCGCTCCGGCAGCTCTAGTAGCTCCGGL
TCGTCTGAGGATGATGGCAT


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AM180931.1?report=genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AM180931.1?report=graph

1.6. La séquence du géne HKT1;4-1

Triticum durum HKT1;4-1 mRNA, complete cds
GenBank: KF443078.1

GenBank Graphics

>KF443078.1 Triticum durum HKT1;4-1 mRNA, complete cds
ATGGCCGGAGCTCATCATAAGGTCGGCGAGCTGTTGCGCCACGCACGGCGACGGTCGACGGLCCGLGELTCGAC

AAGGCATTGTCCCTCCTGTCATCGCATTCCTGGTCATACGTGCAGCACCACGTCGTCAAGGAGCGGGTGAAGC
GGTGGCGGCACGCTCTCGCCGGGCGGTTCTGGCGGCGCCTCGGCTCGCTGCTCGTCCACGTCGCCTACTTCCT
CGCCGTCTCCTGGCTCGGTTACCTCCTCCTCGCGCAGCTCAGGTTCCGCGCCGGCGGCGACGGGACGAGGCGG
CCCCGCGGCATCGACCTGTTCTTCACCGCCGTCTCGGCCGCGACGGTGTCCAGCATGTCCACCGTCGAGATGG
AGGTGTTCTCCAATGGCCAGCTCCTCGTCCTGACTGTCCTCATGTTCGTCGGCGGCGAGGTGTTTTTGTCGCTC
CTAGGCCTCGCGTCCAAGTGGTCCAAGCTGAGGAAGCAAGCCGTTCACAAATCATCCCGCCGCGTCGACAACC
ACGACGTCCCCGAGCTTGAGATGCCGCCGGTAGACGCCGCCACCGAATTGGCCAACCCAACGTCGATGACATC
GACCGTCGATGATGAGATGAGCAAGCCGTTGGACCACTTCGATGACACGAGGCTGCGGCGCGACGCGGTGCT
GTCGCTGTTCTTCGTCGTCCTCGCCATCCTCCTAGCGGTGCACGTCCTCGGTTCCGGCGCCATCGTGGCGTACG
TCTTGCACGCGTCGCCGGCGGCGAGGCGGACGCTGCGGGACAAGGCCCTGAACATGTGGACCTTCGCCGTGT
TCACGACGGTGTCCACGTTCTCGAGCTGCGGGTACATGCCGACGAACGAGAACATGATCGTCTTCAAGCGAGA
CACCGGGCTGCAGCTGCTGCTCGTGCCGCAGGCGCTGGTCGGGAACACGCTGTTCCCGCCGLCTGCTCGCCGLG
TGCGTGCGCGTCGCCGCCGCGGCGACCCGGCGCGTGGAGCTCAAGGAGACGGCGAAGAAGGGCCGGGAGTT
GACGGGGTACTACCACCTGCTCCCGGCGCGGCGGTGCGCGATGCTGGCGGCGACGGTGGTGGGCTTCCTCGC
CGTGCAGGTGGCGATGCTGTGCGGCATGGAGTGGGGCGGCGCGCTGCGGGGGATGAGCGCGTGGGAGAAG
GTGTCGAACGCGGTGTTCCTGGCGGTGAACTCCCGGCACACCGGCGAGTCGACCCTCGACCTCTTCACCCTCG
CGCCGGCCATCCTCGTCCTCTTCGTGCTCATGATGTACCTGCCTCCATACACGACGTGGTTTCCATTTGAAGAGA
GCTCCGGCGTCAAGGACCAACCCAGGGAGGAGACCCAGGGGGTCAGGCTGCTCAAGAGCACGCTTCTGTCAC
AACTCTCCTACCTCGCCATCTTTGTCATCGCCATCTGCATCACCGAGAGGGAAAAGCTCAAGGAGGACCCCCTC
AACTTCAACTTGCTCAGCATCGTCGTCGAAGTCGTCAGCGCTTATGGGAATGTGGGCTTCTCCATGGGCTACAG
CTGCAGTAGGCAGATCAGCCCGGACGGGATGTGCACTGACAGGTGGACCGGCTTTGCTGGGAGGTGGAGCG
ATTCTGGCAAACTCATCCTCATTCTTGTCATGCTCTTCGGGAGGATGAAAAAGTTCAGCATGAAAGCGGGCAA
AGCCTGGAAGCTTAGTTAG

> Les amorces choisies pour I’amplification du géne HKT1 ;4-1

TdHKT1;4-1 F: TGACTGTCCTCATGTTCGTC
TdHKT1;4-1 R: CGAAGGTCCACATGTTCAG

> Le test virtuel des amorces (PCR virtuelle)

PCR Products results

>402 bp product from linear template TdHKT141 sequence, base
395 to base 796
TGACTGTCCTCATGTTCGTCGGCGGCGAGGTGTTTTTGTCGCTCCTAGGCCTCGCGTCCA
AGTGGTCCAAGCTGAGGAAGCAAGCCGTTCACAAATCATCCCGCCGCGTCGACAACCACG
ACGTCCCCGAGCTTGAGATGCCGCCGGTAGACGCCGCCACCGAATTGGCCAACCCAACGT
CGATGACATCGACCGTCGATGATGAGATGAGCAAGCCGTTGGACCACTTCGATGACACGA
GGCTGCGGCGCGACGCGGTGCTGTCGCTGTTCTTCGTCGTCCTCGCCATCCTCCTAGCGG


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF443078.1?report=genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF443078.1?report=graph

TGCACGTCCTCGGTTCCGGCGCCATCGTGGCGTACGTCTTGCACGCGTCGCCGGCGGCGA
GGCGGACGCTGCGGGACAAGGCCCTGAACATGTGGACCTTCG

1.7. La séquence du géne HKT1;4-2
Triticum durum HKT1;4-2 mRNA, complete cds

GenBank: KF443079.1

GenBank Graphics

>KF443079.1 Triticum durum HKT1;4-2 mRNA, complete cds
ATGGCCGGAGCTCATCGTAAGGTCCGCGAGCTGTTAGAGCACACGCGGCGGCGCTCGACGGCCGCGLCTCA
ACAATGTAATGTCCCTCATGCGCTCGCTCTCCGGGTCATACGCGCAGCACCACGTCAAGGAGCGCGTGGC
GCGGTGGCGCCGCGCGCTCGCCGGGCGGTTATCGCCGCGCCTCGGCTCGCTGCTCGTCCACGTCGCGTAC
TTCCTCGCCGTCTCCTGGCTCGGTTACCTTGTCCTCGCGCAGCTCAGGTTCCGCGCCGGCGGCGAGGGGA
CGAGGCGGCCCGGCGCCATCGATCTGTTCTTCACCGCCGTCTCGGCCGCGACGGTGTCGAGCATGTCCAC
CGTCGAGATGGAGGCGTTCTCCAACGGCCAGCTCCTCGTCCTGACCGTGCTCATGTTCGTCGGCGGCGAG
GTGTTTTTGTCGCTCCTAGGCCTCGCGTCCAAGTGGTCCAAGCTGAGGAAGCAAGCTGTACGCAAATCCC
GTCGCGTCGAGATCCACGACGTCGCCGAGCTTGAGATGCCGCCGGTCGCCGCTGCTGGCGAATTCGACAA
CCCAACGTCGATTACGTCGACCGCCGACGACGAGATGAGCAAGCCGTTGGACCGCTTCGATGACACGAGG
CTGCGGCGCGACGCGGTGTTGTCGCTCTTCTTCGTCGTCCTCGCCATCCTCCTGACGGTGCACGTCGTCG
GAGCCGTCGCCGTCGCGGCGTACATCTTGCATGCGTCGCCGGCGGCGAGGCGGACGCTTCGGGAGAAGGL
CCTGAACGAGTGGACATTCGCCGTGTTCACGACGGTGTCCACGTTCTCGAGCTGCGGGTACATGCCGACA
AACGAGAACATGGCGGTGTTCAAGCGGGACACCGGTCTGCAGCTGCTGCTCGTGCCGCAGGCGCTGGTCG
GGAACACGCTGTTCCCGCCGCTGCTGGCCGCGTGCGTGCGCGCCGCCGCCGCGGCAACCAGGCGCGTGGA
GCTCAAGGAGACGGCGAAGGAGGGCGGGGAACTGACGGGGTACTACCACCTGCTCCCGGCGCGGLGGTGL
GCGATGCTAGCGGCAACGGTGGCCGGGTTCGTCGCCGTGCAGGCGGCGATGTTGTGCGGCATGGAGTGGG
GTGGCGCGCTGAGCGGGATGAGCGCGTGGGAGAAGGTGTCGAACGCGGTGTTCCTCGCGGTGAACTCCCG
GCACACCGGCGAGACAACCCTCGACCTCTCCACCCTCGCGCCGGCCATCCTCGTCCTCTTCGTGCTCATG
ATGTACCTCCCTCCATACACGACATGGTTTCCATTTGGAGAGAGCTCCAGCGTGAAGGACCATCCCACGG
AGGAGACCCAGGGGGTGAGGTTGCTCAAGAGCACGCTTCTGTCACAACTCTCCTACCTTGCCATCTTTGT
CATCGCCATCTGCGTCACTGAGAGGGAAAAGCTCAAGGAGGACCCCCTCAACTTCAACTTGCTCAGCATC
GTCGTCGAAGTCGTCAGCGCTTATGGAAATGTGGGCTTCTCCATGGGCTACAGCTGCAGTAGGCAGATCA
GCCCGGACGGGATGTGCACTGACAGGTGGACCGGCTTCGCTGGGAGGTGGAGCGATTCCGGCAAACTCAT
CCTCATTCTTGTCATGCTCTTCGGGAGGCTGAAAAAGTTCAGCATGAACGCGGGCAAAGCCTGGAAGCTT
AGTTAG

> Les amorces choisies pour I’amplification du géne HKT1 ;4-2

TdHKT1;4-2 F: CCATCTTTGTCATCGCCATC
TdHKT1;4-2 R: GAATGAGGATGAGTTTGCCG

> Le test virtuel des amorces (PCR virtuelle)

PCR Products results
>228 bp product from linear template TdHKT142 sequence base 1391 to base
1618


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/557360995?report=genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/557360995?report=graph

CCATCTTTGTCATCGCCATCTGCGTCACTGAGAGGGAAAAGCTCAAGGAGGACCCCCTCA
ACTTCAACTTGCTCAGCATCGTCGTCGAAGTCGTCAGCGCTTATGGAAATGTGGGCTTCT
CCATGGGCTACAGCTGCAGTAGGCAGATCAGCCCGGACGGGATGTGCACTGACAGGTGGA
CCGGCTTCGCTGGGAGGTGGAGCGATTCCGGCAAACTCATCCTCATTC

1.8. La séquence du géne HKT8

Triticum turgidum subsp. durum HKT8 (HKT8) mRNA, HKT8-B1 homeolog, complete

cds

>DQ646333.1
AGGCCAAGAAGTCTCTACAATACTTACCAACGAATGGGTTCTCTGCATGTCTCCTGCAGTACCACTCAACATAGC
AAGCTTCAGAGGGTTTACCAACTCCTGTTTTTCCATGTGCACCCGTTCTGGCTCCATTTCTTGTACTTTGTAACC
ATCTCCTTCTTAGGTTTCGTGATCCTGAAAGCCCTGCCCATGAAGACCAGCATGGTCTCGAGGCCCATAGACCTT
GACCTGATCTTCACCTCGGTGTCGGCCACCACGGTGTCGAGCATGGTGGCCGTGGAGATGGAGTCCTTCTCCAAC
CCCCAGCTCCTACTCCTGACCATCCTTATGCTCCTCGGCGGCGAGGTGTTCACCAGCATGCTTGGCCTTTACTTT
ACCTACATCAAGTCCAAGAAGAAAGAAGCCCCCCATGACCATGGTGATGGTGGTGGCAAAGTCGAACCAGCACCG
TCTAGCCTAGAGCTCCCTGCTACCACCTTCATGGACGATAGCACTGCACAGAACCAGATGGAGCAAGGGTTCAAC
AAGGAGCAGCCCCGATACGGCCGAGCCTTCCTCACCAGGTTGCTCCTGTTCATAGTGCTGGGCTATCACGTGGTG
GTGCACCTCGCCGGCTACTCCCTGATGCTGCTCTACCTGAGCGTCGTCTCCGGCGCAAGGGCTGTGCTCGCCGGC
AAGGGGATCAGCCTGCACACCTTCTCCGTATTCACCGTCGTCTCGACATTCGCCAATGGTGGCTTCGTGCCGAALC
AACGAAGGGATGGTCGTCTTCCGGTCCTTCCCGGGCCTCCTGCTCCTCGTCATGCCGCACGTCCTCCTCGGCAAL
ACGCTCTTCCCTGTCTTCCTCAGGCTGGCCATCTGGGCTCTCCGGAGGGTCACCAGGAGGCCCGAGCTCGGCCAG
CTGCAGAGCATCGGCTATGGTCACCTGCTGACGAGCCGGCACACCTGCTTCTTGGCTTTCACCGTGGCCACGTTC
GTGCTGGCGCAGCTGTCGCTCTTCTGCGCCATGGAGTGGGGCTCCAACGGGCTGCACGGGCTCACCGCCGCGCAG
AAGCTCGTTGCGGCACTGTTCATGTCGGTCAACTCTAGGCACACCGGCGAGATGGTCGTGGACCTTTCCACCATG
TCGTCAGCCGTTGTGGTGCTCTACGTGGTCATGATGTACCTACCACCTTACACTACATTTCTACCAGTGGAAGAC
GACAGTGACCAACAAGTGGGAGCAGATCAGCACCACCAGAAAAGGGTAACAAGCATATGGCGGAAGCTGCTCATG
TCGCCGCTCTCGTTCTTGGCCATCTTCATCGCCGTCGTGTGCATCACGGAGCGGCGGCAGATCTCCGATGACCCC
CTCAACTTCAACGTCCTCAACATCACCGTCGAGGTTATCAGTGCGTACGGAAACGTGGGGTTTAGCACCGGGTAC
AGCTGTGCCCGGCAGGTGACTGCCGACGGCGGCTGCAGGGATACGTGGGTTGGCTTCTCTGGGAAGTGGAGCTGG
CAAGGGAAGCTGGTTCTCATTGCTGTCATGTTCTACGGCAGACTCAAGAAGTTCGGCATGCATGGTGGCGAGGCA
TGGAGGATAGTATAACCTAGTAGCAGACTGCATATTTCTCAATGATCTCTCTTCAGACAGAGACTAGCTACATCT
CGCTCTAGTCTAAAACCATCTGAACTTATTTTCATTATGCAAGTACCT

Triticum turgidum subsp. durum HKT8 (HKT8) mRNA, HKT8-B2 homeolog, complete
cds

>DQ646334.1

AGAAGTCTCTAGAATACTTGCAGTAGAAATGGGCTCTTTGCTGCATGTCTCCTTCAGTGCCACTCAACATAGCAA
GCTTCATCGGGCTTACCAACTCCTGTTTTTCCATGTGCACCCGTTCTGGCTCCAGCTCTTGTACTTTGTATCCAT
CTCCTTCTTCGGCTTCGTGATCCTCAAAGCCCTGCCCATGAAGACCGGCATGCCCATGGACCTGGACCTGATCTT
TACGTCAGTATCGGCGACGACGGTGTCGAGCATGGTGGCTGTGGAGATGGAGTCCTTCTCCAACCCCCAGCTCCT
ACTCCTGACCCTCCTCATGCTCCTCGGCGGCGAGGTGTTCACGAGCATGCTTGGCCTGCACTTCACCTACCTCAA
GTCCAAGACGAAAGAAGCACAAGCCCCCCACGAGCATGACGATGCTGACAAAGGCAAACCAGCACCATCATCTAG
CCTACAGCTCACCGCTACCACCTGCATGGATGATGTCAATCGTGTGGAGCAAGGGTTTAAGGACCAGCCCCGTTA
CGATCGTGCCTTCCTCACCAGGTTGCTCTTGTTCATAGTGCTGGGCTATCACGTGGTGGTGCACCTCGCCGGCTA
CTCCCTGATGCTGGTCTACCTGAGCGTCGTCTCCGGCGCGAGGGCTGTGCTCGCCGGCAAGGGGATCAGCCTGCA
CACCTTCTCCGTCTTCACCGTCGTCTCGACGTTCGCCAACGGTGGCTTCATGCCCAACAATGAAGAGATGGTCGC
CTTTCGGTCCTTCCCGGGCCTCCTGCTCCTCGTCATGCCGCACGTACTCCTCGGCAACACGCTCTTCCCTGTCTT
CCTCAGGCTGGCCATCTGGGCTCTCCGGAGGGTCACCAGGAGGCCCGAGCTCGGCGAGCTGCAGAGCATCGGCTA
CGACCACCTGCTGACGAGCCGGCACACCTGCTTCTTGGCTTTCACTGTGGCCATGTTCGTGCTGGCGCAGCTGTC
GCTCTTCTGCGCAATGGAGTGGGGCTCCGACGGGCTGCATGGGCTCACCGCCGCGCAGAAGCTCGTCACGGCACT
GTTCATGTCGGTCAACTCCAGGCACACAGGCGAGATGGTCGTGGACCTTTCCACGGTGTCGTCAGCCGTTGTGGT
GCTCTACGTGGTCATGATGTACCTACCACCTTACACTACATTTCTACCAGTGGAAGACGACAGCGACCAACAAGT
GGGAGCAGATCAGCACCACCAGAAAAGGGTAACAATCATATGGCGGAAGCTGCTCATGTCACCGCTCTCGTGCTT
GGCCATCTTCATCGCTGTCGTGTGCATCACGGAGCGGCGGCAGATCTCCGATGACCCCCTCAACTTCAAAGTCCT
CAACATCACCGTCGAGGTTATCAGTGCGTACGGAAACGTGGGGTTTAGCACCGGGTACAGCTGTGGCCGGCAGGT
GACGCCCGACGGCGGCTGCAGGGATACGTGGGTTGGCTTCTCTGGGAAGTGGAGCTGGCAAGGGAAGCTGGTTCT
CATTGCTGTCATGTTCTACGGCAGGCTCAAGAAGTTCAGCATGCATGGTGGCGAGGCATGGATGATAGTATAACC



TAGTAGCAGACTGCATATTTCTCAATGATCTCTCTTCAGACAGAGACTAGCTACATCTCGCTCTAGTCAAAAACC
ATCTGAACATATT

Alignment multiple des sequences homologues B1 et B2 du gene HKT1;5 (HKT8)

Multalin version 5.4.1

Multiple sequence alignment
Consensus levels: high=90% low=50%
Name: DQ646333.1

Name: DQ646334.1

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

1 1

D0646333.1 RGGCCAAGRAGTCTCTACAATACTTACCAACGAA-TGGGTTCT-——CTGCATGTCTCCTGCAGTACCACTCARCATAGCARGCTTCAGAGGGTTTACCARCTCCTGTTTTTCCATGTGCACCCGTTCTGE
DO6A6334,1 AGAAGTCTCTAGAATACTTGCAGTAGAAATGGGCTCTTTGLTGCATGTCTCCTTCAGTGCCACTCARCATAGCARGCTTCATCGGGCTTACCARCTCCTGTTTTTCCATGTGCACCCGTTCTGE
Consensus  ......AGARGTCTCTAcAATACTTaCaaaaGAR. TGGGeTCT, . . CTGCATGTCTCCT¢CAGTaCCACTCARCATAGCARGCTTCAaGGGeTTACCARCTCCTGTTTTTCCATGTGCACCCGTTCTGE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1

D0646333.1 CTCCATTTCTTGTACTTTGTAACCATCTCCTTCTTAGGTTTCGTGATCCTGARRGCCCTGCCCATGARGACCAGCATGGTCTCGAGGCCCATAGACCTTGACCTGATCTTCACCTCGGTGTCGGCCACCA
D0646334.1 CTCCAGCTCTTGTACTTTGTATCCATCTCCTTCTTCGGCTTCGTGATCCTCARRGCCCTGCCCATGARGACCGGCAT G=—=—————~ CCCATGGACCTGGACCTGATCTTTACGTCAGTATCGGCGACGA
Consensus CTCCAgeTCTTGTACTTTGTAACCATCTCCTTCTTaGGeTTCGTGATCCTCARAGCCCTGCCCATGARGACCAGCATG. ..., ... .CCCATAGACCTGACCTGATCTTeACeTCAGTaTCGGCCcACCA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

1 1

D0646333.1 CGGTGTCGAGCATGGTGGCCGTGGAGATGGAGTCCTTCTCCAACCCCCAGCTCCTACTCCTGACCATCCTTATGCTCCTCGGCGGCGAGGTGTTCACCAGCATGCTTGGCCTTTACTTTACCTACATCAR
D0646334.1 CGGTGTCGAGCATGGTGGCTGTGGAGATGGAGTCCTTCTCCAACCCCCAGCTCCTACTCCTGACCCTCCTCATGCTCCTCGGCGGCGAGGTGTTCACGAGCATGCTTGGCCTGCACTTCACCTACCTCAR
Consensus CGGTGTCGAGCATGGTGGCcGTGGAGATGGAGTCCTTCTCCARCCCCCAGCTCCTACTCCTGACCATCCTCATGCTCCTCGGCGECGAGGTGT TCACCAGCATGCTTGGCCTzeACTTCACCTACATCAR

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

DO646333.1 ETCDHHEHHEHHHEHHECED---CDCHTEHCEHTEETﬁHTEﬁTEETEEDHHHETCEHHCEHEEHEDETD---THEDDTHEHECTDCDTEDTHCEHCDTTDHTEEHCEHTHEEHETECHCHEHHCEHEHTE
D0646334.1 GTCCARGACGAAAGARGCACAAGCCCCCCACGAGCATGACGATGCTGACAAAGGCARACCAGCACCATCATCTAGCCTACAGCTCACCGCTACCACCTGCATGGATGATGTCART ———==———~
Consensus ETCCHHEHaGHHHEHHECaC...CCCaccHCcHgcaTEHcﬁaTEcTﬁaDHHHEgCaHHCCHEEHCCaTC...THECCTHcHECTDaCcECTHCEHCCTgCHTEGHcEHTagEHaT.........CagaTE

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650

1 1

D0646333.1 GAGCARGGGT TCARCARGGAGCAGCCCCGATACGGCCGAGCCTTCCTCACCAGGTTGCTCCTGTTCATAGTGCTGGGCTATCACGTGRTGGTGCACCTCGCCGGCTACTCCCTGATGCTGCTCTACCTGA
D0646334.1 GAGCARGGGT TTAR---GGACCAGCCCCGTTACGATCGTGCCTTCCTCACCAGGTTGCTCTTGTTCATAGTGCTGGGCTATCACGTGRTGGTGCACCTCGCCGGCTACTCCCTGATGCTGGTCTACCTGA
Consensus GAGCARGGGTTcAA., . .G6AcCAGCCCCGaTACGacCGaGCCTTCCTCACCAGGTTRCTCeTGTTCATAGTGCTGGGCTATCACGTGRTGGTGCACCTCGCCGGCTACTCCCTGATGCTGeTCTACCTGA

651 660 670 680 630 00 o 720 730 740 750 760 70 780

1 1

D0646333.1 GCGTCGTCTCCGGCGCARGGGCTGTGCTCGCCGGCARGGGGATCAGCCTGCACACCTTCTCCGTATTCACCGTCGTCTCGACATTCGCCARTGETGGCTTCGTGCCGARCARCGARGGGATGGTCGTCTT
D0646334.1 GCGTCGTCTCCGGCGCGAGGGCTGTGCTCGCCGGCARGGGGATCAGCCTGCACACCTTCTCCGTCTTCACCGTCGTCTCGACGTTCGCCARCGETGGCTTCATGCCCARCARTGARGAGATGGTCGCCTT
Consensus GCGTCGTCTCCGGCGCaAGGGCTGTGCTCGCCGGCARGGGGATCAGCCTGCACACCTTCTCCGTATTCACCGTCGTCTCGACaTTCGCCARCGETGGCTTCATGCCcARCARCGARGAGATGGTCGECTT

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 830 900 910

I 1

D0646333.1 CCGGTCCTTCCCGGGCCTCCTGCTCCTCGTCATGCCGCACGTCCTCCTCGGCARCACGCTCTTCCCTGTCTTCCTCAGGCTGGCCATCTGGGCTCTCCGGAGGGTCACCAGGAGGCCCGAGCTCGGLCAG
D0646334.1 TCGGTCCTTCCCGGGCCTCCTGCTCCTCGTCATGCCGCACGTACTCCTCGGCARCACGCTCTTCCCTGTCTTCCTCAGGCTGGCCATCTGGGCTCTCCGGAGGGTCACCAGGAGGCCCGAGCTCGGLGAG
Consensus cCGGTCCTTCCCGGGCCTCCTGCTCCTCGTCATGCCGCACGTaCTCCTCGGCARCACGCTCTTCCCTGTCTTCCTCAGGCTGGCCATCTGGGCTCTCCGGAGGGTCACCAGGAGGCCCGAGCTCGGLCAG

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

1 1

D0646333.1 CTGCAGAGCATCGGCTATGGTCACCTGCTGACGAGCCGGCACACCTGCTTCTTGGCTTTCACCGTGGCCACGTTCGTGLTGGCGCAGCTGTCGCTCTTCTGCGCCATGGAGTGGGECTCCARCGGGLTGE
D0646334.1 CTGCAGAGCATCGGCTACGACCACCTGCTGACGAGCCGGCACACCTGCTTCTTGGCTTTCACTGTGGCCATGTTCGTGCTGGCGCAGCTGTCGCTCTTCTGCGCAATGGAGTGGGELTCCGACGGGLTGE
Conzensuz CTGCAGAGCATCGGCTAcGacCACCTGCTGACGAGCCGECACACCTRCTTCTTGGCTTTCACEGTGGCCACGTTCRTGETGGCGCAGCTGTCAGLTCTTCTRLGLaATEGAGTGGEGECTCCAACGGELTGE

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 1
D0646333.1 ACGGGCTCACCGCCGCGCAGAAGCTCGTTGCGGCACTGTTCATGTCGGTCARCTCTAGGCACACCGGCGAGATGGTCGTGGACCTTTCCACCATGTCGTCAGCCGTTGTGGTGCTCTACGTGGTCATGAT
D0646334.1 ATGGGCTCACCGCCGCGCAGAAGCTCGTCACGGCACTGTTCATGTCGGTCARCTCCAGGCACACAGGCGAGATGGTCGTGGACCTTTCCACGGTGTCGTCAGCCGTTGTGGTGCTCTACGTGGTCATGAT
Consensus RAcGGGCTCACCGCCGCGCAGAAGCTCGTeaCGGCACTGTTCATGTCGGTCARCTCcAGGCACACaGGCGAGATGGTCGTGGACCTTTCCACCATGTCGTCAGCCGTTGTGGTGCTCTACGTGGTCATGAT

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1
D0646333.1 GTACCTACCACCTTACACTACATTTCTACCAGTGGARGACGACAGTGACCARCARGTGGGAGCAGATCAGCACCACCAGARARGGGTARCARGCATATGGCGGAAGCTGCTCATGTCGCCGCTCTCGTTC
D0646334.1 GTACCTACCACCTTACACTACATTTCTACCAGTGGARGACGACAGCGACCARCARGTGGGAGCAGATCAGCACCACCAGARARGGGTARCARTCATATGGCGGAAGCTGCTCATGTCACCGCTCTCGTGE
Consensus GTACCTACCACCTTRACACTACATTTCTACCAGTGGARGACGACAG:GACCARCARGTGGGAGCAGATCAGCACCACCAGARARGGGTARCARZCATATGGCGGAAGCTGCTCATGTCaCCGCTCTCGTE

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1

D0646333.1 TTGGCCATCTTCATCGCCGTCGTGTGCATCACGGAGCGGCGECAGATCTCCGATGACCCCCTCARCTTCARCGTCCTCARCATCACCGTCGAGETTATCAGTGCGTACGGARACGTGGGGTTTAGCACCG
DO646334,1 TTGGCCATCTTCATCGCTGTCGTGTGCATCACGGAGCGGCGGCAGATCTCCGATGRCCCCCTCARCTTCARAGTCCTCAACATCACCGTCGAGETTATCAGTGCGTACGGARACGTGGEGTTTAGCACCG
Consensus TTGGCCATCTTCATCGCcGTCGTGTGCATCACGGAGCGGCGGCAGATCTCCGATGACCCCCTCARCTTCARAGTCCTCARCATCACCGTCGAGETTATCAGTGCGTACGGARACGTGGGGTTTAGCACCG

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

1 1

D0646333.1 GGTACAGCTGTGCCCGGCAGGTGACTGCCGACGGCGGLTGCAGGGATACGTGGGTTGGCTTCTCTGGGARGTGGAGE TRGGCARGGGARGCTGGTTCTCATTGCTGTCATGTTCTACGGCAGACTCARGAR
D0646334.1 GGTACAGCTGTGGCCGGCAGGTGACGCCCGACGGCGGLTGCAGGGATACGTGGGTTGGCTTCTCTGGGARGTGGAGE TRGCARGGGARGCTGGTTCTCATTGCTGTCATGTTCTACGGCAGGCTCARGAR
Consensus GGTACAGCTGTGeCCGGCAGGTGACgcCCGACGGCGGCTGCAGGGATACGTGGGTTRGCTTCTCTGGGARGTGGAGE TGGCARGGGARGC TGGTTCTCATTGCTGTCATGTTCTACGGCAGACTCARGAR

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1 1

D0646333.1 GTTCGGCATGCATGGTGGCGAGGCATGGAGGATAGTATARCCTAGTAGCAGACTGCATATTTCTCARTGATCTCTCT TCAGACAGAGACTAGCTACATCTCGCTCTAGTCTARARCCATCTGAACTTATT
D0646334.1 GTTCAGCATGCATGGTGGCGAGGCATGGATGATAGTATARCCTAGTAGCAGACTGCATATTTCTCARTGATCTCTCT TCAGACAGAGACTAGCTACATCTCGCTCTAGTCARARRCCATCTGAACATATT
Consensus GTTCaGCATGCATGGTGGCGAGGCATGGAZGATAGTATARCCTAGTAGCAGACTGCATATTTCTCARTGATCTCTCTTCAGACAGAGACTAGCTACATCTCGCTCTAGTCaRARACCATCTGAACATATT

1691 1700 1708

| — S — I
DO646333,1 TTCATTATGCAAGTACCT
D0646334., 1

CONSENSUS  ...iveessssssrassss



> Les amorces choisies pour I’amplification du géne HKT1 ;5

TdHKT1;5 F: CTCTTCCCTGTCTTCCTCAG
TdHKT1;5 R: GAGTTGACCGACATGAACAG

> Le test virtuel des amorces (PCR virtuelle)

PCR Products results

>257 bp product from linear template TdHKT8 sequence base 812
to base 1068 (T7 - T3).
CTCTTCCCTGTCTTCCTCAGGCTGGCCATCTGGGCTCTCCGGAGGGTCACCAGGAGGCCC
GAGCTCGGCGAGCTGCAGAGCATCGGCTACGACCACCTGCTGACGAGCCGGCACACCTGC
TTCTTGGCTTTCACTGTGGCCATGTTCGTGCTGGCGCAGCTGTCGCTCTTCTGCGCAATG
GAGTGGGGCTCCGACGGGCTGCATGGGCTCACCGCCGCGCAGAAGCTCGTCACGGCACTG
TTCATGTCGGTCAACTC
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Figure . Calibration de I’oxymétre effectuée a partir de deux points : 100% d oxygéne obtenu d un
équilibre entre le tampon d’électrode et la pression atmosphérique ; 0% d’oxygene obtenu par
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Figure. La consommation de I’oxygéne des mitochondries brutes des racines de variéte HD3
enregistrée a 1’aide 1’élécrode Clarck en presence du susbtrat Succinate +NADH. (A)
mitochondries brutes des racines de plantules HD3 en conditions stress + la proline. (B)

mitochondries brutes des racines de plantules HD3 en conditions du stress.



Annexe 3

HD3
Longueur
Df Sum Sqg Mean Sqg F value Pr (>F)

Organe 1 10626 10626 2743.022 < 2e-16 ***
Treatment 3 2893 964 248.954 < 2e-16 ***
Organe:Treatment 3 62 21 5.372 0.00153 =**
Residuals 152 589 4
Treatment

diff lwr upr p adj
S-P -9.9250 -11.0682473 -8.7817527 0.0000000
SP-P -8.0775 -9.2207473 -6.9342527 0.0000000
T-P -1.2950 =-2.4382473 -0.1517527 0.0195069
SP-S 1.8475 0.7042527 2.9907473 0.0002650
T-S 8.6300 7.4867527 9.7732473 0.0000000
T-SP 6.7825 5.6392527 7.9257473 0.0000000

PF
Df Sum Sg Mean Sg F value Pr (>F)

Organe 1 1.2340 1.2340 1257.68 < 2e-16 ***
Treatment 3 0.1789 0.0596 60.77 < 2e-16 ***
Organe:Treatment 3 0.0445 0.0148 15.10 1.18e-08 ***
Residuals 152 0.1491 0.0010
Treatment

diff lwr upr p adj
S-P -0.0828700 -0.1010645775 -0.064675423 0.0000000
SP-P -0.0653950 -0.0835895775 -0.047200423 0.0000000
T-P -0.0198525 -0.0380470775 -0.001657923 0.0265238
SP-S 0.0174750 -0.0007195775 0.035669577 0.0647215
T-S 0.0630175 0.0448229225 0.081212077 0.0000000
T-SP 0.0455425 0.0273479225 0.063737077 0.0000000
PS

Df Sum Sg Mean Sgq F value Pr (>F)

Organe 1 0.025404 0.025404 746.687 < 2e-16 ***
Treatment 0.003619 0.001206 35.459 < 2e-16 ***
Organe:Treatment 3 0.000451 0.000150 4.416 0.00522 **
Residuals 152 0.005171 0.000034
Treatment

diff lwr upr p adj

S-p -0.0121300 -0.015518078 -0.008741922 0.0000000
SP-P -0.0104000 -0.013788078 -0.007011922 0.0000000
T-P -0.0050925 -0.008480578 -0.001704422 0.0008093



SP-S 0.0017300 -0.001658078 0.005118078 0.5476013
T-S 0.0070375 0.003649422 0.010425578 0.0000015
T-SP 0.0053075 0.001919422 0.008695578 0.0004355
TRE
Df Sum Sgq Mean Sg F value Pr (>F)
Treatment 53.02 17.675 3.072 0.0908
Residuals 8 46.02 5.753
Chlo a
Df Sum Sg Mean Sqg F value Pr (>F)
Treatment 3 3916048 1305349 9.953 0.00447 =*x*
Residuals 8 1049173 131147
Chlo b
Df Sum Sg Mean Sg F value Pr (>F)
Treatment 3 1049483 349828 14.57 0.00132 **
Residuals 8 192101 24013
Sucres
Df Sum Sg Mean Sg F value Pr (>F)
Organe 1 0.6156 0.6156 158.986 1.00e-09 **=*
Treatment 3 0.2964 0.0988 25.513 2.45e-06 ***
Organe:Treatment 3 0.0987 0.0329 8.495 0.00132 **
Residuals 16 0.0620 0.0039
Treatment
diff lwr upr p adj
S-P 0.25986463 0.157075971 0.36265329 0.0000109
SP-P -0.02231638 -0.125105037 0.08047228 0.9237977
T-P 0.09464265 -0.008146009 0.19743131 0.0766867
SP-S -0.28218101 -0.384969669 -0.17939235 0.0000039
T-S -0.16522198 -0.268010641 -0.06243332 0.0015204
T-SP 0.11695903 0.014170368 0.21974769 0.0230984
Proline
Df Sum Sg Mean Sqgq F value Pr (>F)
Organe 1 67126 67126 4485 <2e-16 ***
Treatment 3 261332 87111 5820 <2e-16 ***
Organe:Treatment 3 41982 13994 935 <2e-16 ***
Residuals 16 239 15
Treatment
diff lwr upr p adj
S-P -150.57463 -156.96518 -144.18408 0
SP-P 59.02725 52.63670 65.41780 0
T-P -194.59729 -200.98784 -188.20674 0
SP-S 209.60188 203.21133 215.99243 0
T-S -44.02266 -50.41321 -37.63211 0
T-SP -253.62454 -260.01509 -247.23399 0

IM



Df Sum Sgq Mean Sg F value Pr (>F)
Treatment 3 4063 1354.3 6.704 0.0138 *
Residuals 8 1602 200.2

MDA
Df Sum Sgq Mean Sg F value Pr (>F)
Treatment 3 433.7 144.58 3.977 0.0526

Residuals 8 290.8 36.35
N+
Df Sum Sg Mean Sg F value Pr (>F)
Organe 1 5021 5021 8.10 0.011678 *
Treatment 3 8476614 2825538 4558.19 < 2e-16 ***
Organe:Treatment 3 22142 7381 11.91 0.000238 ***
Residuals 16 9918 620
Treatment
diff lwr upr p adj
S-P 1162.858257 1121.732430 1203.98408 0.0000000
SP-P 1211.394162 1170.268336 1252.51999 0.0000000
T-P -1.953979 -43.079806 39.17185 0.9990640
SP-S 48.535906 7.410079 89.66173 0.0181321
T-S -1164.812236 -1205.938063 -1123.68641 0.0000000
T-SP -1213.348142 -1254.473968 -1172.22231 0.0000000
K+
Df Sum Sg Mean Sg F value Pr (>F)
Organe 1 1403259 1403259 3183.0 <2e-16 ***
Treatment 3 2699189 899730 2040.9 <2e-16 ***
Organe:Treatment 3 735805 245268 556.3 <2e-16 ***
Residuals 16 7054 441
Treatment
diff lwr upr p adj
S-P -836.09752 -870.77993 -801.41512 0.0000000
SP-P -775.03638 -809.71879 -740.35398 0.0000000
T-P -680.22337 -714.90578 -645.54097 0.0000000
SP-3 61.06114 26.37873 95.74355 0.0006335
T-S 155.87415 121.19174 190.55655 0.0000000
T-SP 94.81301 60.13060 129.49541 0.0000041
Ratio
Df Sum Sg Mean Sg F value Pr (>F)
Organe 1 191 191 18.53 0.000546 ***
Treatment 3 67460 22487 2183.93 < 2e-16 **%*
Organe:Treatment 3 3509 1170 113.59 5.35e-11 ***
Residuals 16 165 10
SOD

Df Sum Sgq Mean Sg F value Pr (>F)
Treatment 3 4290 1430.1 230.4 4.2e-08 **x*
Residuals 8 50 6.2



MBB

SP-P -0.0082850

-0.012108523 -0.004461477 0.0000005

Longueur

Df Sum Sqg Mean Sg F value Pr (>F)
Organe 1 753.6 753.6 66.326 4.4e-07 ***
Treatment 3 404.8 134.9 11.875 0.000242 **xx*
Organe: Treatment 3 23.2 7.7 0.682 0.575828
Residuals 16 181.8 11.4
Treatment

Diff lwr upr p adj
S-P -3.322706 -8.89062091 2.2452088 0.3521260
SP-P -8.724426 -14.29234100 -3.1565113 0.0019207
T-P 2.168694 -3.39922074 7.7366089 0.6862119
SP-S -5.401720 -10.96963492 0.16619438 0.0588391
T-5S 5.491400 -0.07651467 11.0593150 0.0539039
T-SP 10.893120 5.32520542 16.4610351 0.0002125
Poids frais

Df m Sg Mean Sgq F wvalue Pr (>F)
Organe 1 1.6469 1.6469 758.676 < 2e-16 ***
Treatment 3 0.2628 0.0876 40.355 < 2e-16 **%*
Organe:Treatment 3 0.0433 0.0144 6.644 0.000302 ***
Residuals 152 0.3300 0.0022
Treatment

diff lwr upr p adj
S-P -0.0937950 -0.120858164 -0.06673184 0.0000000
SP-P -0.0754475 -0.102510664 -0.04838434 0.0000000
T-P -0.0098250 -0.036888164 0.01723816 0.7816784
SP-S 0.0183475 -0.008715664 0.04541066 0.2961933
T-S 0.0839700 0.056906836 0.11103316 0.0000000
T-SP 0.0656225 0.038559336 0.09268566 0.0000000
Poids sec
Df Sum Sqg MeanSqg F value Pr (>F)
Organe 1 0.03915 0.03915 903.609 < 2e-16 ***
Treatment 3 0.00349 0.00116 26.865 5.35e-14 **x*
Organe:Treatment 3 0.00066 0.00022 5.051 0.00231 **
Residuals 152 0.00659 0.00004
Treatment
diff lwr upr p adj

S-P -0.0110000 -0.014823523 -0.007176477 0.0000000



T-P -0.0010575 -0.004881023 0.002766023 0.8896274
SP-S 0.0027150 -0.001108523 0.006538523 0.2566901
T-S 0.0099425 0.006118877 0.013766023 0.0000000
T-sp 0.0072275 0.003403977 0.011051023 0.0000137

Sucres
Df Sum Sg Mean Sg F wvalue Pr (>F)
Organe 1 1.1261 1.1261 713.28 1.06e-14 **xx*
Treatment 3 0.1725 0.0575 36.43 2.22e-07 **x*
Organe:Treatment 3 0.4828 0.1609 101.94 1.22e-10 ***
Residuals 16 0.0253 0.001e6
Treatment
diff lwr upr p adj
S-P -0.15390608 -0.21953788 -0.08827429 0.0000272
SP-P -0.20765215 -0.27328394 -0.14202035 0.0000006
T-P -0.03469068 -0.10032247 0.03094112 0.4534955
SP-S -0.05374607 -0.11937786 0.01188573 0.1295804
T-S 0.11921541 0.05358361 0.18484720 0.0004623
T-SP 0.17296147 0.10732968 0.23859327 0.0000065
Proteines
Df Sum Sg Mean Sqg F value Pr (>F)
Organe 1 753.6 753.6 66.326 4.4e-07 **x*
Treatment 3 404.8 134.9 11.875 0.000242 ***
Organe:Treatment 3 23.2 7.7 0.682 0.575828
Residuals le6 181.8 11.4
Treatment
diff lwr upr p adj
S-P -3.322706 -8.89062091 2.2452088 0.3521260
SP-P -8.724426 -14.29234100 -3.1565113 0.0019207
T-P 2.168694 -3.39922074 7.7366089 0.6862119
SP-S -5.401720 -10.96963492 0.1661948 0.0588391
T-S 5.491400 -0.07651467 11.0593150 0.0539039
T-SP 10.893120 5.32520542 16.4610351 0.0002125
Proline
Treatment
diff lwr upr p adj
S-P -178.66454 -195.30897 -162.02012 0.00e+00
SP-P 31.85092 15.20650 48.49535 2.69%9e-04
T-P -233.33306 -249.97749 -216.68864 0.00e+00
SP-S 210.51547 193.87105 227.15989 0.00e+00
T-S -54.66852 -71.31294 -38.02410 4.00e-07
T-SP -265.18399 -281.82841 -248.53957 0.00e+00

Na+



Df Sum Sg Mean Sgq F value Pr (>F)

Organe 1 69282 69282 368.1 1.82e-12 **x*
Treatment 3 4329132 1443044 7666.1 < 2e-16 ***
Organe:Treatment 3 485384 161795 859.5 < 2e-16 ***
Residuals 16 3012 188
Treatment
diff lwr upr p adj
S-P 879.8273174 857.16457 902.49006 0.0000000
SP-P 816.0515687 793.38882 838.71431 0.0000000
T-P -0.5740749 -23.23682 22.08867 0.9998573
SP-S -63.7757487 -86.43849 -41.11300 0.0000028
T-5S -880.4013923 -903.06414 -857.73865 0.0000000
T-SP -816.6256436 -839.28839 -793.96290 0.0000000
K+
Df Sum Sg Mean Sg F value Pr (>F)
Organe 1 823081 823081 1553.5 <2e-16 ***
Treatment 3 3772547 1257516 2373.5 <2e-16 ***
Organe:Treatment 3 1043514 347838 656.5 <2e-16 ***
Residuals 16 8477 530
Treatment
diff lwr upr p adj
S-P -899.53084 -937.5519 -861.50978 0.0000000
SP-P -972.12653 -1010.1476 -934.10547 0.0000000
T-P -386.47589 -424.4969 -348.45482 0.0000000
SP-S =-72.59569 -110.6168 -34.57463 0.0002754
T-S 513.05495 475.0339 551.07601 0.0000000
T-SP 585.65065 547.6296 623.67171 0.0000000
Ratio
Treatment
diff lwr upr p adj
S-P -158.57736865 -170.87584 -146.27890 0.0000000
SP-P -158.61149668 -170.90997 -146.31302 0.0000000
T-P -31.30405460 -43.60253 -19.00558 0.0000100
SP-S -0.03412803 -12.33260 12.26434 0.9999998
T-S 127.27331405 114.97484 139.57179 0.0000000
T-SP 127.30744208 115.00897 139.60591 0.0000000
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Abstract

Durum wheat, Triticum turgidum subsp. durwm (Desf.) Husn., is one of the most sali-sensitive cereal crops, but the physi-
ological responses of different cultivars to salt stress vary. Cultivars that are suited to arid conditions like in Algeria may
not necessarily be tolerant to increased salinity. When 10-day seedlings of Algerian durum wheat varieties Hedba 3 (HD3)
and Mohamed Ben Bachir (MBB ) were subjected to salt siress, they accumulated proline and expressed siress-related and
proling metabolism genas in a classic sall-siress esponse. Expression of the selective sodium transporter genes HETT -1
and -2 was found to be organ-specific and modulated by salt stress in both cultivars. Adding proline to the salt-containing
growth medium alleviated some salt stress effects such as decrease in water content, ion leakage and expression oxidative
stress markers while growth parameters were partially rescued to different extents in the two cultivars. Durum wheat seed-
lings accumulated sodium ions (Na™) at the expense of potassium ions (K”) under salt stress which lowered the in planta
K"/Na™ ratio. The two durum wheat cultivars studied here respond differently to salt stress in terms of responsiveness to
proline, HKTT -4 pene expression, and Na* and K* accumulation. Notably, salt stress can be partially alleviated by proline
in the drought-resistant cultivar MBB , even though it is relatively salt sensitive.

Keywords Durum wheat - Triticum turgidum . Salt stress - Proline - HKT - In vitro

Introduction

Durum wheat, Triticum turgidum subsp. durmm (Desf.)
Husn., is an important crop both economically and nutri-
tionally. It is especially cultivated in Medilerranean regions,
which like others around the world are currently subject to
progressive soil salinization (Munns and Tester 2008). On
farms where the sole water supply for agriculture is from
irrigation, the salinity of soil tends to increase because
there is not enough rainfall to leach salt away (Corwin et al.
2007). Salinity limits the growth of many salt-sensitive (or
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glycophyte) crops, lowering yield (Horie et al. 2012). Rice
{Oryza sativa) is one of the least salt-tolerant cereal species
(Dionisio-Sese and Tobita 2000; Colmer et al. 2006; Munns
and Tester 2008; Munns et al. 2010), while barley (Hordewum
vulgare) is relatively salt tolerant being able to grow in the
presence of up to 250 mM NaCl. Amongst wheat species,
Triticum monoccocum 15 salt-resistant, Triticum aestivum
{bread wheat) is moderately salt tolerant, and durum wheat
is the least salt tolerant (Munns et al. 2012; Munns and
Tester 2008; Wu et al. 2018). Relative salt tolerance doas,
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however, depend on the cultivar as much as the species of
wheat (Plazek et al. 2013).

The impact of salinization on plant growth results from
the combination of hyperosmotic stress and ionic toxicity
caused by the accumulation of salts, mainly NaCl, in plant
organs (Munns and Tester 2008, Almeidaeat al. 2017 ; Waters
et al. 20 13). Plants growing on salinized soil accumulate
high concentrations of sodium ions {Na™) that can damage
the cell membrane, alier kevels of growth regulators, inhibit
enzymes, disrupt photosynthesis, interfere with ionic home-
ostasis, produce harmful reactive oxygen species (ROS), and
thus lead to plant death (Munns and Tester 2008; Julkowska
and Testerink 2015). High Na* concentrations also have
inhibitory effects on the absorption of major nutrients with
similar physicochemical properties, such as K*, by the root
(Almeida et al. 2017 ; Hamamoto et al. 20150,

The control of Ma™ transport and exclusion of Na™ from
leafl tissues are important procasses protecting plants from
sodium toxicity (Hanin et al. 2016). Durum wheat and rice
both have a low capacity for Na* exclusion (Dionisio-Sese
and Tobita 2000; Colmer et al. 2006; Munns and Tester
2008; Munns et al. 2010). Sodium transporters have been
found to be important for salt tolerance, such as the S087
and S84 genes in durum wheat (Feki et al. 201 1; Ramezani
et al. 2013). HKT genes encoding high-affinity K™ transport-
ers (HKT) are imporiani for sodium tolerance in Triticum
species (Huang et al. 2006, HWIE; James et al. 2006, 2011;
Byrt et al. 2014). A proposad mechanism for Class-1 HKT
is where HKT activity in xylem parenchymal cells pumps
Ma™ out of xvlem, lowering the Na* concentration in the
circulating xylem sap, which prevents Na™ from accumulat-
ing in the leaf blade (Horie et al. 2009; Byrt et al. 2014).
Class-11 HKT are involved in nutritional sodium uptake dur-

ing potassium deficiency (Horie et al. 2009). Salt sensing
and exclusion is also attributed to 3081 type protein (Shi
el al. 2004, 2002; Wuel al. 2018) and Na"/H™ exchangers
(Apse et al. 1999; Shabala et al. 2013). Interestingly, intro-
duction of some genetic characteristics from the relatively
salt-resistant T. monoccocum led to improved salt tolerance
in durum wheat (Huang et al. 2006, 2008; James et al. 2006,
2011). The T. monoccocum loci Nax] and Nax2 responsible
for the improved salt tolerance trait encode HKT sodium
transporiers (Flatien et al. 204; Hore et al. 2009; Byrt et al.
2014; Almeida et al. 2017).

The deleterious consequences of salt stress on the plant
can in some cases be counteracted by the accumulation of
solute compounds, such as the amino acid proline (Zhang
et al. 2016; Rana et al. 2016; Annunziata et al. 2017). The
accumulation of proline in plants growing under saline
conditions may contribute to stress protection through a
number of mechanisms, for example, as an osmotic agent,
as a stabilizer of membranes and macromoleculas, or as an
inducer of the expression of salt-stress-responsive genes

€] Springer

(Hayat et al. 2012). The processes of proline metabolism
and catabolism contribute to balancing redox potential
{Szabados and Savoure 2010). Proline biosynthesis occurs
vid two pathways either from glutamate or from ornithine,
but the glutamate pathway probably predominates under
stress conditions (Hu et al. 1992; Delaunay and Verma
1993). The enzymes ﬂll—py rroling-3-carboxy late (P3C)
synthetase (P3CS) and P5C reductase {P5CR), respec-
tively, catalyse the first two steps of proline biosynthe-
si5 from glutamate (Verbruggen et al. 1993; Amim et al.
20135). Proline catabolism involves the sequential action of
proline dehydrogenase (PRODH ), which converts proline
to PSC. and P5C dehydrogenase (PSCDH ), which con-
verts P3C to glutamate (Elthon and Stewart 1981; Hare
et al. 1999; Verbruggen and Hermans 2008; Zhang and
Becker 2015). In most plant species, the metabolism of
proline is upregulated by stress, often by transcriptional
activation of P5CS, resulting in high intracellular pro-
line concentrations (Mi Zhang and Becker 2015; Liang
et al. 2013; Verslues and Sharma 2010; Silva-Ortega et al.
J008). However, stress-induced proline accumulation is
variable in crops and depends on the species, the growth
stage and the salt concentration (Annunziata et al. 2017).
Proline can be applied exogenously to salt-siressed plants
to increase endogenous levels in planta, thus minimizing
damage, re-establishing salt tolerance (Roy et al. 1993;
Hogue et al. 2007), and improving water retention, growth,
and antioxidant defences. Several studies have shown a
beneficial effect of exogenous proline on durum wheat and
other crops subject to moderate stress induced by up to
100 mM NaCl (Mahboob et al. 2016), although relative
salt tolerance does not correlate to endogenous prolins
content in durum wheat (Plazek et al. 2013).

Drought resistance is a desirable trait in durum wheat,
but it is not necessarily associated with salt-stress resist-
ance (onisio-Sese and Tobita 2000; Coimer et al. 2006;
Munnz and Tester 2008; Munns et al. 2010). Here we std-
ied two durum wheat cultivars from Algeria that perform
differently under drought stress. The Hedba 3 (HD3) cul-
tivar has been characterized as being relatively drought
sensitive while the Mohamed Ben Bachir (MBEB ) cultivar
is relatively drought tolerant (Ali Dib and Monneveux
1992; Monneveux and Nemmar 1986; Mekhlouf et al.
2006). Plant responses to salt stress vary depending on
test fizld—test location (Munns et al. 2006). In vitro and
field responses to salt stress might also differ (Munns et al.
2006; Tavakkoli et al. 2012). We evaluated physiological
and gene ex pression responses to salt stress in controlled
conditions in vitro. A harsh salt stress (10 g/L, 171 mM
NaCl), reflecting the high range of salt stress (Wu et al.
2018; Per et al. 2017), was chosen to study the impact of
exogenouns proline on siness relief.
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Materials and methods
Plant material

Triticum turgidum subsp. durum (Desf.) Husn. (durum
wheat) seeds were obtained from the Crops Technical
Institute (ITGC), Algiers, Algeria Chttps:www.itge.dz/).
Hedba 3 (HD3) and Mohamed Ben Bachir (MBR) are
cultivars chosen for their contrasting responses to water
stress. HD3 is relatively sensitive to water stress (Ali Dib
and Monneveux 1992) while MBB is relatively resistant to
it (Monneveux and Nemmar 1986; Mekhlouf et al. 2006).

Plant growth conditions and statistical analysis

Seeds were surface sterilized for 20 min in 6% sodium
hypochlorite, then rinsed five times in sterile water,
washed once in 70% ethanol (v/v) for 1 min, and rinsed in
sterile pure water.

Seeds were germinated on 0.7% agar solid MS medium
(Murashige and Skoog 1962) for 3 days (d). Germinated
segdlings (2-3 cm long) were transferred individually on
solid agar medium into glass tubes containing 10 mL of
0.35% agar MS medium (the 0.35% agar concentration
was chosen to allow for seedling growth and facilitate
handling). Tubes were plugged with sterile cotton wool.
For stress conditions, the agar medium contained 171 mM
(10 /L) N&Cl or 20 mM proline or both. The chosen MNaCl

concentration are within the range of those used to evoke
a strong siress esponse in viiro or in aguaponics (Wo
et al. 2018; Per at al. 2017). Proline concentration in the
range of 20 mM was shown to relieve stress in plants (Hur
et al. 2004; Mahboob et al. 2016; Medeiros et al. 2015).
Seedlings were grown for a further 10 days in a growth
chamber at 22 °C with a photoperiod of 16 h of neon light,
averaging 90 pmoles of photons m™ /s of photosyntheti-

cally active radiation at the level of seedlings, and B h of

dark. Seedlings grew satisfactorily in these conditions, the
control reaching 23 cm on average.

Leaves and roots were harvested and frozen in liquid N,
then stored at — 80 °C until further analysis.

When short-term responses to stress were studied,
10-day seedlings grown on control MS medium were care-
fully up-rooted then placed in a beaker with the roots in
MS liguid medium, either with or without NaCl and/or
proline.

All experiments were repeated three times. 24 individ-
ual plants were grown for each condition (control, NaCl,
proline, NaCl and proline). At least 20 plants were used
for analysis. Extracts for biochemical analyses were made
from pools of six to eight plants. Three separate exiracts
were prepared in each experiment. Statistical analysis was

performed using R computer software (as indicated in fig-
ure legends).

Observation of root tips

Root tips {1 cm} from 10-day plants were excised and imme-
diately incubated in Hoyer's solution (Anderson 1954) at
4 °C for 6 days, then observed using a Zeiss Axioskop
microscope equipped with DIC optics and a 10:x magnifi-
cation objective. Images were recorded using an A xioCam
camera MR (Zeiss) and processed and archived with Axio-
Vision software (Zeiss).

Measurement of physlologlcal parameters
of seedlings

After 10 days, seedlings were uprooted and the maximum
lengths of shoots and roots were measored. Fresh weight
(FW) was recorded. To determine relative water content
(RWC), tissues wem allowed to fully hydrate on the surface
of pure water for 1 day at 4 °C in the dark and their turgid
weight (TW) was recorded. Tissues were allowed to dry
for 2 days at B0 °C and then weighed to determine the dry
wedght (DW). Relative water content (RWC)was calcolated
as 100 x (FW— DW)Y(TW—DW).

Quantification of proline, malondialdehyde
and electrolyte leakage

Froline content was determined using a colorimetric assay
adapted from Bates et al. (1973). Powdered frozen seed-
ling tissue (30 mg FW) was homogenized in 1.5 mL of
3% sulfosalicylic acid. The homogenate was centrifuged
at 14,000 rpm at 4 °C for 10 min. Ninhydrin buffer (2.5%
ninhydrin, 60% acetic acid in 2.5 M phosphoric acid) and
100% acetic acid were added to 0.4 mL of supernatant
(1:1:1, wiw). The proline—ninhydrin reaction was allowed
to continue for 60 min at 95 °C. Afier cooling onice, 0.8 mL
of toluene was added to each sample to extract the coloured
proline—ninfydrin complex. The optical density at 320 nm of
the upper organic phase was delermined. Proline was quanti-
fied by comparison with known concentrations of L-proline
up to 20 mg/L (0174 mM).

To estimate the amount of lipid peroxidation, malondi-
aldehyde (MDA) resulting from lipid peroxidation can be
used as markers of salt stress (Hodges et al. 1999; Pang and
Wang 2008). Leaf MDA was quantified using the thiobarbi-
turic acid (TBA ) colorimetric reaction according to Hodges
et al. (1999} (from Heath and packer 1968). Fresh tissues
(100 mg of keaves) were ground and homogenized in 2 mL
of 20% trichloroacetic acid (T'CA) solution. The homogen-
ate was centrifuged at 15,000 rpm for 15 min at 4 *C, and
0.5 mL of the supemmatant was mixed with 0.5 mL of 0.5%
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thioharbituric acid (TBA) in 20% TCA. The mixtune was
boiled in a water bath for 30 min. chilled on ice, and cen-
trifuged at 10,000 rpm for 5 min 4t 4 °C. The absorbance
of the supernatant (or TBA-MDA complex ) was measured
at 532 nm. The concentration of was calculated using the
extinction coefficient £= 135/ mM/cm.

Electrolyle leakage was quantified as a way to estimate
the degree of membrane integrity. Ten 1-cm-long leaf frag-
ments were immersed in 20 mL of distilled water at room
temperature for 15 min, rinsed thoroughly then left for | h
in fresh 20 mL of distilled water, which was found suffi-
cient to ensure reliable measurement of ion leakage. The
initial e lectrical conductivity (EC1, pS/cm) was measured.
The samples were boiled for 3 min, cooled to Toom tem-
perature and the conductivity was measured again (EC2, pS/
cm). Electrolyte leakage (EL) was compuied as EL=(EC/
ECZ) 100 (Dionisio-Sese and Tobita 2000).

Superoxide dismutase (S0D) activity assay

Superoxide dismutase (SOD) is a detorifying enzyme. SO0
iz used as a marker of oxidative stress (Miller et al. 2010;
Saibi and Brini 2018: Joseph and Jind 2010). Enzymatic
extracts were prepared by homogenizing 0.5 g of powdered
frozen shoots in cold phosphate buffer (50 mM KPOy buffer,
pH 7.0, | mM EDTA, Triton X-100, and 1% PVP). Insolu-
bl material was pelleted by centrifugation at 16.000:=g for
30 min at 4 °C. The supernatant was loaded onto a PD1O
Sephadex G235 column (GE Healthcare). Soluble proteins
were eluted with 100 mM potassium phosphate buffer, pH
7.8, and quantified (Bradford 1976) against bovine serum

albumin as standard. SOD activity was determined spec-
trophotometrically at 360 nm based on the capacity of 30D
to inhibit the photochemical reduction of nitroblue tetra-
zolium (NBT} to formazan by riboflavin in the light, pro-
vided by fluorescent white light (Beauchamp and Fridovich

197 1; Beyer and Fridovich 1987). The assay mixture con-
sisted of 1.5 mL of reaction buffer (30 mM KPO, buffer,
pH 7.8, | mM EDTA. 13 mM methionine, 2.25 mM NBT
and 2 mM riboflavin} containing 20 pL. of enzyme extract
(2060 pg protzin). The reaction, started by illumination,
lasted 13 min. SOD activity was expressed in relative units
(U/mg protein) where 1 U caused a 50% decrease in NBT
reduction at 23 *C.

Measurement of Ma® and K* content of tissues

Frozen plant tissues were lyophilized under vacuum. Pow-
dered dry tissues (30 mg) were suspended in 5 mL of 0.3 M
mitric acid for 1 h at 80 °C, as described in Munns et al.
{20100, After cenirifugation for 10 min at 3000:xg, the super-
natant was used to quantify Na* or K™ using a Sherwood
M410 flame ioniz ation spectrophotometer {Sherwood Scien-
tific Limited. UK). Ranges of NaCl and KCI dilutions werne
used for calibration.

Analysls of gene expression by reverse transcription
polymerase chaln reaction (RT-PCR)

All gene sequence identifiers are given in Table 1. PRODH,
P3CS, PSCR, the durum wheat dehydrin (2HN) (Rampino
et al. 2006). and wbulin (TL/B) gene sequences are available
in the NCBI GenBank (National Center for Biotechnology
Information, hitpsfeww.ncbi.nlm.nih.gov). Duruom wheat
HETI4-1 and HKT1:4-2 sequences were retrieved from the
wheat penome database (hitpsz/fwheat-urgi versailles.inra.
fr).

The Multalin program was used to align and compare
multiple sequences (https‘multalintoulouse.inra.fimulta
lin/} to identify highly similar gene regions on which to
base the design of specific primers. Primer sequences used
in this study are shown in Table |. Gene-specific primer

Table 1 Sequence of primers

used for RT-PCR Gane GenB ank Ref. Sequence Amplicon (hp) Cycles

TUE LT&558.1 F: TGAAGAAGTTGGTGCTGAGT 162 T
R: ACCACAAAGCAAADGTTCAN

HETI 4-2 KF44307% F: CCATCTTTGTCATCGOCATC 128 33
R: GAATGAGGATGAGTTTGCCG

HETI 4-1 KF443078 F: TGACTGTOCTCATGTTCGTC 402 33
R: OGAAGGTCCACATGTTC AG

PSCR AYRENEIT.] F: GATTTGC AGGATTGGTCTGG 28 T
R: TACCACTC AMGCCAGTAACC

P5CE FEEITOTI.1 F: GGGTATGAGAGTGCTTTGGT 248 ]
R: CCATTACCACTTOGAATGGC

PRODE AK3IIZIRD.L F: TOGACTACTTCACCTTCGTG 259 30
R: TTGTAGCAGTCGIGGGTG

DHN AMIBE]] F: GAGTACC AGGGACAGC AG 03 ]

R: ATGCCATCATCCTC AGACG
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pairs were designed and selected using Primer3 software,
est2d on Virtual PCR software (https:/bioinformatics.org!
sms2/per_products.html) and synthesized by Eurogentec
(Belginm).

RENA was extracted from 100 mg of frozen powdered
tissue homogenized in 0.5 mL of extraction buffer (0.2 M
Tris—HCI, pH 7.5, 0.25 M NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% 5D5)
then extracted twice with a mixture {11, w'v) of phenol cit-
rate, pH 4.3 (Sigma-Aldrich). and chloroform. The suspen-
sion was centrifuged for 3 min at 14,000:<g. RNA was selec-
tively precipitated twice from the upper aqueous phase with
2 M LiCl (final concentration) for 8 h—16 h at 0 °C. After
10 min of centrifugation at 14,000xg, the RNA pellet was
rinsed with 70% ethanol (viv), air dried and suspended in
30 pL. of pure water. RNA was quantified by measuring UY
absorbance at 260 and 280 nm using a Nanovue spectropho-
tometer (ND 1000 UV-Vis). After a DNAse treatment. RNA
integrity wis checked by electrophoresis in a |% agarose el
with Tris acetate—EDTA buffer.

For reverse transcription, 1.5 pg of RNA was used with
Revert Aid Reverse Transcriptase according to the manu-
facturer's instructions (Life Technologies). Complementary
DMA samples were diluted fourfold with ultrapure water.
PCR wis done using Dream Tag Green DNA polvmerase
(Life Technologies). For each PCR, 2 pL of cDMNA was
used as a template, 0.8 uM of both forward and reverse
primers, 0.2 mM dNTP and | unit of DreamTag in 1x
GreenTag Buffer. PCR conditions were 5 man at 94 °C;
then 28 cycles of 30 5 at 94 °C, 30 s at 55 "C and 30 5 at

72 °C; followed by 10 min at 72 °C. The number of PCR
cycles was adopted for each gene so that the amount of
PCR product amplified allowed semi-quantitative astima-
tion of the level of expression compared to control gena
expression. Quantification of PCR samples was performed
using Imagel software (hitps:/imagej.nih.gov) image anal-
vsis. Each sample was quantified first relative to the endog-
enous TUR gene expression and then to the corresponding
control sample. Only expression ratios from measurable
gane expression are calculated, otherwise data are indi-
cited as not determined (nd).

Results

Proline accumulates preferentially in leaves
of salt-stressed durum wheat seedlings grown
In vitro

In the control condition, free proline content was similar
in roots and leaves of both durum wheat coltivars stud-
ied, ranging from 33 to 36 pmol/g DW (Fig. la, b). In
response to salt stress, proline content mainly increased in
leaves, threefold in HD3 and fourfold in MBB (Fig. la, b).
When proline was present in the growth medium, proline
accumulated in both leaves and roots (Fig. l1a. b). More
proline accumulated in MBB roots (Fig. 1b) than in HD3
roots (Fig. 1a) (244 compared to 150 pmolig D'W ). In both
cultivars, the combination of salt stress and added proline

A [ Leaves B B Leaves
Roots Roots
400 400 -
— 350 4 — 350 MBB
E 300 E 300 A
2 =
_E 250 4 E 250 A
= 200 = 200
] [+l
£ 180 - = 150 -
B B
o 100 B 100 |
50 1 50 a a
ﬂ ﬂ -1 T
Control Proline NaCl + Control Proline MaCl +
Prolime Proline

Fig.1 Effect of salt and proline on proline accumulation in seedlings.
Durum wheat seedlimgs of HD3 and MEE cultivars were grown for
10 days on medium in the presence of Mzl and proline (see “Maie-
rials and methods™). Proline accumulstion in keaves and mots of 2

HD3 and b MBE. Data are sverages of at least three replicates, of
12 seedlings each, with bars indicating standard errors. Ineach panel,
histograms marked with different betiers indicate valwes that are sig-

nificantly different (p-< 0.05) in 2 two-way ANOVA Tokey's test
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increased proline content even more, particularly in keaves  more in MBB roots than HD3 roots (237 compared to
that contained tenfold as much proline as control leaves 183 pmol/g DW).
(Fig. 1a, b). In these conditions, proline accumulated
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4Fig.2 Stmess mnd proline metabolism gene expression in durum wheat
beaves. Durum wheat seedlings of HD3 and MBB coltivars subjected
tov salt stress in the presence or sheence of proline in the growth
medium (see “Materials and methods™) for 8 h or 10 days. RNA was
extracied from leawes and roots. Gene expression was anakysed by
RT-PCR. Expression ratio relative to control is indicated below each
panel {there s no fipure for control semple ). (-) refers to samples with
weak signals that did not give a relisble reading. a Transcripts of the
stress-related pene defydrin (DHN). While armow points to 2 double
PCR product. b Transcripts of the proline metabolism penes PSC
synthase (PSCE), PSC reductase (PSCR) and proline dehydmopenase
(PFDH). Mumbers under gels in 2 and b indicate fodd differences in
transcript sbundsnce relative to the control for each organfcultivar sat.
¢ Transcripts of the control gene twbulin (TUB) whose expression is
not affected by proline or stmess, C control, Pre proline, Mae NMaCls

Effect of salt stress and proline on the expression
of stress and proline-related genes

Using semi-gquantitative reverse-iranscription PCR, we
measured the effect of salt stress on the expression of
TdDHN15.3 (shortened to DHN here), a durum wheat gene
known to be responsive to water stress and salt stress that
encodes a dehydrin (Rampino et al. 2006). We observed an
increase in DHN transcripts in leaves and roots of seedlings
exposed to &-h salt stress. When proline is present with salt
stress, MV transcript increases less in keaves. In roots, pro-
line alone has no effect but in combination with salt siress it
stimulates DHN transcript accumulation (in MBB) (Fig. 2a).
Plants stressed for 10 days still display DHN accumulation.
The effect of proline on lowering the effect of stress on DHN
accumulation is observed after 10 days in MBB leaves bat
not in HD'3 cultivar (Fig. 2a). Proline alone also slightly
modifies DHN transcript accumulation in MBB leaves after
10 days.

The expression of proline biosynthesis gene P3CS was
up-regulated in leaves of both cultivars after 8 h of salt
stress. In roots, PSCS gene expression was less obviously
modulated by stress but the basal level of expression was
higher than in leaves. PSCS transcript accumulation is lower
in HD3 leaves and MBB roois of seedlings subjected to pro-
line and salt stress. A fter 10 days of salt stress, P5SCS expres-
sion ratio lowers to control level except in MEB roots where
it increases under salt and it lowers with stress and added
proline (Fig. 2b).

P5CR expression was high in control seedlings and was
not influenced by the stress conditions (Fig. 2b). Here, we
found that a short period of salt stress lowered PRODH
expression in roots (Fig. 2b), but this effect was not observed
when proline was present, especially for MBB. PRODH
gene expression was slightly upregulated in the presence of
proline alone, most noticeably in HD3 leaves afier 10 days
of ex posure o proline.

Overall the stress-related and proline metabolism genes
studied are regulated in a salt-stress and organ-specific

manner. Salt stress can transiently upme gulaie the expression
of P5CS and repress the expression of PRODH. However,
the two durum wheat cultivars differ in the fine regulation
of these penes.

Differences In proline alleviation of stress marker
expression in MBE and HD3

Relative water content (RWC) of leaves was similar in the
two cultivars in control conditions. Under salt stress, leaf
RWC was significantly lower (81%) for the MBE cultivar
indicative of hyperosmotic stress (Fig. 3a). When proline
was present during salt stress, the RWC of MBE remained
similar to that of non-stressed controls (Fig. 3a). The proline
alleviation effect on RWC is, therefore, cultivar specific.

S0D activity increased differently in sali-stressed HD3
and MBB plants (Fig. 3b). In HD3, it increases threefold in
stress and more than fourfold when proline and salt stresses
were combined (Fig. 3b). In MBB, the basal SOD activ-
ity was lower than in HD3, it doubled in salt stress, and
remained at the control level when both salt and proline
were combined (Fig. 3b). Under salt stress, MDA content
increased in MBE but not in the HD3 cultivar (Fig. 3c).
When both salt and proline were combined, MDA content
remained at the control level in both cultivars (Fig. 3c).

lon leakage from leaf tissues is a measure of membrane
integrity which is affected by oxidative stresses and lipid
peroxidation. We found that salt stress increased ion leakage
while added proline counterbalanced the effect of salt stress
in both cultivars (Fig. 3d). Proline, them fore, has different
effects on anticxidative activity in MBB and HD3 under salt
stress, with MBB generally being mome responsive.

Proline rescues the detrimental effects of salt stress
on seedling growth

Plant growth was evaluated by measuring the lkength of the
longest leaves and roots and the fresh weight (FW) and dry
weight (DW) of whole shoots and roots (Fig. 4a—c). In the
absence of salt stress, proline stimulated the growth of the
HD3 cultivar, with an increase in DW of 24% in leaves and
14% in roots (Fig. 4b, c). Proline stimulation of growth was
negligible in MBB.

In both cultivars, NaCl had a negative impact on both
leaf and root growth compared to the non-siressed controls
{Fig. 4a—c). It was noted that the appearance of salt-siressed
roots was altered near the meristem zone and near the root
tip (Supplementary Fig. 1). Organ growth was differentially
inhibited in the presence of NaCl as roots weTe more sensi-
tive than shoots. Roots of both cultivars were similarly sen-
sitive to salt stress with decreases in DW of 53% for MBB
and 57% for HD3 {Supplementary Table 1). MBB leaves,
however, were more sensitive to salt as they lost 32% of
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Fig.3 Effiect of salt and proline on stress physiolopy of durum wheat
soadlings. Durum wheat seedlings of HD3 and MBE cultivars wera
grown fior 10 days on medium containing MaCl and/or proline (see
“Materials and methods™). 2 Relative water content (RWC), b super-
oxide dismutase (30D} activity, ¢ malondialdehyde (MDA} con-

DW compared to 21% lost from HD3 leaves (Supplementary
Table 1}.

When proline was present during salt stress, a beneficial
effect was observed as growth was partially restored in
both durum wheat cultivars (Fig. 4a—c). The two durum

wheat cultivars responded differently though. Proline

tent, and d ion leakage of lkeaves. In each panel, histoprams marked
with different letters indicaie valwes that ame significantly differnt
(p-=0.05) in a two-way ANOWVA Tukey’s test. Diais ae sverapes of at
lezst three replicates, of 12 sedlings each,

reduced the inhibitory effects of salt stress on root growth
by 39% in HD3 and 9% in MBB. and on leaf growth by 5%
inHD3 and 16% in MBB (Supplementary Tables 2 and 3).
While proline can partially alleviate the negative effects of
salt stress in durum wheat, each cultivar has specific salt
and proline sensitivities in leaves and roots.



Fage 9ofle6 21

Acta Physiologize Plantanm (20200} 42:21
HID3 MEE
A omi . x P [
an M |
F 18 T |
o -] B |
@ 10 1
: 15 B oo
L3
TR B Nal
B 5 ] O Proine
FE oif Wadl =
[ 4 ] P
s & b b B
] a i i i
B HD2 MEBE
-
_ w0 . R
f 35n i
E il a e
? o b -
L+ . Ciinito
- = ] B !
: i i I B maD
= 15
o O pPmiine
Nal
S: O promne
N LR R
4 b | ® b b
= m I _l_
- 13
g i A a ¥
L)
c HD2 MBE
E [0 1 Lo
&
» 50 " _——
w e 0 poowe
:w g Mo
s 0 Praire

12
i5

RootsjmgDw]
[ ™

| 2
H
|~
t oA
a

a
b | ]
B b
a a

expressed in roots of control seadlings but this expression
was repressed by salt stress (Fig. 5). The HKTT 4-2 gene
was expressed mainby in leaves where it was induced by salt
stress in both durum wheat cultivars (Fig. 5). Weaker salt-
stress induction of HKT74-2 expression was also ohserved in
MBB roois. The difference in expression between leaves and
roots sugpests that the transporters encoded by HETT 47 and
-2 have organ-specific rgulation and roles. Although up- or
downme gulation of HET1 4 genes was observed after a few
hours of =salt stress, longer exposure to salt stress leaves and
roots did not sustain the same kevels of e golation (Fig. 5). Pro-
line interfered with HEKTT 42 gene expression in HD3 cultivar
leaves solely, afier 8 hin the absence of sress and afier 10days
under sali siress (Fig. 3k

Sodium and potassium levels In durum wheat
seedlings under salt stress

Sodium content is very low, not mom than 15 pmol’g DW,
in control seedlings with or without proline in the growth
medium (Fig. 6a). The consequences of salt stress on sodium
content were dramatic (Fig. 6b). Sodium content was a 100-
fold higher in salt-stressed leaves (more than 1100 pmol/g
DW, Fig. 6b). Sodium was distribuied differently in the two
salt-stressed cultivars studied here. In HD3, sodium content in
leaves and roots was similar. In MBE, more sodium accum-
lated in leaves (Fig. 6b). Adding proline to salt stress resulted
in 50% less sodium in MBBE leaves, but 309 mome in roots,
compared to the salt-siress sample (Fig. 6b). These results sug-
gest that sodium accomulation is sensitive to proline in the
MBB cultivar but not in the HD3 cultivar.

Her the HD3 and MBB cultivars, respectively, contained
712 and 987 pmolg DW of potassium in control conditions
(Fig. 6c). Surprisingly. when proline was present without
salt stress, the potassium conient of leaves was much higher,

Fig.4 Effiect of salt and proline on growth of durom wheat seedlings.
Durum wheat ssedlings of HD3 and MBE cultivars were grown for
10 days on medium containing Na(l and/or proline (see “Materials
and methods™). a Maximum length, b fresh weight, and ¢ dry weight
of keaves and roots. Data are averages of n= 12 plants with ermor bars
indicating standard errors. Within each panel, bars marked with dif-
ferent letiers indicate significantly diffierent valses (p<0005) in bwo-
way ANOWA Tokey's test

5alt stress regulates sodlum transporter gene
exprassion

We compared the relative expression of two durum wheat
HKTI genes HKTI;4-1 and -2 (Fig. 5). HKT1:4-1 was
expressed at a low level in leaves (Fig. 5). HKTI 4-1 was

respectively, 976 and 1887 pmol’g D'W (Fig. 6c). Salt stress
effects on potassium levels differed according to the organ and
the cultivar (Fig. 6c). Salt stress caused a 37% reduction in the
amount of potassium in MBB leaves but no change in potas-
sium occurred in HD3 leaves. Potassium levels in roois are
muore affected by salt stress, with roots containing 55-69% less
potassium than control. Proline modulates potassium in roots
but only slightly (Fig. 6c).

Here we found that in control conditions, the K /Na™ ratios
of the two varieties were different, HD3 having lower ratios in
both roots and leaves than MBB (Fig. 7). Under salt stress the
K */Na* ratio was at least a 100-fold lower than in the conirol
condition and proline did not significantly improve the K*/Na*
ratio under stress (Fig. 7).
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Fig.5 Sodium transporter gene expression in durum wheat seedlings.
Durum wheat seedlings of HD3 and MBB cultivars were subjected to
salt stress in the presence or absence of proline in the growth medium
for 8 h or 10 days (see “Materials and methods™). RNA was extracted
from leaves and roots. Gene expression was analysed by RT-PCR by
amplifying transcripts of sodium transporier genes HKT1:4-1 and

HK'T1:4-2 and control gene tubulin. Gene expression was analysed by
RT-PCR. Expmssion ratio relative to control is indicated below each
panel (there is no figure for control sample). (-) refers to samples with
weak signals that did not give a reliable mading. Arrows with ques-
tion marks indicate spurious bands that do not cormespond to the tran-
script of interest

Discussion
Salt stress affects durum wheat seedling growth

Durum wheat is one of the most salt-sensitive cereal
crops. Compared to bread wheat or other Triticum spe-
cies, durum wheat has a relatively low ability to exclude
sodium (James et al. 2006; Munns et al. 2006; Rampino
et al. 2006), it does not efficiently store sodium in cellular
compartments (Wu et al. 2018), and its root meristem is
less perceptive to salt stress (Wu et al. 2018). The decrease
in leaf RWC in seedlings grown in the presence of NaCl
indicates that a hyperosmotic stress is occurring in leaf
tizsues. The accumulation of sodium ions would also cause
ionic stress, which is often also associated with oxidative
stress. The deleterious effect of salt stress on durum whe at
seedling growth was mitigated by proline, as also reported
for bread wheat (Talat et al. 2013), rice (Sobahan et al.
2009), barley (Lone et al. 1987), and other plant species
(Butt et al. 2016; Szabados and Savoure 2010; Khedr et al.

€) Springer

2003; Medeiros et al. 2015; Nassem et al. 2007; eviewed
by Peretal. 2017).

We found that durum wheat root tissues became disor-
ganized in the presence of salt. Wheat root cells from the
division and transition zone have been described as being
severely altered by salt stress (Annunziata et al. 2017).
Proline might act as a signal molecule by modulating the
cell division in root in A rabidopsis thaliana (Biancucci
et al. 2015). Here proline effect on root growth is weak.

Durum wheat tolerance to salt varies greatly accord-
ing to the cultivar studied and the method wsed, includ-
ing aquaponics and in vitro (Wu et al 20183). Leaf-growth
sensitivity to salt stress is lower for HD3 than for MDD,
suggesting a difference in salt stress effect between these
two cultivars.

Our results suggest that the responses of MBB leaves
and of HD3 roots to added proline can minimize the harm-
ful effects of NaCl stress. The salt-siress alleviation effect
of proline, therefore, also depends on the cultivar studied
(Peret al. 2017).
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Fig.& Sodium and potsssiom bevels in durum wheat seedlings.
Durum wheat seedlings of HD3 and MBE cultivars were grown
on medium in the presence or sbsence of NaCl and’or proline (see
“Materials and methods™). a Sodiem ion (Na*h levels in leaves and
roats of control ssedlings. b Sodium ion (Ma™) levels in leaves and
roats of zali-siressed seedlings. ¢ Potassiom ion (K7 levels of con-

Salt stress and exogenous proline Increase proline
content and modulate proline blosynthesls gene
expression

Froline is a compatible osmolyte with cellular protective
properties, and proline accumulation is an indicator of
stress such as hyperosmotic and omc stress (Versloes and
Sharma 2010; Szabados and Savoure 20 10; Mansour and Ali
2007 ). The profection provided by accumulated proling was
shown to vary according to the genotype and stress inten-
sity (Plazek et al. 20013; Rana et al. 2016). Salt tolerance
does not correlate with endogenous proline in durum and
bread wheat (Plazek et al. 2013). However, higher levels

trol and salt-stressed seedlings. In each pemel, histoprams marked
with different letters indicate significantly different valwes. Data ane
averages of n=12 plants with error bars indicating standard errors.
‘Within each panel. bars marked with different letters indiczie signifi-
cantly difierent values (p-< 0U05) in two-way AMOVA Tukey's test ©
control, Pro proline, Na NaCl

of proline accumulation have been reported in more salt-
toleTant durum wheat senotypes (Rana et al. 2016). Froline
accumulation was found induced by salt stress in leaves of
both cultivars with a higher proline concentration in stressed
MBB leaves, suggesting that the accumulated prolineg iz a
marker of the perceived intensity of siress (Almansouri at al.
1999: Munns 2002) and does not correlate with strass toler
ance (Plazek et al. 2013). Proline accumulation in durum
wheat is hgher when proline is added to the culture medium
and even higher in combination of proline and stress. Plants
readily uptake and transport proline even under salt stress
conditions (Bar-Mun and Poljakoof-Mayber 1977). The
highest proline concentration was found in leaves for both
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Fig.7 Potassiom io sodium ratio in durum wheat seedlings. Ratio
of potassium to sodium ion concentrations in leaves and moots of
conirol (left panel) and salt-siressed (right panel) seedlings (zrown
a5 in Fig. ). Note the different scales on the vertical axes. Data are

cultivars, which suggests that externally added proline is
accumulated and transported within the plant organs (Rent-
sch et al. 1996). Proling accumulated in greater quantities
might have provided plants protection against oxidative
stress salt siress (Verslues and Sharma 2010; Szabados and
Savoure 2010 Mansour and Al 2017).

P5CS, encoding the enzyme mesponsible for PSC, proline
precursor, biosynthesis had been correlated to proline accu-
mulation in durum wheat and possibly to proline synthesis
(Annunziata et al. 2017; Amini et al. 2015). We observed
P3CS mENA abundance increase of after & h of salt stress
in leaves. PSCR, another gene involved in proline biosyn-
thesis, was not as obviously modulaied as P5CS, as already
shown in durum wheat (Mattioni et al. 1997) and contrast-
ing with the modulation reported in bread wheat (Ma et al.

2008}, We found that expression of proline catabolism gene
PRODH was downregulated by salt stress, as found in many
plant species (Peng et al. 1996; Servet et al. 2012). In roots,
PRODH is repressad after 8-h salt stress in both coltivars.
After 10 davs of eatment. HD3 and MBB cultivars dif-
fer in their gene expression. PRODH mRNA abundance is
regulated by salt siress in MBB roots not in HD3. Proline
contznt after 10 days of stress does not correlate with low
PRODH mRNA abundance. Possibly, PRODH activity 15
down-regulated by salt stress, as seen in many plants includ-
ing durum wheat (Mattioni et al. 1997 Soccio et al. 2010).

PRODH gene expression is known to be up-regulated by
proline (Verslues and Sharma 2010; Yoshiba et al. 1997;
Servet et al. 2012; Cabassa-Hourton et al 2018). PRODH
increases two times in HD'3 after 10 days of growth with
proling. Proline could have been used as a mitochondrial
substraie to provide energy (Cabassa-Hourton et al 2016).

'@ Springer

mverages of at least three independent measurements with ermor bars
indicating standsrd ermors. In each panel, bars marked with differnt
letters indicate significantly different values (p<0005) in 2 two-way
AMOVA Tukey’s test C control, Pro proline, Na Ma(l

The apparent higher accumulation of proline in keaves than
in roots, could be the combined result of salt-stress induced
profine synthesis, inhibition of catabolism and long distance
transport from the growth medium to the leaves.

Our results suggest that while proline synthesis is upregu-
lated in durum wheat. it is not sufficient to overcome the
deleterious effects of the severe salt siress imposad.

The durum wheat seedlings studied were able to take up
exogenous proline provided in medium. Increases in free
proline content resulting from uptake of exogenous proline
has indead been observed in plants including wheat, rice and
sugarcane (Hur et al. 2004; Mahboob et al. 2016; Medeiros
etal. 2015). Proline accumulaied in vivo from an exogenous
source can complement the low kevel of proline produced
endogenously to counterbalance salt-stress efiects.

We observed a correlation between proling accumulation
and less salt stress, as shown by oxidative stress marker lev-
2ls. The combination of salt and proline had different effects
on ROS detoxification, membrane integrity protection and
erowth according to the organ and cultivar studied.

Tissue-specific and differential regulation
of HKT1,4-1 and -2 genes by salt stress

Sodium transporters contribute to lowering otherwise toxic
sodium levels in plant tissues (Huang et al. 2006, 2008;
James et al. 2006, 2011; Byrtet al. 20 14 Wu et al. 2018).
High-affinity potassium transporiers (HKT) class | irans-
porters have also heen associated with salt stress tolerance in
durum wheat (Horie et al. 200%; Byrt et al. 2014), and HKT
penes are important for sodium tolerance in Triticum species
(Huang et al. 2006, HHE:; James et al. 2006, 201 1; Byrt et al.
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2014). Here we found that TAHKTT ;4-1 and TdHKT1;4-2
expression is organ specific and is responsive to short-term
salt treatments. Basal expression of TdHKTT4-1 in roots
is repressed by salt which suggests TAHKT 1:4-1 may be
important in mgulating ionic balance in the absence of salt
stress. By contrast, TaHKT7 ;4-2 was induced in response to
short-term salt stress. The pattern of TdHEKTT 4-2 expres-
sion is similar in both cultivars, with long-term induction
ohserved in HD3 leaves. TAHK T1:4-2 conld ke important
for regulating salt and balance at early stages of salt stress.
The differences in regulation of TdHETT 47 and -2 genes in
leaves and roots and by salt stress suggest that durum wheat
class-1 HKT have different physiological roles.

The introduction in durum wheat of HET genes from T.
monococcum (TmHETI 4 Al and AZ) confers salt toler-
ance (James et al. 2006, 201 1), Expression of TmHKET] 4
15 salt responsive in T. momecoccum Baves (Touns: et al.
2008). TmHETI :4-A1 is predominantly expressed in leaves.
TmHKTI :4A2 is more strongly expressed than TmH KT 4-
AT in roots and in leaves (Tounsi et al. 2016). Sodium
conductance of TMHKT1:4-A2 is also higher than that
of TMHKT 1:4-A 1. TmHETI 4-A2 gene may have a pre-
dominant role, possibly representing the active part of the
Nax] salt tolerance locus (Tounsi et al. 2016). In our study
TdHKTI 4 gene expression was relatively low in prolonged
salt stress, sugpesting that any role in sodium exclusion is
limited. Comparing HKTT 4 gene expression in T. durum
and T monococcum thus helps us understand why durum
wheat is relatively salt intolerant. Externally added proline

can o some extant protect durum wheat seedlings from the
harmful effects of salt, and can modulate gene expression,
including HKTT 4 genes. but it is not sufficient to provide
full protection against salt stress. A recent study on hydro-
ponic grown durum wheat stressed with 200 mM NaCl
(Wuetal. 2018) suggested that the combination of sodium
sensing, root sodium exclusion and sodiom accumulation
in vacuoles might be key to explaining the difference in salt
tolerance between bread wheat and durum wheat (Wu et al.
2018). The NHX sodium transporter might be involved in
this process (Wu et al. 2018). Possibly, regulation of HKT?
gene expression and HKT activity might also be involved
in salt tolerance.

Na* and K* accumulation Is disturbed by salt stress

Plant tissues readily accumulate potassiom (Ashley et al.
2006). The K*/Na® ratio can be used as an indicator of
the level of salt tolerance in durum wheat cultivars (James
et al. 2006). Both durum wheat cultivars accumulated Ma*
in shoots and roots under salt stress. K* decreased in roots
resulting in an ion imbalance, that is a low K*/Na® ratio,
as s2en in numerous salt stress studies in plants (Cuin et al.
2008). Leaves accumulated more Na™ than roots, which

reflects the long-distance transport of Na™ cations from root
tissues to photosynthetic tissues. This result confirmed that
durum wheat has limited capacity to control and minimize
sodium transport to the shoots companed with other, Tris-
iceae such as T, gestivam and T2 monocoeccwm (Tounsi et al.
201 6). Durum wheat cultivar HD 3 was able to maintain a
slightly higher K™ content in leaves which might allow for
beitter cell protection under NaCl stress (Horie et al. 20049).
Owr resulls can be compared with those of T, aestivam (Talat
et al. 2013) and salt-sensitive rice where added proline
leads to a decrease in shoot Na™ content by lowering apo-
plastic uptake of Ma* (Nounjan et al. 2012; Sohahan et al.
2. Positive impacts of proling on 1on content have also
been observed in other monocot species such as sugarcane
i{Medeiros et al. 2015) and maize (MNassem et al. 2007).
Proline in combination with salt stress led o a decmease in
the MNa™ content of MBE leaves, whose growth was the most
responsive to proline (Supplementary Table 2). In MBB
roots, which were less responsive to proline, Na™ content
increased. However, no effect of proline on Na™ accumu-
lation wazs observed in the HD3 cultivar. Proline can halp
maintain ion homeostasis by limiting K™ efflux in several
species (Cuin and Shabala 2005, 2007 ). The proline effect on
salt sensitivity, therefore, depends on species and genotype
(Plazek at al. 20013; Paret al. 2017; Wu et al. 2018).

Conclusion

The two Algerian durum wheat cultivars studied here have
different sensitivites to salt stress and to proline alleviation
of this stress. The in vitro methods used here could be used
to test durum wheat genotypes for their salt and proline sen-
sitivities hefore field tests for breeding or large-scile experi-
ments, although in vitro and field tolerance to salt stress do
not necessarily correspond {Munns et al. 2006; Tavakkoli
et al. 2012). A comparison of the tested genotypes on salt
contaminated so0il would help validate our observation of a
beneficial use of proline for salt tolerance in durum wheat.
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