Université LSy

/ J de Limoges e

Oes Substances Naturelles

UNIVERSITE DE LIMOGES
FACULTE DES SCIENCES ET TECHNIQUES

Laboratoire de Chimie des Substances Naturelles

UNIVERSITE DE CARTHAGE

FACULTE DES SCIENCES DE BIZERTE
Département de Biologie et Physiologie Végétales

These en cotutelle pour obtenir le grade de
DOCTEUR DES UNIVERSITES DE LIMOGES ET CARTHAGE

Biosciences de 'Environnement et de la Santé
Discipline Biologie et Physiologie Végétales

Présentée et soutenue BEN NJA Riheb
Le 25/03/2014

Effet d'un stress salin sur la teneur en polymérepariétaux dans les feuilles
de luzerne Medicago sativav Gabes) et sur la distribution dans
les cellules de transfert des fines nervures

Rapporteurs
- Mme Rabiaa Haouala, Maitre de Conférences-HDRyé&ysité de Sousse
- Mme Bernadette Julier, Directeur de Recherche ANR

Examinateurs

- Mr Guy Costa, Maitre de Conferences-HDR, Univérdi# Limoges

- Mme Néziha Ghanem Boughanmi, Professeur, Uni¥edstCarthage
- Mme Sabine Lhernould, Maitre de Conférences, &lsité de Limoges
- Mr Vincent Gloaguen, Professeur, Université de dges






Dédicaces

A mes trés chers parent®ji et Mahbouba, a qui je dois tout. Vous étes pour moi 'exemple
de générosité et de dévouement. Que ce travéipsor vous une infime compensation pour
tous les sacrifices que vous avez toujours corsantion égard. Qu’il me soit donné d’étre a
la hauteur de votre confiance et de vos sacrifices.

A mon cher frereRaken et sa femmeBesma avec toute mon admiration et ma
reconnaissance. Que Dieu vous procure santé eebonk mon petit nevedama.

A toute ma famille.

A mes chéres amieSmira, ldelette, Kasia, Marietta,Yosra, Houda, Jihan, Christophe,
Abdallah et Jean Karim. Je vous souhaite une vie pleine de succeés etrteebn

A mes professeurs,

A tous ceux qui me sont chers.

RIHAB



Remerciements

Le travail qui a conduit a la soutenance de céisd a été réalisé dans le cadre d’'une
co-tutelle établie entre la Faculté des ScienceBiderte et TlUMR de I'Université de
Limoges. J'exprime ma tres profonde reconnaissaroes ceux qui ont contribué, de pres ou
de loin a la réalisation de ce cadre de travail@msie et en France.

Je suis d’'abord tres heureuse de présenter un géag® de reconnaissance a
'ensemble du personnel des deux Universités gonimaccueillie. Une mention spéciale est
adressée a ceux qui ont contribué a mon intégratéms I'équipe de Chimie, Laboratoire des
Substances Naturelles (LCSN) de Limoges, et pluscpdérement a tous ceux qui ont su
soutenir mon travail dans un contexte de solidait&onvivialité, en premier monsieur
Vincent Sol, Directeur du LCSN, et monsieur HubBril, Directeur Adjoint de I'Ecole
Doctorale.

J'ai le plaisir d’adresser mes remerciements les ghaleureux & madame Néziha
Ghanem-Boughanmi, Professeur a la Faculté des c@geate Bizerte, qui a été a I'origine de
mon inscription en thése, et a su élargir le chdmma formation en proposant une co-tutelle
avec I'équipe du LCSN de Limoges, placée sousdpamsabilité de monsieur Guy Costa.

Je présente mes remerciements les plus respecueonsieur Guy Costa, dont jai
apprécié I'accueil et la compétence. Sa contrilputionstructive, lors de la rédaction et de la
présentation du travail, m’a été d’'un soutien pexi

Je suis tres reconnaissante a madame Sabine Likempaur m’avoir guidée, avec
beaucoup d’'attention et de compréhension, dansexpé@rimentation et dans la rédaction de
ce travail. Cette thése n’aurait pu aboutir sassceenpétences en biochimie et cytochimie,
mais aussi sans ses encouragements fréquentsoeinsesls rigoureux.

Que Mesdames Bernadette Julier (INRA Lusignan) a&id Haouala (Institut Supérieur
d’Agriculture, Chott Meriem), rapporteurs de cevaiy, trouvent ici I'expression de ma
gratitude pour avoir accepté d’établir un rappertitese.

Je voudrais remercier particulierement monsieurcdimn GLOAGUEN, Professeur
et Vice-Président de I'Université de Limoges pcohorneur gu’il me fait en acceptant
d’examiner ce travail et ce, malgré ses nombrepisEsccupations.

Mes vifs remerciements s'adressent a Monsieur Reeb&onard et Madame Josephine
Grass qui ont effectué les analyses de spectrardgrmasse.

A la Faculté de Limoges, j'ai été sensible a lanb@llante sollicitude manifestée par
madame Rachida ZERROUKI, qui m’a prodigué des edsmsonstructifs et pour son aide
dans mon intégration au sein du laboratoire. dereie madame Pierrette Fleurat-Lessard et
monsieur Emile Béré Ingénieur a Image Up (Serdieemicroscopie de 'UFR Sciences de
Poitiers) pour I'aide qu’ils m’ont prodiguée.

J'associe a ce travail tous les amis étudiants oqui participé a mes efforts, en
apportant une énergie non négligeable.



Table des matieres

AVANT PROPOS ...ttt emeee ettt e e e e ettt e e e e e et ettt e e e s smnnee e e annssaeeeaeeeannneees 1
NI @ 11 L @ I 1\ P 4
[ L& SErESS SAIIN ...ttt e e 4
O I 1= 1T = 1] (=SSP 4
I-2 Les composantes de la contrainte saline.............ccoovveveviiiiiiiiiiiie e 4
I-3 Modifications cellulaires induites par la caaitite saline ..............eeeeiiiiiiiienenieeeee 6
I-3-1 Les ajustements ioniques a I'échelle de lalge..............oovviiiiiiiiiiiieieee e 7
I-3-2 Les ajustements osmotiques a I'échelle delle ... 10
I-3-3 La détoxification des espéeces réactives aeyjene (ROS) .......oovvvvvvveiiennnnnn. 13
I-4 Modifications tissulaires induites par la caitite saline...........cccceeveeeieeeeeieiieceee 15
I-4-1 Production de biomasse et photOSYNtNESE uuum.vvvvvveeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeieeee 15
[-4-2 FIUX trOPNIQUES ...t e s e e e e e e e e e e e e e e e as 17
Il Les cellules associées aux vaisseaux et |eSSHEE ............cvvvviiieeeeeeeiiiieeee e 20
[I-1 Transport des assimilats du mésophylle VESSJAVS.........cccccceveiiiiiiiieeeeeeeee, 23.
lI-2 Le chargement phloémien et sa régulati@les cellules compagnes .................... 24
[I-3 Effet de la salinité des sols sur la productét le transport des photoassimilats..... 25
[I-3-1 Incidence du stress salin sur le contenladsve phloémienne....................... 25
[I-3-2 Modification du complexe phloémien par lé.se..........cccooeeeeiiiiiciiiinnnnee. 26

[I-4 Implication et particularités des cellulestdensfert (parenchymateuses du xyléme
racinaire et des cellules compagnes des veineunaigledans respectivement, la

réabsorption et la recirculation du™Net/ ou du Cl..........ccoovevieeieeciieceece e 27
[l La paroi €t 1€ SreSS SAlIIN .......u e s 28
[1I-1 Organisation moléculaire de la paroi Primaire.............ocevvvvvviiiiiiieeeeeeeeeeeeeen. 29

[1I-1-1 LeS PolySaCChArides ..........ouuuiuieeeeeiieeiiiiiiit e eeeeeeeeeeeeeees 31
[1-1-1-1 La CEIIUIOSE ..ot sttt s 32
[11-1-1-2 LesS hEMICEIUIOSES .........euiiiiiieeeemeieeeeeeee e 34
] R e B I TS o =T ] = 36

[11-1-2 Les protéines Pari€tales .......cccuuuveieiiiiiiiiiieee e eeeeecre e e e e 40
[1I-1-2-1 Les extensines (HRGP) ........ouvviiiieeieeeeeeeeeeeeeern e e e 40
l1I-1-2-2 les Arabinogalactanes protéines (AGPS).........ccccovvieiiiiiciiiiiiiiiineee 14
[11-1-2-3 Protéines riches en proline (PRPS) .. .vviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 42
[1I-1-2-4 Protéines riches en glyCiNg (GRPS) s «eeriieeieeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiian 43

l11-2 Réponse de la paroi primaire aux CoONtrair@nes ..............ooeeeeeeiicnvivnnrennennn. 43

[1I-2-1 Croissance de la paroi Primaire. ..........uuceeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeiie e 43

[1I-2-2 La réponse pariétale au StreSS SaliNueuuee.coeeeeeeeeeeeieeiieieeieii s 44

IV Medicago sativaet 1€ StreSS SaliN ......ccooooiiiiiiiiii e eeeeeeeee 46
IV-1 Adaptation fonctionnelle des feuilles déabaceae...........cccccccvieiiiiiiiieeeeennnn, 46

IV-2 La luzerne, plante pérenne, tolérante a dig&esss environnementaux................. 47



IV-2-1 Caractéristiques botaniques, taxonomie ifirne du genréedicaga.......... a7

IV-2-2 Aires de culture de [a lUZerne .......coeeee i 50
IV-2-3 INtEréts NULIIONNEIS ..o 52
IV-2-4 INtEréts pharmacCeULIQUES ..........utcemmmmeereriiriiiiieieeeeeeeeeeeesssssssnrnnneeeeeeens 52
IV-2-5 Intéréts industriel et biotechnologiqUeS..........cccooivieeeiiiiiiicce e 52
IV-2-6 INtErét enViroNNEMENTAL.............. o seennnrrniiiiiiiiiirerrrerreeeeeee e e e e s sesneeeeeees 53
IV-3 Cas deM. sativaGabes, une variété adaptée aux sols secs, atidahns........... 53
OBJECTIFS DU TRAVAILL ...ttt ettt a s se e e e e s s s s s e 55
Argumentaire SCIENTIIIQUE .........uuuuueeee ettt s e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeesbennnneeseessnnnn s 55
Actions de recherches miSes €N PIACE ... cummmmmmseeeeeeeeeeeeeeeeeee s 56
MATERIELS ET METHODES ...... oo ettt e e e e neneene e e eee 57
| MAtEriel VEQELAI .........eeeeie et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 57
I-1 Conditions de culture et de traitement deStBIBIN............ovvviiiiiiiiiiiie e 57
I-2 Conditions de culture et de traitement des SEBR...........ccueeeiiiiiiiiiieeeeeenniinnnns 59
[l Analyses MOrpholOgIQUES.........coooiiiiieeie e 59
[l Analyses ECOPNYSIOIOQIQUES ......uuuuuiiieiieeeiiieeeeeiiieee e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeannnes 59
[11-1 Mesure de la photOSYNTNESE ..........oceeeeeeiieeeeee e 59
[1I-2 Mesures de la teneur en eau et du potenyi@hiue ..............ccceeeiiiieeiieeeiinineniend) 60
IV Analyse biochimique des COMPOSES PANETAUN uummnrvvvvrrrrreririiiiiiiaeeeeeeeeeeeeeessnnneees 60
IV-1 Protocole d’extraction séquentielle des polyase...........ccceeviveeeeeeeiiiiieeeee e 60
V-2 DOSAQES COIOMMEBLIIQUES ... .evvieeiiiiieeeeeeiiirritiieeee e reeeeeeeeeeeeeea e s s s s s snnnnneeeeeeeeeeas 63
[V 2-1 DOSage dES 0SES NEULIES........cciceceeeeeeiee e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeaennen s 63
IV 2-2 Dosage des acides UrONIQUES ........cceerrmruumuumniiiiaaeeeeeeeeeeeeeeeeeeernnnnnnnnnneees 63
IV 2-3Détermination des teneurs en oses neutres atides uroniques.................... 64
V-3 Composition monosacCharidiqUE..........ceceeeereeiiiiiiieeeeeeeeeieereeeiiiiien e 64
V ANnalyses NiStOIOQIQUES .........uuuueiiiieiee ettt 65
V-1 Préparation des échantillons...........cooueeeiiiiii 65
V-1-1 Fixation a 'alcool et coloration au Fasga.............cccccevvvviiiiiiiieiiiiiieeeeenn. 65
V-1-2 Fixation et Inclusion des feuilles en « LondResin White » (LRW) ............ 66
V-2 Observation au microSCope PhOtONIQUE ...cemmmmmeeeeeeeeieeeeeeeeiiiiicee e e e e e e e 67
VI Techniques iIMMUNOIOGIQUES .........ooeiiiiiiieeeeiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeneeeesenenees 67
VI-1 ImMMUNO-NIStOCYLOIOQIE ... ..o e 67
VI-1-1 Préparation des €chantillons ... eoooooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 67
VI-1-1-1 Immuno-marquage @ I'OF .........oooi e e e e e e e e e e eeeeeeeernnnned 67
VI-1-1-2 Observation Microscopie Electronique argmission (MET) ............... 69
CHAPITRE 1 EFFETS DU
STRESS SALIN SUR LA MORPHOLOGIE ET LA PHYSIOLOGIBE M. sativa cv Gabés
........................................................................................................................................ 71
| Effets du stress salin sur le développemertidmtivaGabéscv Gabeés..............cccooeeee. 71
[-1 Effets du StreSS SUr |a CrOISSANCE ... couwwsruniiieeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiiei e 71
I-1-2 Effets du stress sur le développement daB-@TEUdS ............cceveeeiieeeeeeeeeeeeen. 73
[-1-2-1 DONNEES DIOMELTIQUES ........uueeeet o sttt eeeeeaaaaeeeeaeeeesssnnneees 73
[-1-2-2 DONNEES NiStOIOGIQUES .....eeevvvves s s e e e e e e eeeeeeaeeeesesssennnsnnnnnnnnes 74

Il Effets du stress salin sur I'histo-morphologididire deM. sativacv Gabes ................. 78



lI-1 Effets du stress sur la morphologie des fesifeunes et agées ........................ 78...

[I-2 Effets du stress sur I'histologie des feuiljeanes et &gées ............oovvvvvvvvnnnnmnn 80
[I-2-1 Anatomie des pétioles, dpslvini et des nervures principales des folioles agées
............................................................................................................................ 81

Il Effets du stress salin sur la physiologie fokadeM. sativacv Gabes ......................... 84
[V DiSCUSSION, CONCIUSION ......cciiiiiiieeet et eeeeeesaatte s s e s e e e e e e e aaaeeeeaeeenneeeeeeessnnsnnnnnn 86
CHAPITRE 2 EFFETS DU
STRESS SALIN SUR LA COMPOSITION BIOCHIMIQUE DES PARS DES FEUILLES
DE M. Sativa CV GaAbBS .......cooiiiiiiieiteeemmme e e eee e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaaaneas 91
|. Effet du stress salin sur les oses des feyileses et agées d& sativacv Gabes ....... 91
Il Effets du stress salin sur la composition potgaridique des feuilles jeunes et agées de
M. SALIVACY GADES .....uiiii it emmmmme ettt s e e e s e e e e e e e e e e eeeseeeeeneeeeeesennnnes 94

[I-1 Effets du stress salin sur la composition emnosaccharides des parois des feuilles

jeunes et agées f& sativacy Gabes. .......ccoovvviiiiiiiiiiiiiee e 94
lI-1-1 Composition en monosaccharides des fract®ynS, D et E........cccccoevveeeeee. 95
[I-1-2 Composition en monosaccharides des fractinst F4...............oovvviieennnnn. 99

[I-2 Effets du stress salin sur la distributionadetains épitopes polysaccharidiques dans

les parois des feuilles jeunes et agéelldsativacv Gabes. ............ccccevvvvvieeeennnnn. 102

[l DISCUSSION, CONCIUSION ...cvviiiiiei st s e e e e e e e e e e e e e e e nnnnne e e as 105
CHAPITRE 3 EFFETS DU
STRESS SALIN SUR LA DISTRIBUTION DES POLYSACCHARIEDANS LES
PAROIS DES VEINES MINEURES DE M. sativa cv Gabes.........ccccceeeeieieeeiiiiiiiiiniiinn, 109

| Effets du stress salin sur l'ultrastructure demes mineures dd. sativacv Gabes .... 110
Il Effet de NaCl sur la distribution des polysaceties pariétaux dans les cellules de

transfert deS NErVUIES MINEBUIES ..........ueeeceeeeeete et e e et e e st e e s et e eeeennseesesaeeeees 112
[I-1 Distribution desS PECHINES ..........oiiiireeeeetettiere e e e e e e e e e e e eeeeeeebeennneeeeeeenannns 114
[1-2 Distribution des hémICEIIUIOSES ........oumeeeniieiiiieiieiie e eeer s 117
[l Effet de NaCl sur la distribution des AGPs daes cellules de transfert des nervures
L T=T0 T (=T 118
[V DiSCUSSION, CONCIUSION .....ivtiiiiieiet s et e et e et e st e e e e e s s eeseann s ebneeeaneaees 120
DISCUSSION GENERALE ... oottt ettt e et e s e e na e e eaaaes 125
CONCLUSION ET PERSPECTIVES ... oot eeeeaaa 132
RESUIME ... e ememme et e et e e et e et et e e e aa e e e st e essabaeesabaeesssaeeesnneees 135
R LY (=] (=] A To1= T 137

ANNEXES .. e 178






Liste des figures

Figure 1: Carte du pourtour de la méditerranée présentant, chaque pays, les
pourcentages de salinité (jaune) et d’alcalinibéige) des terres cultivables, d’apres Antipolis
(2003).

Figure 2: Effets de la salinité (effets osmotiques et ioeis) et réponse des plantes.

Figure 3: Représentation schématique d’'un excés de sé& sonformation 3D des
protéines.

Figure 4 : Homéostasie cellulaire établie apres I'adaptagiosel (NaCl).

Figure 5: Transporteurs, canaux et pompes impliqués darsllision du Nades tiges.
Figure 6: Modéle de réponse au stress salin des plantesibicantes M6PR &rabidopsis
thaliana(Chanet al, 2011).

Figure 7 : Principaux sites de genese des especes réageexygene (ROS) et principales
enzymes de détoxification des ROS dans les celtidgdantes soumises aux contraintes
salines.

Figure 8: Chloroplastes d®. sativacv Gabes de feuilles témoin)( de feuilles jeunedB)
ou agéesq) traitées avec 150 mM de NaCl durant 4 semaines.

Figure 9: Transport horizontal et vertical du sel danslémfe (Hasanuzzamast al., 2013).
Figure 10: Réles de AtHKT1 dans la réabsorption du Idar le xyléme et sa recirculation
par le phloéme dans la protection de la feuillelreole stress sodique.

Figure 11: Transport des glucides par le phloeme des soarcepuits par les voies
apoplasmique et symplasmique (Lemaghal, 2013)

Figure 12: Différentes stratégies de chargement du phloeme.

Figure 13: Ultrastructure du complexe phloémien de feuille@igqitrice deM. sativacv
Gabes, dans les nervures mineufesd, E) et la nervure principald3( D, F). Plantes
témoins A et B) et traitées par NaCl (150 mM, 4 semain€sgt D: jeunesE et F: agées).
Figure 14: A, Représentation schématique des niveaux d’orgamisdé la paroi végétale
(www.spectroscience.com).

Figure 15: Modéle architectural des polysaccharides des eslligliaires dArabidopsis
Figure 16: Représentation schématique des deux modéelespdedaprimaire des plantes a
fleurs.

Figure 17: Structure chimique des éléments constitutifs @néidant dans la paroi cellulaire
primaire.A, monomeresB, polymeéres correspondants (Sar&aal, 2009).

Figure 18: Synthese de cellulose par les celluloses syath@SESA) (Cosgrove, 2005).
Figure 19 Représentation schématique des différentes saitéssioligosaccharidiques
constitutives des xyloglucanes (XXXG, XXLG, XXFGLKG et XLLG) (Fryet al, 1993).
Figure 20: Diagramme schématique simplifié décrivant lesstpmlysaccharides majeurs des
pectines attachés au squelette de GalA.

Figure 21: Représentation des chaines d’homogalacturonanes.

Figure 22: Structure de rhamnogalacturonanes de type | ol RG

Figure 23: Structure de rhamnogalacturonanes de type Il ou.RGI

Figure 24: Liaison de coordination entre un atome de borerés2ius de D-Api de 2 chaines
de rhamnogalacturonanes de type Il ou RGIl (M&todl., 1996)

Figure 25: A, Motif répété prédominant de la plupart des ségegronnues d’extensine
(EXT), contenant le motif Ser-(Hyp)qui est O-glycosyléB, Les olygosaccharides présents
sur le motif Ser-(Hyp)



Figure 26: Représentation schématique des AGPs suivantegliis, 2010.
Figure 27 : Medicago sativd.., grappes de fleurs violettes et graine spiraiéerésentation
dans la Flore d’Europe.

Figure 28: Relations hypothétiques entre les taxddelicago sativgdLesin et Lesin, 1979;
Quiros et Bauchan, 1988 ; Small et Jomphe, 19884iifié par Havanandet al, (2010).
Figure 29: Distribution géographique du geriviedicagodans le monde (Prolea, 2002).
Figure 30: Développement de la partie aérienne de la lezeamifiée en nombreuses tiges et
du réseau racinaire autour de la racine pivot praddéo

Figure 31: A, Systéme racinaire dense. B, Nodules raciadfteche) (symbiose avec
Rhizobiun.

Figure 32: Vue du dispositif expérimental a la serfd.(

Figure 33: Schéma représentant le numéro d’ordre basifugdeddles deM. sativacv
Gabés prélevées pour I'‘échantillonnage.

Figure 34: Schéma du protocole d’extraction des polymeéregizaxdes feuilles d#l.
sativacv Gabeés (d’aprés Vanzet al, 2002 ; modifi€).

Figure 35: Effets du stress salin sur la croissance endengdeM. sativacv Gabes.

Figure 36: Effets du stress salin sur la croissance en dranag collet de la tige principale
deM. sativacv Gabes.

Figure 37 Effets du stress salin sur le nombfg €t la longueurR) des entre nceuds et sur
le diametre C) de la tige principale dil. sativacv Gabes.

Figure 38: Modele d’intéraction hormonale sur le controldaleroissance des entre-noeuds
chez le pois élaboré par Zentedtaal (2007) et modifié par Ross al. (2010).

Figure 39: Coupe transversale, colorée au FASGA, d’entraxdsgeunes)) et agesh),
des plantes témoin3) et des plantes traitées par 150 mM N&JI (

Figure 40: Faisceaux libéro-ligneux, colorés au FASGA, d'entoeuds jeunegd) et agés
(A1, A2), des plantes témoin¥ ) et des plantes traitées par 150 mM N&&JI (

Figure 41: A, Représentation schématique de la feuille compiogékée deM. sativaB,
Feuilles jeunes]) et agésA), des plantes témoin$ ) et des plantes traitées par 150 mM
NacCl (S).

Figure 42: Effets du stress salin sur la surface foliakg (a longueur de la nervure
principale B), la longueurC) et le diameétreld) du pétiole des feuilles jeundsl et agées
(FA) deM. sativacv Gabes.

Figure 43: Coupes transversales, colorées au FASGA, dulpdfe) et détail de son
faisceau vasculaire dorsad), dans les feuilles agés, des plantes témdinst(des plantes
traitées par 150 mM NaC$yJ.

Figure 44: Coupes transversales, colorées au FASGAutlenusde la foliole impaireRf)
et de la nervure principale de la foliole impaip], dans les feuilles agés, des plantes
témoins T) et des plantes traitées par 150 mM N&gJl (

Figure 45: Coupes transversales du limbe de feuillesjeudest @géesA), colorées au bleu
de toluidine, des plantes témoify et des plantes traitées par 150 mM N}l (

Figure 46 Effets du stress salin sur I'assimilation neieQ) (A), la conductance
stomatiqueB), la teneur intracellulaire en GQC) et la transpiration foliairel)) des feuilles
jeunes EJ) et agéesKA) deM. sativacv Gabes.

Figure 47 : Effet du stress salin sur la conductance intem€Q des feuilles jeune$-0) et
ageesKA) deM. sativacv Gabes.

Figure 48: Métabolisme de I'amidon et du saccharose d'apa@zet al (2010).

Figure 49: Pourcentage molaire des monosaccharides sépadenefiés par CPG a partir
des fractionsE), (C), (D) et E) des feuilles jeuned) et agéesK), de plantes témoing |
ou traitées par 150 mM NaC3)



Figure 50: Pourcentage molaire des monosaccharides sépadesnfiés par CPG a partir
des fractionsK1) et (F4) des feuilles jeunegd) et agéesA), de plantes témoin3} ou
traitées par 150 mM NaCs§y).

Figure 51: Pourcentage d'oligosaccharides identifies pactspmétrie de masse a partir de
la fraction £1/F4) des feuilles jeuned) et agéesK), de plantes témoind ) ou traitées par
150 mM NacCl §).

Figure 52: Dots blots réalisés a partir des fractions palgbaridiquesA, B, C, D, E, F1 et
F4) collectées suivant le protocole de Vargiral (2002), dans des feuilles jeundy dt
agéesA), de plantes témoin3 ] ou de plantes traitées par 150 mM Na§}l (

Figure 53: A, Présentation du réseau vasculaire du limbe fel@des dicoylédoneB,
Structure schématique transversale des veines remde type 2 de plantes herbacées
mettant en évidence le plan de division cellulaecours du développement, suivant le
modéle décrit par Gamalei (1990).

Figure 54 : Ultrastructure du phloeme dans les nervures masedeMl. sativavar Gabes.
Feuilles jeunesA, B) et agées(, D), de plantes témoin#&\( C) ou de plantes traitées par
150 mM de NaClIR, D).

Figure 55: Détail du complexe phloémien des nervures mireeded. sativavar Gabes.
Feuilles jeunesA, B) et agées(, D), de plantes témoin&\( C) ou de plantes traitées par
150 mM de NaClIR, D).

Figure 56: Microphotographie de la paroi des cellules dedfart phloémiennes apres
marquage par les anticorps JIM5 et JIM7. Nervurigeares de feuilles jeuned) et agées
(A) deM. sativacv Gabés témoins (Control) et traitées (NaCl)raljs® mM.P, paroi
primaire;Pl, protubérance. Echelle 0, 5 um.

Figure 57 : Microphotographie de la paroi des cellules dedfart phloémiennes apres
marquage par les anticorps LM5 et LM6, anti galaesaet arabinanes. Nervures mineures des
feuilles jeunesJ) et agéesA) deM. sativacv Gabés témoins (Control) et traitées (NaCl) a
150 mM.P, paroi primairePl, protubérance. Echelle 0,5um.

Figure 58: Microphotographie de la paroi des cellules dedfart phloémiennes apres
marquage par les anticorps LM15 et CCRCM1, anti Xy&yG fucosylés. Nervures
mineures des feuilles jeunel et ageesA), deM. sativacv Gabes témoing| et traitées$)
par NaCl a 150 mnMP, paroi primairepPl, protubérance. Echelle 0,5 pum.

Figure 59: Microphotographie de la paroi des cellules dedfert phloémiennes apres
marquage par les anticorps JIM13 et JIM8, anti-AGRsvures mineures des feuilles jeunes
(J) et agéesA), deM. sativacv Gabes temoing | et traitées) par NaCl a 150 m\VP,

paroi primairePl, protubérance. Echelle 0,5 pm



Liste des tableaux

Tableau 1: Caractéristiques des différents anticorps uslisé

Tableau 2: Teneur en oses totau®T), acides uronique®\(J) et en oses neutreQl) des
différentes fractions de polysaccharidasB, C, D, E, F1 et F4)extraits des feuilles jeunes
(J) et agéesA) des plantes témoin$ ) et des plantes traitées par 150 mM N&&JI (
Tableau 3: Pourcentage des polymeéres pectiques et hémizglule calculés suivant
Muschitz (2009) des fractionB), (C), (D) et E) extrait a partir des feuilles jeunel ét
agéesA) des plantes témoin3 ) et des plantes traitées par 150 mM N&&Jl (

Tableau 4: Pourcentage des polymeres pectiques et hémmsluies calculés suivant
Muschitz (2009) des fractionEY) et (F4) extraits a partir des feuilles jeund$ ét agéesA)
des plantes témoin3 ) et des plantes traitées par 150 mM N}l (

Tableau 5: Dénombrement des marquages immunologiques obgemuss coupes des
feuilles jeunesJ) et des feuilles agéeA) deM. sativacv Gabées des plantes témoim$ €t
traitées par 150 mM de Na@)( JIM5, anticorps anti HGs peu ou pas méthyledtéasy
JIM7, anticorps anti HGs méthylesthérifieés, LM5tieorps antip(1,4)-galactanes, LM6,
anticorps anti(1,5)-arabinanes, LM15, anticorps anti XyG, CCRClddticorps anti XyG
fucosylés, JIM13, anticorps anti a(1,5)-arabinad®dg, anticorps anti XyG.



ABA
A Gal
A Glc

AGPs
APXs
Ara

AS

AT

AU

BR
BSTFA
CLG
CATs
Ci
CNGCs
CK

El

ES

FID
FA
FJ
FT
FS
Fuc

GA
Gal
Glc
GPX
Gs
GTS
HG
HKT
Hsc70
I1AA
JT

JS
LEA
LPO
m-HDP
Man
MET
MJ
MOPS
Np
NSCCs
ON
oT
Pe
PeT
PeS

Taux de l'assimilation nette duLO
Acide abscissique,

Acide galacturonique

Acide glucuronique

Arabinogalactanpsotéines
Peroxydases
Arabinose
Plantes ou feuille agées traités
Plantes ou feuille agées témoins
Acides uroniques
Brassinostéroides
N, O-Bis(trimethylsily)trifluoroacetamide
Chromatographie liquide-gaz
Catalases
CQintercellulaire
Cyclic Nucleotide Gated Channels
Cytokinine
Epiderme inférieur
Epiderme supérieur
Feuille
lonisation de flamme
Feuille agée
Feuille jeune
Feuille Témoin
Feuille Traitée par NaCl
Fucose
Gaine périvasculaire
Acide gibbérélique
Galactose
Glucose
Glutathion peroxydase
Conductance stomatique
Gluthation S-transférase
Homogalacturonanes
High-affinity KTransport
Heat-shock cognate
acide indole 3-acétique
Plantes ou feuille jeunes témoins
Plantes ou feuille jeunes traités
Late Embryogenesis Abundant
Peroxydation des lipides
Méta-hydroxydiphényl
Mannose
Microscope électronique a transmission
Méthyl jasmonate
3-(N-morpholino)propanesulfonic acid
Nervure principale
Non Selective Cation Channels
Oses neutres
Oses totaux
Pétiole
Pétiole des plants témoins
Pétiole des plants traités

Liste des abréviations



PF

Pf
PFA
PSII
PT1
PN
RG
Rha
ROS
SOS
SODs
XG/XyGs
Xyl

Pulvinus

Pulvinus de la foliole principale

Paraformaldéhyde
Photosysteme Il
Salt-sensitive rice Pathanil
Photosynthése nette

Rhamnogalaturonnanes
Rhamnose
Dérivé réactif d’oxygéne
Salt Overly Sensitive
Superoxide dismutases
Xyloglucanes
xylose



AVANT PROPOS

Prés de 400 millions d’hectares de terre sont tffeparla salinisation (Bot et al, 2000),
dont 80% sont d’origine naturelle et 20% d’origamahropique (FAO et IPTRID, 2006). A
travers le monde, 3 hectares des terres arablépeaius chaque minute a cause de la salinité
du sol (FAO et IPTRID, 2006) et ceci plus partietdiment dans les régions arides et semi-
arides du fait des déficits d’humidité consécutifda fois a la forte évaporation de l'eau
souterraine (Ashraf et O’Leary, 1996) et a la m@&e/ayestion de lirrigation. En région
meéditerranéenne, ou les zones salées couvrent li6nsiid'hectares (Hamdy, 1999), les
plantes sont souvent soumises a un fort ensolal¢mt a une faible pluviométrie. Sous ces
conditions stressantes, l'irrigation devient ohiajee, mais se fait a I'aide d’eaux saumatres.
Par conséquent, la forte demande évaporatoirefatbie infiltration dues aux précipitations
entrainent 'accumulation du sel a la surface dés (§Succiet al, 1997).En Tunisie, les sols
affectés par la salinité naturelle couvrent 1,3iamild’hectares, soit 8% du territoire national
et prés de 25% de la surface totale des terresearébntipolis, 2003) (Figure 1, Antipolis
2003).
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Figure 1: Carte du pourtour de la méditerranée présentant; poaque pays, les pourcentages de salinité
(jaune) et d'alcalinité (rouge) des terres cultieab d’aprés Antipolis (2003). Par comparaison descautres
pays méditerranéens, la Tunisie dispose a la fssteires salines salines et alcalines dans desnioms bien
supérieures a la moyenne des autres pays.



Les zones affectées par les sels sont caractérigéesdes sols contenant de fortes
concentrations en sels solubles, essentiellemeMadill, mais aussi N&0O,, CaSQ et KCI
(Papadopoulos, 1986). Les eaux de surface du retd @unisie sont de bonne qualité avec
une salinité moyenne inférieure a 1,54.Cependant, des eaux de salinité supérieure &de 2
3,5 g.L'* voire de 3,5 a 4,5 gtsont les plus employées pour lirrigation des ey
L'utilisation de ces eaux saumatres a pour congemuéenrichissement en sel des terres
arables. Pour le sud du pays, les problemes samreerplus marqués du fait de la trés
mauvaise qualité des eaux, dont les concentragiansel sont en moyenne de 7 jDans
tous ces milieux, le sel devient un facteur majenitant la croissance et la productivité des

plantes terrestres (Parida et Das, 2005).

Les effets du sel sur les plantes dépendent @itade leur stade de développement
(Munnset al, 1995), de I'espéce, du cultivar, du génotyperfiilion et Palloix,1997) et de la
durée de l'exposition aux contraintes salines (Mumh Termaat, 1986). Les conditions
climatiques et édaphiques, notamment le taux d@&vapspiration, la capacité de rétention de
'eau et la porosité du sol, sont des facteurs lgupgntaires amplifiant et/ou réduisant les
effets des stress salins sur la croissance etVéedles plantes. Selon le degré de résistance au
sel, trois grandes catégories de plantes ont ditdiete: (i)les halophytes,especes spontanées
adaptées aux milieux salins, poussant sur des Ralsmorphes,(ii) les glycophytes
tolérantes, espéces qui peuvent supporter des concentratiengéesl en NacCl, atteignant 7
g.L™, et(iii)les glycophytes sensiblegui ne tolérent pas plus de 2 & 3k sel dans I'eau
de la rhizosphere. Une forte concentration de NE@E le sol est percue par les glycophytes
comme une sécheresse physiologique. Ce changeraestlel statut hydrique de la plante
serait la cause initiale de la réduction de lassance induisant son atrophie (Takenairal.,
2000) et la baisse de sa productivité (Vicesttal, 2004 ; Parida et Das, 2005). La luzerne
(Medicago satival.), légumineuse herbacée vivace (Teuber et Bi&381 Barnes et
Sheaffer, 1995) a été introduite en Afrique du Nara fois pour sa rusticité au regard de la
pauvreté du sol, pour sa capacité d’enracinememiu(ids, 1994) et du fait de ses qualités
nutritionnelles (richesse en protéines, vitaminesatiere azotée digestible, Chaibi, 1995).
Plus encore, le cultivar de luzeriddedicago sativa cv Gabésst remarquablement bien

adapté a la salinité des sols (Boughaaetral, 2005).

Si ce cultivar est adapté aux milieux salins, delm@uses questions restent en suspend quand

aux stratégies physiologiques mises en place pée p&nte. Le travail, présenté dans ce

mémoire de thése, a été réalisé en co-tutelle kvéaboratoire de Chimie des Substances
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Naturelles (LCSN) de la Faculté des Sciences ehrliques de Limoges, en France, et la
Faculté des Sciences de Bizerte, en Tunisie. Detts étude, nous nous attacherons a suivre
impact du stress salin sur les modifications damepartiment pariétal (approches
biochimique et immuno-histologique) avec une aitentoute particuliére pour les parois
primaires des cellules associées a la vasculansatu phloéme. La connaissance de ces
modifications doit permettre également d’estimer dffets du stress salin sur la digestibilité
du fourrage par les animaux d’élevage. En effatte® modifications de la paroi cellulaire,
qui représente pouvedicago sativa43% de la matiere seche de la plante, dont 20% de
lignine brute, 32% d’hémicelluloses et 48% de defla (Mauriés, 1994), va influencer a la
fois la croissance de la plante, et donc sa rieheagitionnelle, et la digestibilité du fourrage.
Ces 2 parametres, qualité nutrionnelle des plamtesdigestibilité auront donc des
conséquences sur la croissance, la nutrition etéleloppement des animaux d’élevage

consommateur de tels fourrages.



INTRODUCTION

| Le Stress salin
-1 Généralités

Dans les régions arides et semi arides, les cotgsahydriques sont aggraveées par la salinité
accrue des milieux, qui elle méme est amplifiéelpaigation intensive avec des eaux riches
en sels (Munns and Tester 2008). A I'échelle pkingt 20% des surfaces irriguées sont
affectées par la salinitée (Unesco Water Portal,7208n termes de seécurité alimentaire, la
salinité des sols représente un obstacle au deyestognt de I'agriculture car 20% des sols
sont irrigués et produisent 1/3 de l'alimentatioondiale (FAO). En effet, la plupart des
plantes cultivées, et particulierement les plaritesrageres, sont des glycophytes dont la
croissance, le développement et la productivité seduites par des taux trop élevés en sel.
Dans la majorité des sols salins, le NaCl est tenéochimique principalement retrouvée et
représente entre 50 & 80 % des sels solubles tfRamngasamy, 2010). En Afrique, 39 Mha,
soit 2 % des terres arables, sont des sols sdliparei eux 34 Mha sont des sols sodiques
(FAO, 2008).

I-2 Les composantes de la contrainte saline

La salinité affecte la croissance des glycophydest I'intensité et/ou la sensibilité, peut se
solder par leur mort (Winicov, 1998; Yamaguchi &irBwald, 2005; Munns et Tester, 2008).
La réduction de la feuille est le premier effet ph§pique observable chez les glycophytes
soumises a une contrainte saline. Cette modificatiorphologique est due a une contrainte
osmotique primaire qui va étre complétée plus v@mient a un stress ionique, principalement
une déficience en Ket Ca?, et une accumulation du Nat CI. Chez ces plantes, les feuilles
agées, moins efficientes en terme de compartimentatet plus actives en terme
d’évapotranspiration foliaire, vont accumuler ptlesNd et CI que les jeunes feuilles. Cette
situation ne s’observe pas chez les plantes halephyll les teneurs en Nat CI sont
identiques, quel que soit I'age de la feuille (Tleadt Tyerman, 2010). De plus, le stress salin
induit une sénescence précoce des feuilles dus anddifications des relations hormonales
(Ghanemet al., 2008) et a I'émergence d'un stress oxydatif inchat les composantes

osmotiques et ioniques du stress salin (Figuseldn Kosovaet al, 2013.
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La survie des glycophytepérenne: dépend als de leur capacité a éviter que le
n'atteigne des niveaux toxiques dans les feuiltssnailatrices. Chez les espe@annuelles la
survie est plutot reliée ka capacé des méristemes a éviter la toxicité ionique itedpar
I'accumulation de Naet CI. Pour ce faire, les plantes annuelles vont préfigéement
« transloquep les nutriments des jeunes feuilles, dont la ahamng sel est réduite, vers

apex peu vacuolisés (Munns, 20!

Salinity stress

Decreased osmotic potential of soil water  Increased salt ion concentration (Na*, Ch)

Rapid osmotic effect Later ionic effect
Decreased osmotic potential (soll water) Increased salt ion concentration in cells
N Starts when salt accumulates to toxic

Decreased water uptake (dehydration) concentrations in the old leaves
Osmotic adjustment of cytoplasm © '0en degradation [
‘v bxidative &t Salt ion exclusion
Signalling xdaive siress ﬂssuf; tolerance  Signalling
Antioxidants Salt ion intracellular

compartmentation

\

Metabolic alterations
(energy demands)

Frotein Tsy;rnth«asis

Plant response

Figure 2 : Effets de la salinité (effets osmotiques et ion&)uet réponse des plantes : signalisation, changt
dans I'expression des genes, deotéines et du métabolisme induisant une diminutles effets néfastes
stress (ajustement osmotique par biosynthés solutés compatibles, diminution du transport efiesion de
ions toxiques Na+ et Cpar la compartimentation, diminution du stress @tifdoar activation des systéen
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques)d¥aet al, 2013).

En conséquence, la survie des glycopt, et I'acomplissement de leur cycle
développement, sont tributaires du maintien detiVaé métabolique dejeunes feuilles,
sources trophiques pour I'apex, et donc pour lgssamce de la plant

Quelle que soit la stratégie mise en place pavdggtauy la détoxication des ions I et CI

nécessite de controler les flux (influx et efflld@ns la cellule, ou d'isoler les ions dans
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compartiments, ou encore de les chélater, ou anfirmélange de tous ces mécanisr

L'objectif ultime est le maintiene ’homéostasie ionique du cytoplasme.
I-3 Modifications cellulaires induites par la contrante saline

L’homéostasie ionique contribue au maintien d’wixtaonstant et faible des especes ionic
dans le cytoplasme des cellules afin de limiteekéstsdu Na et CI sur la fonctionnalité de

enzymes (Figure 3).

oS
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Figure 3: Représentation schématique d’'un exces de sel sonfarmation 3D des protéin

Les ions N& et CI vont modifier la distribution des molécules d’eautcarr des protéine
entrainantun changement de conformation de ces dernieresodifient de facon partiell
et/ou totale I'activité des enzymes (Flovet al, 1977). L'existence de protéines chapes
protectrices a été décrit par de nombreux autearame la famille des HSP9O0 cl la tomate
(Manaaet al, 2011), ou des HSP7C Hsc70 (heat-shock cognate) chezthaliana(Panget
al., 2010) etPhyscomitrella paten(Wanget al, 2008). Si cette dénaturation des protéine
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pose que peu de problemes dans le compartimentol@®) elle va conduire pour le
cytoplasme et/ou les autres organites de la cellules dysfonctionnements importants des
enzymes du métabolisme. Par la nature des iongmjsu, les protections des enzymes du

cytoplasme vont conduire a des ajustements osnestidans les cellules.

Outre les effets toxiques des ions*Naon absorption massive peut induire des carences
potassiques. LeKest un ion essentiel, activement transporté demsdllules. En raison de la
similarité chimique (degré de solvatation, et rayonique) des cations Ket Na, les
transporteurs du Kcomme les NHXs et le NSCCs ne font pas la difféeesntre les 2 cations

et les transportent indifféremment, ce qui entraine accumulation de Nau dépend du K
(Pardo et Quintero, 2002).

Le CI, présent en exces dans les milieux hypersalihsoxsiue pour les cellules. La toxicité
au chlore se traduit par une dégradation de largphylle et I'apparition de chlorose a la
périphérie des feuilles. Cette toxicité foliairet elfférente de celle du Naqui, par la
réduction des taux de‘ket C&" induit une diminution de la photosynthésa la réduction de

la conductance stomatique. Cependent, les effetdalet du Cl sont additifs (Tavakkolet

al., 2011). De plus, et comme pour'Nka teneur en Chugmente avec I'age des feuilles chez
les glycophytes par comparaison aux halophytes @omhcentration de ces 2 ions est la méme

guelgue soit I'age des feuilles (Teakle et Tyern2ei,0).
I-3-1 Les ajustements ioniques a I'échelle de lalade

Avant que n’apparaisse la toxicité cellulaire indyar la présence de sel dans le cytoplasme
des cellules, les plantes, se développant danewiroenement hypersalin, vont devoir ajuster
leur osmolarité intracellulaire afin de limiter Ipsrtes de turgescence due a I'abaissement du
potentiel hydriqgue¥y) de la solution du sol. Ainsi, les végétaux vootuamuler des solutés
compatibles : le K(Yokoi et al, 2002),les monosaccharides comme le fructose gititose,

les alcools comme le glycérol, et les dérivés diasiaminés quaternaires comme la proline,
et la glycine-bétaine. Pour contrebalancer lesrpiels hydriques bas du cytosol, les ions Na
et CI présents dans la rhizosphére sont accumulés damgliole, limitant ainsi leur toxicité
cytoplasmique (Blumwalét al, 2000), et cela tant que la capacité de companiation des
cellules n'est pas dépassée. Le mouvement dulBldapoplasme a la vacuole est réalisé par
des transporteurs situés dans la membrane plasraigeetonoplaste (Figure 4). Au-dela de

'augmentation de la charge en « osmoticum » dellale, certains de ces métabolites auront



un réle d’osmoprotectants en protégeant lintégides membranes thylaidaires et
plasmalemmiques (Rhodes et Hanson, 1993). L’accation de ces molécules est corrélé
la tolérance a la salinittramadaet al, 2003).En complément, des protéines (Ket al,

2005; Ndimbaet al, 2005; Chitteti et Peng, 2007), comme par exerntgdeprotines LEA
(Late Embryogenesis Abundal s’accunulont dans le cytosol protégeant les cellulesrex

la déshydratation (Ingram et Bartel, 19¢
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Figure 4 : Homéostasie cellulaire établie aprés I'adaptatiorsel (NaCl). Présentation des osmolytes etafes
compartimentés dans la vacuole, desporteurs protéiques responsables de 'hnoméostasieNk" et CI, des
canaux aqueux, et des potentiels électrochimiquesadgers la membrane plasmique et le tonopls
Chloroplaste (cp), mitochondrie (mt) et peroxisofperox), organites dans lesqule ROS-« scavenging » est
impliqué (Hasegawat al, 2000).

A T'équilibre, les plantes acclimatées aux sels aimsi completement redistribué
osmolytes de part et d’autres du plasmalemme gr@ssivement compartimenté les ions’
et Cl.L’homéostaie ionique est alors réalisée, mais ceci au ptuenal consommatio
énergétique importante, a la fois pour le transgestions dans les différents compartime
mais également au travers de la synthése des nouwsstabolites et de nouvelles proté.
En effet, la majorité des transporteurs sont éségyisoit de facon directe, soit de fa
indirecte, par des pompes a protons (Figure 4ndefsegawet al, 2000)

L'influx de Na" au travers de la membrane plasmique est en panii Is dépendan de
processus G4 dépendantgFigure 5 utilisant des canaux non spécifiques pour le trart:
des ions au travers de la membrane plasmique col@nBISCCs (Non Selective Cati
Channels) (Demidchik et Maathuis, 2007). Certamses canaux non spécifes, comme les
CNGCs (Cyclic Nucleotide Gated Channels) (Kapet al, 2007), semblent avoir ul

fonction non pas dans l'influx de ", mais dans I'efflux comme AtCNGC2 Arabidopsis
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thaliana (Lenget al, 2002). Enfin, un *™ groupe de transporteurs asifigues est impliqu
dans I'influx sodique au travers de la membransmlgue (Roy, 2008; Tapken et Hollmai
2008), les GLRs pour @lutamate Activate-Channels> (Davenport, 200z

H- He

OsHKT 1.4

OsHKT15

PM-ATPase ; L ABKT11
il 1

Figure 5 : Transporteurs, canaux et pompes impliqués dangllison du N4 des tigesAu niveau de la
membrane plasmique, l'influx de Né¢" fait intervenir les : cyclic nucleotid gated chalsngCNGCs), glutamat
receptors (GLRs), non selective cations channelSQ@s), HKT transporteurs (AtHK ;1, OsHKTL;5,
OsHKT1;4) Efflux de la cellule:Na'/H" antiporteurs (SOS1) qui interagissent avec SOSRintgragit avec
SOS3, qui est activé par le Caytosolique Au niveau du tonoplaste Na" est accumulé dans la vacuole gr
a un antiport N&H" (NHX1), le gradiet de H est fourni par I'activité des HATPase et ['- pyrophosphatase
(Plett et Moller, 2010).

A coté des canaux non spécifiques sensibles #* (Figure 5), il existe également une at
famille de canaux capables de transporter dan®llale des ions N': les HKTs (High-
affinity K*Transport) Corratge -Faillie et al, 2010). Ces canaux, initialement dévolus
transport du Kdans les cellules sont capables de transportéodedNe” (AtHKT1.1) (Rus
et al, 2001; Davenporét al, 2007). A la différences des canaux*‘dépendants, les gén
codant des canaux HKTs sont présents avec un nombre rathiitcopies, et ce
particulierement chez l'arabette des dames (Ptetadler, 2010) qui ne dispose que d’'L
copie a la différence du riz qui en a 9 (Plaet al, 2006).

Une fois le sodium internisé, la cellule va soit le compartimenter dans laugée soil
'exporter dans le milieu extérieur afin d’'en réauila toxicité cytologique. Le stockag
vacuolaire du Nase fait contre un gradient de concentration et ssdte I'utilisation soi

d’ATPase a Hvacuolaire, soit de PPase ", couplées a un antiport'Bla” (Figure 5, selon
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Plett et Moller, 2010). Des transporteurs vacuekaile type antiport N&H" appartenant a la
famille NHXs ont ainsi été caractérisés dans de breoses especes végétales, comme
Helianthus annuugBallesteros et al., 2006)Arabidopsis thaliana(Apse et al, 1999),
Hordeum vulgare (Fukuda et al, 2004b), Atriplex gmelili (Hamada et al, 2001),
Thellungiella halophildWuet Gag 2009),Brassica napugWanget al, 2003),Beta vulgaris
(Xia et al, 2002),Gossypium hirsuturWu et al, 2004),0ryza sativa(Fukudaet al, 2004a)

et Medicago sativgYanget al, 2005). Récemment, kit al, (2011) ont mis en évidence que
la surexpression du gessNHX1(NX1 deSalsola sodpaugmente la tolérance d&edicago
sativaL., méme pour des concentrations en sel supéseud®0 mM.

La derniére stratégie possible pour les celluléd'@sclusion des ions toxiques de la cellule
via un mécanisme d’efflux. Ici encore, le mécanisnedfllix est dévolu a un antiport'iNa’.
(Blumwaldet al, 2000; Pardet al, 2006). Des protéines de la famille SOS, comng081
d’Arabidopsis thalianant été identifiees comme affectées par le str@gs $e mutansosl
ayant perdu le systéme antipofNa’, accumule moins de Naans les parties aériennes que
les plantes sauvages (S#ti al, 2002). En condition de contraintes salines masegr le
transporteur SOS1 permet d’internaliser les ionsaia fois dans les cellules du mésophylle,
mais également dans les cellules parenchymatewesés @cine. Les transporteurs de’”Na
représentent, de ce fait, une classe de moléaulgsriantes pour le contrdle osmotique des
plantes soumises a un stress salin (Figure 5, &&ahet Moller, 2010).

I-3-2 Les ajustements osmotiques a I'échelle de dallule

Les flux dions dans la cellule, leurs compartinaioins vont contribuer a modifier
'osmolarité cellulaire. En complément des flux igures, les cellules vont synthétiser des
molécules organiques de faible masse moléculanmegre appelées osmolytes, non toxiques
et capables d’augmenter la pression osmotique ceittdaire, et donc de maintenir
’homéostasie hydrique de la cellule (Timasheff,929 Bourot et al, 2000). Les
osmoprotectants les plus importants sont les pelgbleurs dérivés (Tarczynsid al, 1993;
Wanek et Richter, 1997), les glucides (Fouggtral, 1991; Kameli et Losel, 1993), et les
zwitterions, comme les acides aminés et la bétdiveRudulieret al, 1984; Csonka et
Hanson, 1991).

Les polyols sont distribués en 2 grands groupssydéyols acycliques, comme le mannitol, et
les cycliques, comme le D-pinitol, plus particudigrent rencontré dans la famille des

Fabacées (Wanek et Richter, 1997). Chez le cé&megumulation du mannitol est corrélée
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avec l'intensification de la contrainte saline. Plms FabaceaVernon etBohnert (1992) ont
montré une corrélation étroite entre I'intensité sltess hydrique et I'expression lamyc
inositol 6-O-méthyltransféras. Chez des lpntes transgéniques surexprimanmannitol-1P
dehydrogénaseNADdépendant une accumulation de mannitol est observé corréatent
a une augmentation de la tolérance au stress @anmczynskiet al, 199! Thomaset al.,
1995; Chaturvedet al, 1997; Karakaset al, 1997; Shevelevat al, 1998; Huet al, 2005).
Des plantes recombinantésArabidopsis sur-exprimant un géne deannos-6-phosphate
réductase (M6PRJe céleri deviennent tolérantes a des concenteatansel de 100 mM ¢
NaCl et ne pesentent des altérations fonctionnelles que posr absmcentrations salin
supérieures a 200 mM de NaCl (Cret al, 2011). L'analyse du transcriptome de M€
montre que I'expression de nombreux genes esttéfgplus de 2200 geénes) dont certi
genesde la voie de biosynthese de 'ABA, des génes dodas protéines phosphatases
ainsi que des genes codant des protéines du miétabolredox et des protéines

biosynthése de réorganisation de la paroi (Figusel®n Chaiet al, 2011)

A_BAIeceptorsT thioredoxin T cell wall mannitol
. synthesis T trehalose
ABI1.ABI2 | glutaredoxinf | | gegradation }|| raEnose

Activated
ABA
pathway

Quenched
reactive

Production
of osmopro-
tectants

Stronger
cell walls

\ ~

— — — — — — — — — —

v
protective (adaptive) responses

oxygen

Salt tolerance

Figure 6 : Modéle de réponse au stress salin des plantes bétante M6PR dArabidopsi: thaliana (Chanet
al., 2011).

A I'Instar de ce qui a été décrit pour les polydésstress salin induit une augmentation ¢
les cellules, et plus particulierement danvacuole, de glucides (Minorsky, 2003., Mors)
al., 2007).Chez un cultivar de riz sensible au stress saiSaltsensitive rice Pathumthan
(PT1), 'accumulation de glucides solubles permet @la fles réajustements osmotiques
protection descellules de la racineSiringamet al, 2012). L'augmentation des compo
carbonés dans les cellules soumises a la contreafitee, permet de compenser en partie
dysfonctionnement de la photosynthése (Vernet al, 1993.Parmi les glucides importts,
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le tréhalose, connu comme disaccharide marquestrdes (Zeid, 2009; Lopez-Gomez et
Lluch, 2012), est affecté lors du stress salin (Nawet al, 2012).Les plantes traitées avec du
tréhalose montrent une stabilisation de leur memdbrplasmiquevia la diminution des
liaisons ioniques et par 'augmentation du rapgotiNa® dans les feuilles d&. mays
(Hasanuzzamaet al, 2013). Cependant, des travaux controversés eergfggue le tréhalose
n'est pas un soluté compatible lors de stress salpourrait méme générer des toxicités lors
d’accumulation cytosolique trop importante (Schimepnet al, 2003; Cortina et Culianez-
Macia, 2005).

Les zwitterions Pro et Gly bétaines sont les ostaslies plus diversement accummulés dans
des conditions de stress osmotique chez les pldAsgsnall et Paleg, 1981; Wyn Jones,
1984; Hasegawat al, 2000). Toutefois, si la Gly bétaine est prodeitegrande quantité par
plusieurs familles de plantes supérieures, en quéigr dans lesChenopodiacées,
Amaranthacées et Poacées (Rhodes et Hanson, 1@9@)nes plantes a fleurs manquent
d'importantes quantités de bétaine Gly et produidantres bétaines, comme la bétaine Pro,
également connue sous le N, N-diméthylproline aactstdrine.Cette derniere se trouve
principalement dans certaines espéces de PlumizgégisiaCapparidacées, Rutacées, Labiées,
Apiacées, et Fabacées (Wyn Jones et Storey, 1981ddR et Hanson, 1993; Hanssnal.,
1994). Dans la luzernéd/edicago sativg la bétaine Pro est la bétaine majeure (Robegson
Marion, 1960), mais d'autres bétaines, telles qubétaine pipécolate (homostachydrine),
trigonelline, la bétaine hydroxyproline, et Gly &iée, ont également été identifiees dans
différents génotypes de luzerne (Waaidal.,1991).

En plus de la luzerne, d'autres espéceblddicagg commeM. truncatulg M. littoralis, M.
rugosa,et M. polymorpha produisent de la proline bétaine avec des vanatgénotypiques
significatives (Woocet al, 1991; Naidwet al, 1992). La proline bétaine, qui est libérée par
les graines de luzerne pendant la germination [([Phiét Kopulniky, 1995), est un inducteur

des genes de nodulation (ADI) cls&zorhizobium melilot{Phillipset al., 1992).

Le S. melilotiransloque cette bétainéa un transporteur ayant une forte affinté avec des i
Na'. En outreS. melilotiutilise la bétaine Pro en tant que source de oarbod'azote, ou en
tant qu'osmoprotectant (Gloux et Le Rudulier, 98®ldmannet al, 1991; Burnett al,
2000). Compte tenu de la concurrence entre legiestdu sol pour les éléments trophiques,
il est intéressant de souligner que le catabolidenproline bétaine facilite la colonisation des

racines pa6. meliloti(Phillipset al, 1998).
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I-3-3 La détoxification des especes réactives dexygene (ROS)

La relation entre la tolérance au stress salin plastes et leur aptitude a détoxiquer les
especes réactives en oxygéene (ROS), est I'objetéthat (Gaber, 2010). En effet, certains
auteurs suggerent l'existence d'une corrélationitipes entre les contraintes salines et
oxydatives (Hasegawat al, 2000), alors que d’'autres démontrent l'inversiiér et al.,
2007). La genése de ROS dans une plante soumiseoatraintes salines a pour origine un
dysfonctionnement des métabolismes photosynthégttespiratoire. Ainsi, une réduction de
la photosynthese suite a une fermeture des storoabeliit a une diminution de la teneur en
NADP*, réduisant les possibilités de piégeage delp&r les systemes antioxydants couplés a
la photosynthese (Gossettal, 1994; Borsanet al, 2001; Hsu et Kao, 2003). La fermeture
des stomates induit également une augmentatiora deession partielle en,Qdans les
feuilles, ce qui active la photorespiration au idént de la photosynthese chez les C3 et
augmente la production de®, dans les peroxysomes (Leegasidal, 1995; Wingleret al.,
2000; Ghannoum, 2009). De fagcon concomitante,lggit@#s respiratoires (Hernandet al,
2001; Lin et Kao, 2001; Mazeadt al, 2004; Tsaiet al, 2005), comme celles de plusieurs
oxydases, dont la NADPH oxydase membranaire ealaide oxydase cytologique (Jeanjean
et al, 1993), sont stimulées, induisant une producdoorue de ROS. L'accumulation de
ROS dansle cytoplasme initie une dégradation gédels membranaires (LPO, peroxidation
des lipides) et des biomolécules (Balakhnéhal, 2009, 2010; Halliwell, 1984). Afin de se
prémunir de l'accumulation des ROS dans le cytopégsles plantes soumises a une
contrainte saline vont mettre en place des mécasispnéventifs capables d’empécher la
formation de ROS et des mécanismes de détoxifitmpoenant en charge les ROS accumulés

dans le cytoplasme:

-Des mécanismes préventifsLorsque les pigments photosynthétiques ne peupard
prendre en charge I'exces de particules luminedssgigments secondaires et des pigments
non photosynthétiques vont capter ces photons et di&t réduire les effets indésirables de la
lumiére sur I'hydrolyse des molécules }® (Ahmadet al, 2010, Milleret al, 2010). La
formation de zéaxanthine par de-époxylation de il@axanthine, connue encore sous
I'appellation de cycle des xanthophylles, représem mécanisme préventif de « quenching »
dissipant les exces d’excitation du PSIl et peramttainsi une protection de l'appareil
photosynthétique soumis au stress salin (Demmingafsdet Adams, 1992; Gilmore, 1997;

Niyogi, 1999;). D’autres pigments non photosyniipééis sont également impliqués dans ces
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mécanismes de protection, comme la lutéine (Cdspeiey et Bjorkman, 1998; Niyoget

al., 1998; Pogsoet al, 1998; Bungaret al, 1999; Gilmore et Yamamote, 2001), I'ascorbate
et le glutathion (Smirnoff, 2000; Smirnoff et Wheel 2000; Szarkat al, 2012) et lu-
tocopherol (Foyer et Noctor, 2005; Millet al, 2010; Gill et Tuteja, 2010). Les polyamides
(PAs) forment également une famille de composéaldap de participer a la tolérance des
plantes au stress salin (Kuznetsov et ShevyakoQd;2Bill et Tuteja 2010; Hussaket al,
2011; Shuet al, 2012).Un traitement des feuilles d&ucumis sativusavecl mM de

spermidine (Spd) améliorela croissance et augmémtghotosynthese nette (P la

conductance stomatiqugs),la teneur intracellulaire en G€&& I'efficience du photosysteme I
(®PSII) (Li et al, 2007). D’autres travaux montrent que des maalbns des teneurs
intracellulaires de PAs, suite a la contraintersglinduisent une meilleure efficience des
mécanismes photosynthétiques (Zhaetgal, 2009). Outre les données quantitatives de
variation de toutes ces molécules, leur biosynthise comme celle des enzymes de la voie
de détoxification des ROS, vont ainsi complétarskmal de défense des plantes face au stress

salin.

-La détoxification La détoxification enzymatique par les superoxigenutases (SODSs), les
catalases (CATSs) et les peroxydases (APXs), lagtittn S-transférase (GTS) et la glutathion
peroxydase (GPX) est concomitante a 'accumulali®i®ROS au cours des contraintes salines
(Hernandezet al, 2000, Garraet al, 2002) (Figure ,7selon Abogadallah, 2010). L4,
produit au cours de la peroxydation des lipides bramaires, semble jouer 2 rdles distincts
dans la cellule: (i) le rdle de molécule toxiqueald étre prise en charge par les CATs, mais
egalement (i) le réle de molécule signal (Réteé, 2006; Hernandeet al, 2010). En effet,

un pré-traitement des cellules avec diDfconfére aux plantes une plus grande tolérance au
stress salin (Azevedo-Nett al, 2005). De nombreuses expériences de sur-expnegsi
'une des enzymes du stress oxydatif montrent wwoét meilleure tolérance des plantes, soit
une amélioration de la germination des semencesmrdition de contrainte saline (Tanaia
al., 1999; Amayeet al, 1999; Roxa®t al, 1997; Mittovaet al, 2003). Cependant, certains
auteurs, comme Milleet al, (2007) suggerent d’étudier non pas des simplasmts pour
cette voie de détoxication, mais plus justementdiesles ou des multiples mutants, afin de

mieux comprendre le rblede chacune des enzymedelanscessus de tolérance.
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Figure 7 : Principaux sites de genése des especes réadivésxygene (ROS) et principales enzymes
détoxification des ROS dans les cellules de plaspesnises &x contraintes salines. Les mécanismes préve
sont présentés etalique (Abogadallah, 201(.

I-4 Modifications tissulaires induites par la contrante saline

I-4-1 Production de biomasse et photosynthé

A I'échelle de la plante entiere, des modifions importantes sont mises en évidence. |
concernent essentiellement la photosynthése, @opooductivité des plantes (baisse dt
production de biomasse, réductide la duréelu cycle biologique, réduction de la taille «
feuilles) et des flux @ nutriments dans les plan

Le stress salin induit pour la trés grande majatéé plantes une réduction de la produc
de biomasse correspondant essentiellement a ussebdeés processus -mésophylliens de
la photosynthésePgttigrew et Mereditt1994; Sudhir et Murthy 20(). A I'échelle du
chloroplaste, Sudhir et Murthy (2004) ont montré& @e sont les processus de carboxyla
et non la photophosphorylation, qui sont les plifiectéés par le stress salin. Cependan
réponse des plantes awariations de salinité des milieux est fortemenpet@ante di
géenotype et /ou de I'importance de la contraintmegHawkins et Lewis 19€). Ainsi, chez
Bruguiera parviflorg le taux de photosynthése augmente pour des $aildeaux de salinit
et décoit pour des teneurs élevées, sans modificatiotastonductance stomatique (Paret
al., 2004) De nombreux travaux montrent cependantolen majeur du stress salin sur

conductance stomatique qui, par sa limitation,éauire les possibilités dearboxylation de
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la RubisCO. Le sel induit ainsiune diminution dablbndance des 2 sous unités de la
RubisCO, mais également des protéines du compl&ke (Blexaset al.,2006; Aghaeet al,
2008; Sobhaniaet al, 2010; Paet al, 2010; Bandehagét al, 2011; Chattopadhyast al,
2011). Les stress prolongés provoquent une dintinude la régénération du RuBP (Lawlor
et Cornic 2002), et les ions Nat CI en excés induisent une altération de la machinerie
photosynthétique (Munnst al., 2006). La teneur en chlorophylle décroit égalenutrez les
plantes soumises au stress salin (Maxwell et Joh@600; Chutipaijitet al, 2011). Ainsi,
chezOryza sativdes concentrations de 200 mM de NaCl induisentdiméution de la Chlb

et dans une moindre mesure de la Chla (Amirjarfi, 120

A l'échelle de I'organite, la présence de sel ihduie modification de la distributions des
thylakoides avec une accumulation d’amidon et destgglobulies (Figure 8, selon
Boughnamiet al., 2005). Pour les stress salins de fortes intensigégéduction de la
photosynthése serait la conséquence d'un stressndaice oxydatif non spécifique,

particulierement en conditions de lumiére élevdex@set al, 2004).

g

Figure 8 : Chloroplastes d&ledicago sativacv Gabés de feuilles témoi(s), jeunegB) ou agéegC) traitées
avec 150 mM de NacCl durant 4 semaines. G: granglaBtoglobuli, S: amidon. Echelle: Opfn (Boughnamet
al., 2005).

Dans ces conditions, des mécanismes préventifdrdsssoxydatif se mettent en place, tels
gue le cycle des xanthophylles et la photorespmatiCette derniere représente un co(t
énergétique pour la plante dont la croissance dgiinginue. Quelle que soit I'importance de

ces réductions, le stress salin génére ainsi uloeosie qui amplifie la réduction de biomasse

(Hasanuzzamaet al, 2013).
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I-4-2 Flux trophiques

La seconde raison majeure des pertes de biomassepesable aux effets du sel sur les f
trophiques dans la plante. Les effets d’'un excéms'toxiques sur les flux cmatiére sont
fortement dépendants du stade physiologique delajidement des plantes, du génoty
mais également de facteurs environnementaux conameerhpérture, I'humidité et I
lumiere.

Le transport de ces ions des racines vers leddsugbt sot la dépendance de I'aptitude ¢
cellules de la racine a prélever les ions dansileosphére, du chargement du xyleme,
transport a longue distance des racines vers lekefeet du déchargement dans les cell
du mésophylle des éléments toxiquréalablement absorbés (Muneisal., 2002; Figure 9,

selon Hasanuzzamat al, 2013).
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Figure 9: Transport horizontal et vertical du sel danslénfe (Hasanuzzam:et al, 2013)

Le transport des ions Nat CT de la rhizosphére vers le cylindre tahest sous le contrd

de flux symplasmique et apoplasmique du mouvemesniahs
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Les flux symplasmiques dépendent de variation dymaendu potentiel osmotique des
cellules de I'épiderme jusqgu’au cortex profond. péntes sont capables de contrdler ce flux
symplasmique est donc de réduire I'accumulatioorditoxiqgues dans la séve du xyleme
(Garciadeblagt al, 2003). Une fois dans le xyleme, les flux somead@ants de la variation
de potentiel hydrique entre le sol et 'atmosphéfais tout au long de cette colonne d’eau,
des cellules sont capables de prélever une pagtieiahs pour les stocker, les immobiliser
dans différentes parties de la plante, protégeast k@ mésophylle des excés de'aCI.

Le flux xylémien de N&arrivant aux feuilles est réduit par la réabsaptar les cellules
parenchymateuses du xyleme (Figure 10, selonSuretrpal, 2005)dans les racines
(Davenportet al, 2007), a la base des tiges (Munns, 2007), aeanivdes entre-noeuds (Wolf
et al, 1991) et, en dernier recours, au niveau du paggne foliaire (Sunarpat al, 2005). Le
Na' réabsorbé peut étre stocké dans les tiges ettasdgs (Wolfet al, 1991), recyclé vers
les racines (Berthomieet al, 2003), ou il pourrait se lier aux grains d’ammdd@anaiet al,
2007) et/ ou transféré au phloeme (Winter, 1982k transporteurs du potassium HKT sont
responsables de la réabsorption de” &lgartir du xyleme. Il s’agit de AtHKT1 chez
Arabidopsiset OsHKT1-5 chez le riz (Reet al, 2005). D’'une maniere générale le €t
moins étudié que le NaL'exclusion de Cldes tiges est corrélée avec la tolérance au sel
(Winter, 1982; Islanet al, 2007). Cet ion est réabsorbé par les cellulesnohymateuses du
xyléme cheZ otus tenuistolérant au sel, toutefois le mécanisme n’'estghasidé (Teaklet

al., 2007). En définitive, I'exclusion de Git de N4 se ferait selon des mécanismes différents
sans que I'on n’en sache plus actuellement (Tavakkal, 2010).

Les quantités du Naaccumulées au niveau des cellules mésophylliesnas diminuées
égalementviala recirculation dans le phloéme (Winter, 1982). ttansporteur AtHKT1
(Figure 10, selon Sunargt al, 2005) est impliqué dans le chargement, dansddsles
compagnes des veines mineures foliaires et danslélthargement dans les racines
(Berthomieuet al, 2003).
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Figure 10: Roles de AtHKT1 dans la réabsorption di” par le xyléme et sa recirculation par le phloémes:
la protection de la feuille contre le stress sodigDans les racines,tHKT1 fonctionne dans les cellul
parenchymateuses xylémiennes lors du déchargemeriile” des vaisseaux de xyléeme dans les cell
parentiymateuses. Dans les feuilllAtHkT1 permet le chargement phloémien de” Nes cellules compagn
dans les tubes criblés (Sunagpial,, 2005).

Le Na chargé dans le phloéme suit la voie des photodsssnies feuilles, zones sourc
vers les puits métaboliques. Les méristemes repi&sechez les végétaune zone de puits
potentiel, pourtainces derniers sontés peuchargés en sel. Cet état s’explique par
fonctions différenciées des feuilles en fonction ldar position sur la plante dans
redistribution des assimilats chez les glycophyt&es expériences utilisant c
photoassimilats marqués &C ontpermis de montrer que les feuilles agées distriboes
derniers préférentiellement vers les racines, ajois lesfeuilles jeunes alimentent les ap
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caulinaires. La teneur en Nat CI étant réduite dans les derniéres feuilles fornpéasla
plante, et les assimilats produits par ces feuieses allant préférentiellement vers les
bourgeons, on peut expliquer que la charge entmxigues est, de ce fait, réduite dans les

bourgeons caulinaires (Layesl al,, 1981).

Le CI est aussi redistribwda la seve phloémienne a raison de 10 % des ionsectlo flux
xylémien sans qu'aucun flux n'ait pu étre montréa#s ions vers les bourgeons (Munns,
2002). Si la recirculation est un caracterere desibdité négligeable selon Munns (2007),
d’autres travaux, réalisés sur le tréfle d’AlexaadiWinter, 1982), le mais (Lohaws al.,
2000), la tomate (Perez-Alfocea al, 2000) et la luzerne (Boughanstial, 2003) semblent

contredire cette premiére affirmation.

Le stress salin affecte les feuilles sources gppstent la croissance des plantes par ses
effets osmotique et ionique sur le complexe stayoatice qui va en méme temps porter
préjudice a l'assimilation du CQet, par conséquent, a l'alimentation des tissuss.ple
paragraphe qui suit détail{g les mécanismes de chargement et déchargerizees cellules

associées aux vaisseauxXiptl'impact du stress salin sur le fonctionnementeég cellules.

Il Les cellules associées aux vaisseaux et le sgraealin

Le chargement des vaisseaux du xyleme se prodong des cellules xylémiennes associées
aux vaisseaux (CAVs) et celui des éléements condixtelu phloéme par les cellules
compagnes des tubes criblés (CCs/TCs).

Schématiquement, le xyleme est formé de vaisseamndtucteurs, des fibres de soutien et de
parenchymes formés de cellules vivantes permdtiamise en réserve, la mobilisation et la
translocation des substances nutritives. Le comeplegnducteur de séve Xxylémienne
comprend le vaisseau et la cellule associée aseais(CAV) (Czaninski, 1977, Catessin
al., 1982). Le vaisseau du xyleme est une celluletengidée de son contenupar apoptose
(Wodzicki, 1971; Skene, 1972; Courtois-Moreau al, 2009). La CAV, cellule vivante,
contrble les flux entre les parenchymes de résetVes vaisseaux. Entre les CAVs et les
parenchymes de réserve, des ponctuations portenbmidreux plasmodesmes assurant un
flux trophiquevia une voie symplastique. En revanche, les ponctusigmtre les CAVs et les
vaisseaux sont dépourvues de plasmodesmes si hierleq échanges y sont de nature

apoplastique (Czaninski, 1979).
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La CAV est située dans une position stratégiquesdatvoie de transport vertical de la seve
xylémienne et la voie de transport radial des mdrits dans ou hors des parenchymes de
stockage. Ainsi, les réserves contenues dans jemgdigneux sont utilisées au début de
I'hiver et au printemps sous forme de sucres sekifjli se déversent dans le courant de seve

ou ils vont alimenter la croissance des jeunesgesus

Le xyleme est donc un puits transitoire (Saut&t0]$auter et Van Cleve, 1994). Des que la
force de puits diminue, la mise en réserve desesusolubles augmente dans la tige. Les
assimilats sont dirigés vers les rayons ligneuxaminuité du phloeme au xyleme. Chez les
plantes pérennes, un cycle annuel de mise en edesv/glucides existe comprenant 4 phases:
2 d’entre- elles, automne et en fin d’hiver, sethv@tiaccumulation de I'amidon, suivies de 2
phases de mobilisation, 'une entre novembre etidévpendant la dormance, l'autre au
débourrement en mars-avril (Fromard, 1990). Cesiatwans saisonnieres montrent
limportance du xyleme dans la protection de lanf#gaface aux variations climatiques

hivernales et dans la transition hiver-printempissgutient la croissance.

Le phloeme a pour principal fonction la conductiEnla séveriche en assimilats, des sources
de production (les tissus chlorophylliens) aux fulte phloeme est constitué de cellules
parenchymateuses, riches en réserves et contigitesomnplexes conducteurs, composés de
I'élément criblé associé a sa cellule compagne.dléments criblés sont des tubes longs et
étroits qui transportent a longue distance la sghémienne. Leur différentiation fait
intervenir un mécanisme apoptotique partiel avedéigénérescence de plusieurs constituants
cellulaires (le noyau, le cytoplasme, le vacuones plastes, I'appareil de Golgi) et la
réorganisation du réticulum endoplasmique et ddsamdndries qui persistent. Cette mort
partielle permet la préservation de diverses désvienzymatiques dans ces cellules,
notamment des ATPases, phosphatases acides, pasesydet cytochrome oxydases
(Catesson, 1973). Les cellules compagnes (CCs)edsde la méme cellule mére que les
éléments criblés qui leur sont associés, ont uoptasme dense riche en polysomes. Les
mitochondries y sont nombreuses alors que quelplasses sont présents. Ces cellules, qui
ont une activité phosphatasique et peroxydasiquarset al, 2013), assurent la collecte
des assimilats entre le mésophylle et les tublddésret contrdlent le transport latéral «a

courte distance » dans les veines mineures.
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Dans cette premiere étape de chargement des adsinids changes 'sffectuent par voie
symplastique et aplastique Figure 11, selon Lemoinet al, 2013). Ainsi, la voit
apoplastique, qui fait intervenir des pompe™-ATPasiques, assuréehtrée des assimila
dans la cellule compagne. Puis, de nombreux plassmoes branchus reliant cellu
compagnes eubes criblés permettent le chargement des tubelesmar voie symplastiqt
(Vvan Bel et Gamalei, 19Y). L'avantage de la voie apoplastique est de pédrenain

chargement contre un gradient de concentr:
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Figure 11 : Transport des glucides par le oéme des sources aux puits par les voies apoplasnet
symplasmique (Lemoinet al, 2013)

L’augmentation de la concentration en nutrimentssda tube criblé engendre un appel d’
a partir de I'apoplasme et ainsi un flux permeigidser les nutments vers les organes pt
demandeursyia un transport longitudinal a longue distance. Ig#'ae la deuxieme étape

transport. Enfin, le déchargement des nutrimeniss diés organes puits par transport late
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du tube criblé vers les tissus receveurs, conskuenisieme étape du transport. Il s’agit la
d’'une voie apo-symplasmique. Chez les plantes dgénes, les apex en croissance sont des
puits remarquables, tout comme les tiges et laaega@ivotantes qui stockent des nutriments
dans les parenchymes xylémien et médullaire.

L’intérét agronomique d’'une plante dépend a la tiisses capacités a utiliser les nutriments
du sol dont I'azote et le CQle 'atmosphere mais également de ses aptitudepaater et/ou
accumuler les produits des synthéses dans les esghnstockage. Les ions Net CI vont
détourner et/ou induire des modifications quanfanctionnement des cellules associées au
chargement et déchargement du phloéme et du xyl&welorgane donneur a l'organe
receveur, le transport des nutriments peut étrerdposé en trois étapes: un transport latéral
du compartiment de synthése, la feuille, aux ceflutonductrices phloémiennes des fines
nervures, un transport longitudinal dans les tulédés du phloeme, et un transport latéral du
tube criblé au compartiment de stockage. Ces taatsspmpliquent a la fois le franchissement

de membranes plasmiques et le transfert d’asssyelabu d’ions au travers des parois.
[I-1 Transport des assimilats du mésophylle vers &£CAVs

Dans la cellule foliaire assimilatrice, le sacclsardormé est dirigévers la vacuole et la paroi
pecto-cellulosique (Kaiser et Heber, 1984). Lorstpiesaccharose n’est pas stocké, il est
transporté jusqu’au phloeme par les voies symplastiet apoplastique. Si ces voies ne
s’opposent pas, elles peuvent prédominer l'unerppport a l'autre suivant les espéces
végétales (Van Bel, 1993). Les glucides transpgrégéda voie symplastique transitam les
plasmodesmes dont la distribution et la fréquemtebdent des paramétres importants pour
les plantes utilisant ces voies (Gamalei, 1989, 1198immerman et Zeigler, 1975;
Haritatogtal, 2000). Chez la feve, la betterave et la pommetatee, c’'est la voie
apoplastique qui prédomine. Cette derniére faiérir@nir un co-transport saccharose/H
(Geiger, 1976 ; Bush 1993; Grusakal, 1996; Komoret al, 1996; Rentsch et Frommer,
1996) pour l'efflux de saccharose. L'utilisationadide p-chloromercuribenzene sulfonique
(PCMBS), réactif dirigé contre les groupementstsudfyles des protéines, a permis de mettre
en évidence que le chargement du saccharose da@#\és était couplé a l'activité d'uné-H
ATPase (Giaquinta, 1979).

23



lI- 2 Le chargement phloémien et sa gulation via les cellules compagn:

La concetration en glucides dans le phloeme est plus inaptet que dans les cellules
meésophylle (Crafts, 1961), ainsi un chargement actiphloeme permet de maintenir L
concentration faible en photosynthétats dans Iksleg du mésophylle (Figure 12, it E, C
et F, selon Turgeon, 2010 ) et une pression suffisant élevée dans le phloéme pou
transport a longue distance des glucicLalondeet al, 2004; Schulz, 2005; Sauer, 20
Braun et Slewinski, 2009furgeon et Wolf, 200). Méme si cette stregie semble la plus
intéressante pour ce qui est du rendement de armiss(Turgeon, 2010), les arbres,
transportent des sucres nstnucturaux sur de longues distances, montrentcdasgyement
phloémiens passifs et maintiennent des teneurseeédee sucres dans les cellules
meésophylle (Figure 12, A et D, selon Turgeon, 20Murgeon et Medville, 1998; Fisher
CashClark, 2000; Voitsekhovskajet al, 2006; Reidelet al, 2009; Rennie et Turgeo
2009. Au regard de cet objectif, plusieurs <€gies actives et passives de trans
permettent de comprendre le mouvement des assndilamésophylle vers les tubes crit

via les cellules compagnes (Figure 12, selon Turge@hQR
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Sucrose® Raffinosed Stachyose)
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Figure 12 : Différentes stratégiede chargement du phloe : complexe phloémien (cellule compagne (-
tube cribé (SE) des veines mineur(A, B, C) et feuille entierdD, E, F). A et D, le saccharose diffuse suive
un mécanisme passB; et E, le saccharose diffuwvia les plasmodesmes du mésophylle vers les s mineures
ou il est converti en raffinose et stachyose awh@ire transporté dans le phloénC et F, le saccharose est
pompé de I'apoplaste dans les veines mineuredgsatransporteurs. M, mésophylle (Turgeon, 2!

L'énergisation des systemes ransport dans les veines mineures permettant leyemani
du phloéme est sous le controle d¢-ATPases (Giaquintd 977; Bouché-Pillonet al, 1994;
Dewitt et Sussman, 1995).
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Divers résultats ont montré que le systeme exar@eyprotons était plus représenté dans le
phloéme des fines nervures que dans les parencHgmestourant. Ainsi, I'absorption de K
est plus importante dans le phloéme que dans lephge. De plus, les HATPases sont
fortement exprimées dans les cellules de transiestfines nervures et peu dans les tubes
criblés. Ce résultat suggere que cette catégoriepaape joue un rdle majeur dans
I'énergisation du chargement phloémien. Par adleaette pompe présente une distribution
fortement polarisée puisqu’elle est plus abondnkeng des protubérances pariétales que sur
les autres parties de la cellule. Il existe plusidtansporteurs de saccharose, dont les profils
d’expression et les propriétés different (Sau&telz 1994; Stadler et Sauer, 1996).

La situation est la méme pour les transporteursidés aminés (AAP) (Fischet al, 1995)

et pour celle de peptides, dont certains sont mgwidans les feuilles, ou leurs fonctions

restent inconnues a ce jour.
lI-3 Effet de la salinité des sols sur la productio et le transport des photoassimilats

La survie et la croissance des glycophytes péresnesles sols chargés en sels laissent
supposer le développement de modifications stralgsr supportant des mécanismes
physiologiques adaptatifs. L'alimentation des ppids le phloéme est peu étudiée (Lemoine
et al, 2013).

Chez la tomate, le sel a un effet inhibiteur sutdlecte et le transport a longue distance des
assimilats, ce qui présente un effet néfaste serdessance des puits et en général sur les
racines (Suwaet al, 2008). Au contraire chez le mais, les conceptratde saccharose ne
sont pas affectées par le traitement salin, ebfeentration en acides aminés est augmentée
expliquant en partie 'augmentation du rapport masifeuilles (Lohau®t al, 2000). Ces
variations, couramment décrites chez les glycophtgkerantes, peuvent aussi étre le résultat
de la synthése de polyols a l'instar de ce quiéadécrit chez le plantain (Pommerrengty

al., 2007).

[I-3-1 Incidence du stress salin sur le contenu da seve phloémienne

Le stress salin, comme d’autres stress va, indleeemodifications de la composition de la
seve phloémienneia des altérations et/ou des activations de I'exjpwasst/ou de l'activité
des transporteurs de chargement du phloeme. Leigréransporteur qui a été étudiq,
planta, sous condition de stress salin est ProT2, unpteur de la proline (Rentseh al.,

1996). Ces auteurs démontrent qu'un traitement a2@@ mM de NaCl induit une
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augmentation de I'expression de ProT2, et cecagris le début du traitement. Pour le céleri,
Noiraud et al, (2000) mettent en évidence une augmentation 'egpression d’'un
transporteur de mannitol. Cette activation est @ésoa un changement d’allocation du
carbone, du saccharose vers le mannitol (Evexed, 1994). De ce fait, pour maintenir un
fort taux de mannitol dans les racines, il fauaddis synthétiser du mannitol a partir du
saccharose, transporter le saccharose vers leesaciécharger le mannitol du phloeme vers
les cellules du parenchyme racinaire et réprimendanitol déshydrogénase.

Prataet al (1997) montrent que cette derniere enzyme esbéehpar le stress salin et par un
exces de saccharose. En condition de stress $adirtransporteurs de saccharose comme
AgSUT1 ne sont que faiblement réprimés dans ledldeyorganes sources), alors que leur
expression est fortement réduite dans les rachesgudet al, 2000).

Chez Plantago majoy les taux d’ARNmM codant des transporteurs vas@asdade sorbitol
(PmPLT1let PmPLT3 sont fortement augmentés en condition de stralés, @lors que le
gene codant le transporteur de sacchaRie&UC2n’est pas affecté au cours des phases
initiales, voire est dérégulé apres 24 h de trat@niPommerrenigf al, 2007). Chez cette
plante, le rapport sorbitol/saccharose augments darphloeme des plantes stressées par
rapport au phloeme des témoins.

Ces auteurs suggerent donc qu’'une augmentationesprdssion des genesPLT1 et
PmPLT2 en conditions de stress entraine un chargemefiérenéiel du sorbitol dans le

phloéme dd>. major(Pommerrenigt al, 2007).
[I-3-2 Modification du complexe phloémien par le sk

Ces modifications de la seve phloémienne sont léaséavec les structures impliquées dans
le chargement (veines mineures) et déchargememvufies principales). De plus, et en
conditions de salinité, la physiologie des feuiltks glycophytes est étroitement reliée a son
age physiologique : le stress salin activant leeséence des feuilles, les jeunes feuilles qui
assurent l'alimentation des méristemes sont raatent protégées de la toxicité ionique.
Aussi, avons-nous observé des modifications du t®xepphloémien des feuilles de
Medicago sativavar Gabés en présence de sel (150 mM, 4 semahes)a aussi bien dans

les veines mineures que dans la nervure principale.

Le sel a induit une stimulation du développemerstideaginations pariétales des cellules de

transfert (cellules compagnes) aussi bien dansites de collection (veines mineures) que
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dans le transport a longue distance (nervuresipahes) (Figurel3, selon Boughanatial,
2005).

Figure 13 : Ultrastructure du complexe phloémien de feuilleatairice deMedicago sativav Gabeés, dans les
nervures mineure@, C etE) et la nervure principaléB, D et F). Plantes témoinfA et B) et traités par NaCl
(150 mM, 4 semaineg)C et D: jeunes,E et F: agées CC: cellule compagne, P: plaste, PP: parenchyme
phloemien, TC: cellule de transfert, SE: élémeitil€r fleche: protubérance, étoile: corps nacrénefe: Jum
(Boughanmeet al, 2005).

Cette activation du développement des invaginagpamgtales témoigne d’un transport accru
des photoassimilats, mais est aussi le résulté decirculation du Nadu mésophylle vers
les racines (Boughannei al, 2003). En effet, la recirculation des solutésIpgphloéme se
produit toujours de source a puits, celle des éslirtorganiques tels le Néatant étroitement
reliée a celle des assimilats (Marshaeal, 1997). Cette modification structurale permet une
augmentation des échanges apo-symplastiques batératamment le stockage (transitoire)
d’ions toxiques dans l'apoplaste vasculaire. Eietefdans les plantes qui présentent des
cellules compagnes de transfert, la voie suivie |e& solutés dans le phloéme est

apoplasmique (Van Bel, 2003).

II-4 Implication et particularités des cellules detransfert (parenchymateuses du xyléeme
racinaire et des cellules compagnes des veines mires) dans respectivement, la
réabsorption et la recirculation du N& et/ ou du CI

La racine représente le point de départ du fluXmyen et en particulier celui de Nd es
veines mineures sont le site de collection desralsés et aussi le point de départ de la

recirculation des ions inorganiques et particutigeat celui du Na Ces deux sites sont le
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siege d’échanges intenses entre I'apoplasme gtni@lasme, particulierement en condition
de salinité, et les cellules impliquées a la fanctie réabsorption du Na partir du xyléme
(cellules parenchymateuses), et de sa recirculgieimle phloéme (cellules compagnes),
présentent les caractéristiques de cellules desfedn (nombreuses mitochondries,
amplification de la surface de membrane plasmiqué, contourne des invaginations
pariétales, enrichies en transporteurs).

Ces cellules de transfert sont représentées dandds taxa des algues, et des embryophytes,
aux végétaux supeérieurs. Elles se difféerencierdrérple difféerents types cellulaires (cellules
épidermiques, parenchymateuses du xyleme et demielocellules compagnes), caractérisent
certains stades développementaux (graines, floraisterface gamétophytes/sporophytes,
feuilles exportatrices) et se développent en répoaax stress biotiques (attaque de
nématodes) et abiotiques (variations de lumiétcignces ioniques, salinité).

Ces cellules sont impliguées dans la sécrétion d€lNvar les glandes a sel dans les
halophytes comm&amarix aphylla(Bosabalidis, 2010) dtimonium perezi{Fradayet al,
1986). Chez les glycophytes, les cellules du pdmgme xylémien dd’haseolus coccineus,
excluent N4, mais pas CJ| probablement par échange avec(Krameret al, 1977). Une
recirculation du Naet du Cl a été mise en évidence chBdfolium alexandrinum(Winter,

1982) et celle du NachezMedicago sativarar Gabés (Boughanrat al, 2003).

En présence de stress salin, le compartiment apojae joue un réle important, aussi bien
dans la croissance des glycophytes que dans ldiemade I’homéostasie ionique. Aussi, nous
avons analysé dans le paragraphe qui suit leststescde la paroi primaire impliquées dans
la croissance des plantes ainsi que les modificaitiualitatives et quantitatives corrélées a la
croissance et a la tolérance aux stress hydriquengjue induits par le sel sur les parois

primaires.
[Il La paroi et le stress salin

La paroi des cellules végétales est une structameposite pluristratifiée composée d’'un
assemblage de polymeéres. On distingue de I'extéviers la lumiére de la cellule, la lamelle
moyenne, la paroi primaire et pour certaines cedlwégétales la paroi secondaire (Figure 14,
selon Sarkaret al, 2009). La lamelle moyenne ou couche intercelelest la partie
commune entre deux cellules qui assure un roleotiésion. Elle a une épaisseur qui varie

entre 0, 2 a 1 um et est composée majoritairemepiedtines et de glycoprotéines. La paroi
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primairea une épaisseur de 0, 03 a 1 um. Elle ikoéstde 90% polysaccharides et 10%
protéines (% de la masse séche). <nt les groupes botaniques, elle est composée de
25% de cellulose, 25 a 50% d’hémicellulose et da B8% de pectine(Bidlack etal., 1992).
Elle est mise en place apres la formation de lael@mmoyenn. Les microfibrilles de
cellulose n’ont pas wnorientation préférentielle ce qui confére a caigise une architect
fibrillaire relativement lache favorable a la cgaace et I'extension cellulaire.Enfin, la pe
secondaire extrémement rigide de 1 a 5 um d’épaissst déposée, lorsque ledlules
atteignent leur taille définitive. Elle contient eurforte proportion de cellulose a laque
s’ajoute un polymere phénolique: la lignine. Damis g8seau, les microfibrilles sont dispos
de facon réguliere en hélice par rapport a 'axéad=lule, formant des strates successive
concentriques (S1, S2, S3) (Figure 14, selon Siet al, 2009). Ce réseau cristallin est t

compact d’ou la rigidité de cette struct
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Figure 14 : A, Repr&entation scématique des niveaux d’organisatiode la paroi végétal

(www.spectroscience.comB, Présentation simplifiée en 2D de la compositi@gmégale de la paroi d
angiospermes non grassps renfermentdes teneurs éles en Bmicelluloses (Xyloglucaisfucosylés, Xylanes
et quelques mananes) et des protéines de struttuparoi primaire est trés riche en Pectines (H&3] et Il),
alors que la paroi secondaire renferme des gramdastités de lignines avec des unités G iacyle) et des
unités S (Syringyle) (Sarkat al, 2009)

llI- 1 Organisation moléculaire de la paroi primaire

La paroi primaire constituée de polysaccharidesprdééines, d’ions est un enchevétrern

de molécules établissant de nombreuses liaisonmiqiees les unes avec lestres.La
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composition chimique des polymeres la constituant @déterminer les niveaux d’interactic

des macromolécules et de ce fait les propriétéete derniere (Figure 1

.—Wvl—l‘%— L — )
—

Figure 15 : Modele architectural des polysaccharides des esllfibliares dArabidopsi. La quantité des
différents polynéres est présentée en fonction de leur rapportiantite de cellulose

Plusieurs modéles ont été établis pour décrireolmposition et I'organisation de ce
structure cellulaire. En 1990, McCaet al, ont proposé un modéle dans lequel le rése:
xyloglucane et de cellulose est inclus dans uneiceapectique. Ce modele a été comp
par Carpita et Gibeaut (1993) I'additiond’un troisieme actreur coiitste des protéines ¢
structure. La paroprimaire est constitle d'une strate de XGellulosequi représente de
50% de la MS des paroiauquel s’ajoute lepectiquespour enviroB80% de la M. Les
proportions de ces différentes molécules sont m®ciu sein d'un taxon, mais peuv
différer d'un taxon a lautre. C’est le cas des parois priesaides dicotylédones et ¢
monocotylédones Commeélinoides (Figure 16, selompi@aet McCann, 20().La cohésion
des polymeres polysaccharidiques et protéiquesféamt aux parois leurs propriéi
mécangues, est le jeu d’interactions hydrogén«aces de Van der Wall et covales entre
les groupements chimiques portés par toutes ceécoies(Thompson et Fry, 200. Ainsi,
au cours du développement des plantes, des enzgomws capables de modifier
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décorations glucidiques des polymeéres et d'indaimesi des variations des liaisons

molécules entrelles, permettant le remodelage de la paroi (Let al, 2013)

. e Glucurenoarabinoiylane
Wicrafibeills decelluloss =
Pecines

Zone de jonction

RG|avec des RGlavee des
arabinogalactanes arabinanes

Figure 16 : Représentation sématique des deux modeles de la paroi primaireplantes a fleursA, Paroi de
type |, composée essentiellement de microfibrilies cellulose, d’hémicelluloses de type xyloglucands
pectines et de glycoprotéines chez les dicdones.B, Paroi de type Il, caractéristique des monocdones
Comméliroides, constituée de microfibrilles de cellulos@fiémicelluloses glucuronoarabinoxylanes, B-
glucanes et de composéstpbliques, avec une teneur faible en pectines (Bahéodifié a partir de Carpita
McCann, 2000).

Avant de regarder plus précisént les remodelages possibles des polymeres patj&ae
ce soit au cours du développement de la planteuid@ & une contrainte, la nature chimic

de chacun des constituants de la paroi sera pée
[1I-1-1 Les polysaccharides

Selon Carpita et Gibe& (1993),les trois composés polysaccharidiques majeurs i€ sel
niveau de la paroi cellulaire végétale sont lautedle, les hémicelluloses et les pectines.

polysaccharides peuvent se subdiviser en deux grgmuadipes (Figure 17, selon Saret al.,

2009) :

Les homopolysaccharidegonstitués d’'un enchainement d’un seul type de sewuaharides
comme la cellulose (D-Gic3-(1—4)) et les homogalacturonanes (D8 (1—4)).

Les hétéropolysaccharidesou hétéroglycanesrésultant de la condensatide différents

types de monosaccharides. Cette derniére familjgtanere est la plus représentée dan:
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parois des plantes comme les xyloglucanes, les mbgafacturonanes, les gli-

galactomanannes etc....
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Figure 17 : Structure chimique des élémentonstitutifs prédominant dans la paroi cellulairemaire. A,
monomeresB, polymeres correspondants (Saret al, 2009).

[11-1-1-1 La cellulose

La cellulose représente 15 a 30% de la masse skeclaeparoi primaire. Elle est synthétic
principalementpar les végétaux supériel(Brown, 1985)et des autres organismes con
certaines bactéries et champign(Kimura et Itoh, 1995)La molécule de cellulose est
homopolymere linéaire, formée par un enchainemenmitds disaccharidiques, le cellobio
Ce motif repétitif estconstituc de deux Dglucopyranose liés entre eux par une liai
glycosidique de typep-(1—4) (Figure 17, selon Sarkaet al, 2009). Les liaison
intramoléculaires assurent la stabilité de la ahawllulosique et le renforcement de la rigi
de la paroi cellidire. Les liaisons intermoléculaires se font ppament entre I’hydroger

de I'nydroxyle primaire en C6 et 'oxygene en pmsitC-3. La régularité et le grand nomt
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de ces liaisons conférent a la cellulose un camadibrillaire, partiellement cristallin. La
hiérarchie de structure et I'organisation supracwbire de la cellulose sont schématisées
dans la figure 17. La structure fibrillaire trésndensée et stable de la cellulose, qui est née
suite a ces liaisons et aux interactions de VarVdaals, explique sa résistance mécanique a
la traction, sa résistance aux attaques chimiqueszymatiques, ainsi que son caractere non-
soluble dans I'eau.

Les microfibrilles de cellulose sont synthétiséénmganisées au niveau de la membrane
plasmique par des complexes protéiques (cellulpshesizing complex, CSC) composés de
six sous-unités hexagonales (CESA) appelés rosedtegartir des résidus UDP-D-Glc
(Giddingset al, 1980 ; Mueller SC et Brown, 1980 ; Cosgrove, 30Q@ne unité (CESA)
produit une chaine de glucane. Pour chaque rosktfea synthése de 4 a 6 chaines de
glucanes, puis 24 a 36 chaines sont rassembléesfggmer un microfibrille de cellulose
(Doblin et al, 2002) (Figure 1&elon Cosgrove, 2005)

(1.4)-p-D-glucose p  microfibrille de cellulose

CESA hexamére Rosette

Figure 18: Synthése de cellulose par les celluloses syath@ESA) (Cosgrove, 2005)

Les microfibrilles de la paroi primaire renfermesh moyenne 36 chaines de cellulose
déposées généralement transversalement par rappaxe d’élongation cellulaire (Delmer,
1999). Le dépbt de ces microfibrilles est fait denere orientée et peut changer au cours de
la formation de la paroi secondaire (Brett, 2000106s et Mulder, 2000). Le contrdle de la
biosynthese de cellulose est effectué par plusigeres de la famill&CesASomerville,
2006). Certains sont impliqués dans la synthessetlelose de la paroi primaire, d’autres de

la paroi secondaire.
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[11-1-1-2 Les hémicelluloses

Les hémicelluloses forment une famille de polysaddes pariétaux qui ne sont ni
cellulosiques, ni pectiques, mais sont alcalinalsiels et constituées d’'un enchainement de
résidus D-glycopyranoses liés @n(1-4) (Hijazi, 2011). Cependant, certains résigost
extractibles par I'eau, tels que les arabinanéssetrabinogalactanes.

La quantité d’hémicellulose est variable entredeopprimaire et secondaire, mais également
pour un méme type de paroi entre des espécesetifééy et aussi entre des organes différents
dans une méme plante (O'Neill et York, 2003). Ce$ypéres pariétaux different de la
cellulose par la diversité de leur composition neawcharidique et par la multitude des
facons selon lesquelles s’associent les unitésidiues. L’hydrolyse des hémicelluloses
libérent des pentoses (fylAraf), des hexoses (ManGab, Glcp), des désoxyhexoses (Rha
et Fup) et des acides uroniques (@49. La diversité structurale de ces polymeres est
accompagnée par une variété des liaisons au seila g@aroi végeétale avec les autres
polyméres.

Les hémicelluloses établissent des liaisons nomleates avec la cellulose (Mc Caeal,
1990) et des liaisons covalentes avec les pectiiBempson et Fry, 2000). Chez les
dicotylédones, les parois primaires sont esseatnlht composées de xyloglucanes (20%),
xylanes et dg8-glucanes mixtes (Carpita et Gibeaut 1993; Dobtiral, 2010; Faik ., 2010;
Scheller et Ulvskov, 2010). Contrairement a la paronaire, les hémicelulloses de la paroi
secondaire sont majoritairement composée d' héy&aoes (20%) avec la présence de

glucomannanes et galactanes (Selvendran, 1985jrzitdl, 2010).

Les xyloglucanessont les hémicelluloses prédominantes chez lestydéciones. lls sont
abondants au niveau de la paroi primaire (PI) dastydédones et absents ou trés peu présents
dans la paroi secondaire (PIl) méme si des dono@etsoversées existent chez le peuplier
(Mellerowicz et al, 2008). Les XyGs ont été particulierement étusli@a regard de leur
importance au cours de I'expansion de la Pl penldacrbissance cellulaire (Cosgrove, 2005).
La structure de base des XyGs est constituée psquelette composé d’'unités D-Glc liées en
B-(1-4). Jusqu’a 75% du Glc sont substitués en Q@lpa chaines latérales de mono-, di-, ou
trisaccharides (Vinckeret al, 1997). Selon le type de substitution, une noratme
d’écriture des XyGs a été proposée (Bral, 1993) : () p—D-Glgp non substitué@®), (i) p—
D-Glcp-a-(1-6)-D-Xylp (X), (iii) p—D-Glcp-a-(1-6)—D-XylpB-(1-2)-D-Gap (L) et (iv) p—D-
Glcp-a-(1-6)—D-Xylpp-(1-2)-D-Gap-a-(1-2)L-Fu (F).
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Ainsi, les sous unités oligosaccharidiques des Xy&ss/ent s’écrire: XXXG, XXLG, XXFG
XLFG et XLLG (Figure 19Fry et al, 1993. Les liaisonsp-(1-4) conferer aux XyGs une
certaine rigidité et leur permetent d’établir dessbns avec la cellulose par la formation

ponts hydrogénes (Hayastial., 1987).

XXXG XXLG Glai
xlyl Xiyl X'yl Xyl Xyl Xyl
i 00
Glc—Glc=Gic=Glc Glc=Glc=Glc=Gic
XXFG c XLLG
Glai Gld Glai
Xyl Xyl Xyl Xyl Xyl Xl
| i I i i i
Gle=Glc=Glc=Glc Glc=Glc=Glc-Glc
XLFG Fl'.sc
5 5
Xyl Xyl Xyl
i

] i
Glc=Glc=Glc=Glc

Figure 19: Représentatioachématique des différentes s-unités oligosaccharidiques constituti des
xyloglucanes (XXXG, XXLG, XXFG, XLFG et XLLG) (Fret al, 1993).

Les xylanes: sont des polyméres linéaires de rési(3-(1-4)-D-Xylp (Simionescu et
Rozmarin, 197 Ce squelette de base peut étre monosubsi) soit para-(1-3)-Ard pour
formerdes arabinoxylanesXs), (i) soit para-(1-2)-GIgA et son dérivé O-méthylé en
position 4 pour donner degucuronoxylane:GXs) des parois secondaires des dicotylédo
(i) soit par les 2 monosaccharides précédemment tslécet constituer I
glucuronoarabinoxylane§SAXs. Les arabinoxylanes et les glucuronoarabiremxgs son
abondants dans les parois primaires des monocotgsdCommelinoides (Ebringercet al,
2005; Doblinet al, 2010; Faik , 2010). En outre, certaines unités xyloses portent ds groupes
acétyles en position 2 et 3. Les GXs et les GAXs « respectivemel un degré de
polymérisation de 200 et 5I8BC résidus Les xylanes forment des liaisons avec la ligivia
les résidus D-Araf qui peuvent étre estérifiés avec des acides hydroxycinnamiques tels que les
acides férulique ou p-coumariqus. Ce lien entre la lignine et les polysaccharides confére leur
solidité aux parois végétales.

LesB-(1-4)(1-3) glucanessont des polysaccharides neutres, non ramifagstitués de bloc
de D-Glg lies enp-(1-3) pour 30% des liaisons, ce qui les distinguentladeellulose
(Lazaridouet al, 2009 et de blocs ¢-D-Glcp lies enp-(1-4). Ce polymérese retrow
exclusivement dans les parois primaires des moyléclmnes appartenant a l'or des
Poales.
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[11-1-1-3 Les pectines

Les pectines appartiennent a la famille des pobtfsaades la plus complexe structurellement
et fonctionnellement des parois cellulaires de telaiiMohnen, 2008). Elles constituent 35%
de la paroi primaire des dicotylédones et des maiytEziones a I'exception de la famille des
Poaceae ou elle représente moins de 10% des pohgsaites pariétaux. Chez les ligneux, les
pectines sont peu représentées quantitativementursanaximum de 5% de la paroi mais
jouent un réle significatif dans le fonctionnemdsytdrolique des trachéides (O’Nedt al,
1990, Ridleyet al, 2001). Ces polysaccharides sont tres abondartaigeaux de la lamelle
moyenne et dans les parois primaires des cellulesr@ssance et en division (Mohnen.,
2008). L’hydrolyse totale par un acide des pectifmgnit rarement plus de 5 sucres
réducteurs: le D-GphA, le L-Rha, le D-Gap, le L-Ardf, le D-Xylp et quelques sucres rares
comme le 2-O-méthyl-D-Xy ou le 2-O-méthyl-L-Fua. Le D-GapA, retrouvé dans toutes
les fractions pectiques, est un sucre marqueuetle famille de polymeres (Mohnen., 2008,
William et al, 2001). La digestion enzymatique et les analpsashimiques des pectines ont
montré la présence de plusieurs domaines pectigftigare 20). Ces différents domaines
correspondent aux trois polysaccharides pectiquesjoritaires qui sont les
homogalacturonanes (HG), rhamnogalacturonanespaelt{fRG I) et rhamnogalacturonanes
de type Il (RG Il) (Williamet al, 2001, Figure 20).

Rhamnogalacturonan | Homogalacturonan Rhamnogalacturonan Il

O = D-Galacturonic acid © =L-Arabinose @ =D-Apiose é = O-Acetyl
© =L-Rhamnose @ o _ ?

@ - D-Glucuronic acid @ = L-Aceric acid ® =D-Xylose = Boron
® =Kdo @ -D-Dha

Figure 20 : Diagramme schématique simplifié décrivant lesstpmlysaccharides majeurs des pectines attachés
au squelette de GalA.

L’homogalacturonane (HG) est le polysaccharide pectique le plus abondant est
’lhomogalacturonane ou le galacturonane (HG) qui peprésenter jusqu'a 65% des pectines.

Les HGs constituent au moins 23% de la paroi prenales feuillesd’Arabidopsis
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thaliana(Zablackiset al, 1995). Ce sont des homopolyméres linéaires @-200 résidus D-
GalpA reliés par des liaisons osidiqua-(1-4) (Zhanet al, 1998). Les HGs peuvent &
partiellement méthykstérifiés en C6, et peuvent étre-acétylés en positiolO-2ou O-

3(O’Neill et al,, 1990, Figure 21

A B

o—

‘Fﬁﬂm"_ r-;ﬂ '.Ib‘.-. o HO /\{ "
 — \ g \\
m;"o /Melhyl esters \:{ (\‘L;/ |

Figure 21 : Représentation des chaines d’homogalacturonA, sites de méthyl-egiéication et d’acétylatior
d’homogalagturonanes. B, Liaison du** entre 2 chaines de HG suivant le modéle d boite & oeuf ».

Le C-6 non méth¢ d'un résidu GipA des HGs est chargé négativement et peut inte
avec les cations Gapour former ne liaison avec une seconde molécule HG, pot
conduire a la formation d’un gel stable connu deunodele egg-box» (Linerset al, 1989,
Figure 21). Les HGs peuvent étre liés ou non aR{&s et/ou des RG Il, mais également :

autres polymeres pataux comme les xyloglucanePopper et Fry, 2005).

Les rhamnogalacturonanesde type | (RG I) renferment plus de 100 répétitions d
disaccharideo-(1-2)-L-Rhag-a-(1-4)-D-GapA (Albert sheimet al, 1996, O’'Neill et al,
1990; Caffall et Mohnen, 2009,gure 22). Une fraction variable (BB%) des résidus-
Rhap sont soit monosubstitués en C4 B(1-4)-D-Gap, soit par un oligosaccharide linéa
et/ou branché, constitué da-L-Araf et p-D-Galp pour former des chaines latéra
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d’arabinanes, de galactanes et arabinogalactangpelé (arabino-4-galactane) (Ridleyal,
2001, Figure 22).

Im.f’]raﬂp Em.;?rqﬂnfi,lﬁl'raip-l-l |BGalpd], - 1B Galp
3 5
|jifl.ifd;i}n OLAr iu'i,_’im.;‘\mj‘ljul..]ﬂr 4 Bealpl-3LArsf
4 h] l
j}l’im]p Iul-f'tjrﬂﬂn (et Araf].
I
1 i 5
Plialph-1 BGalp oL Arf]- 3oL Araf ol Araf
I |
4 4 ]1
.AoGalpAl 2oRhap) deCGalpAl 2oRhap] doGalpAl 2aRhap] -4oGalpAl 2eRhap] daCalpAl 2eRhapl...

1

l
[BGalp!], L—If'n[il[julp
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Figure 22 : Structure de rhamnogalacturonanes de type | ou B&§ctérisé par I'alternance sur la chaine
principale des résidus D-G#l et L-Rhg eux mémes substitués par des chaines latéralemirts et/ou
branchées des galactanes, des arabinanes ou Hiemgadactanes (O’Neibt al,2004).

Si les résidus D-GpA ne portent pas de ramifications, ils peuvent éteghylestérifiés ou
parfoisO-acétylés en position C2 ou C3 (Komalavilas et Mb®89).

Les rhamnogalacturonane de type Il (RG llpnt une structure plus complexe que les RG |,
avec un squelette de base constitué d’au moinsi8ustu-(1-4)-D-GapA substitués par 4
chaines latérales (A-D), impliquant 12 monosacdearidifférents pouvant étre liés par au
moins 20 liaisons chimiques différentes (Rodrig@ezvajalet al, 2003; Mohnen, 2008).
S’ajoute a cette complexité des RG Il, un polym@pie des chaines latérales en terme de
longueur, d’acétylation et de méthylation (Pabstal, 2013). La diversité des structures,
associée a la trés faible représentativité des m@waes RG Il dans les pectines, concoure a
I'existence d’'un polymere mal connu mais dont lesctions,in planta, sont susceptibles
d’étre diverses (Pabst al, 2013).
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Outre leur complexité, les RG Il arborent des mawbarides rares comnp-(1-2)-D-Apif,
a-(1-3)-L-AcdA, a-(2-3)-D-Kdop et p-(2-3)-D-Dha. (Darvill et al, 1978, Figure 2Z0'Neill

et al, 2009.

LII-L-A‘II.’ 114.,-R1m
i
Side chain D ; e ;
|-D-Oha u-D-Kdo
2 2
3 3

4):-D-GalpA{1,4)<:-D-GalpA{1,4)<:-D-GalpA{1 4)<:-D-GalpA{1,4)<:-D-GalpA{1,4):-D-GalpA{1,4)-:-D-GalpA-{1,4)~:-D-GalpA{1,
2 2

1 1
D-Apif [1D-Apif
¥ ¥
L] .
1 1
a+D-GalpA 1-*2-L-Rhap 3+ 1/-D-GalpA f-L-Rhap
: 3
1 1
2-0-Me o-D-Xylp1-—*3a-L-Fucp * AcO =ul-AcefA
4 2
[l ’ 1-aL-Rhap 2+ 1 -L-Araf
1 1 7
-D-GlcpA [+D-Galp 4+ 1(!{*.’3
z 2 .
Side chain A . * 1-a<L-Rhap
1 1
L-Galp 2:0-Me a-L-Fucp+- OAc?
Side chain B

Figure 23 : Structure de rhamnogalacturonanes de type Il ou R@thatérisée par un squelette de t
constitué DGalpA substitué par 4 chaines latérales différeAte®, C, D (ONeill et al,.2004)

Deux chaines de RG Il peuvent s’associer 'une daatrevia un atane de bore, permetta
alors la formation d’'un réseau pectique (Kobayet al, 1999; Fleisheet al., 1999; O’Neill
et al, 2001; Dembitskyet al, 2002 Figure 24.

Figure 24 : Liaison de coordination entre un atome de bore ettsddus de -Api de 2 chaines de
rhamnogalacturonanes de type Il ou RGII (Meet al, 1996).
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Des altérations de l'intégrité des RGII induiseat dlysfonctionnements dévellopementaux,
comme le nanisme (O’Neilet al, 2001), l'altération de I'élongation du tube pailjue
(Delmaset al, 2003) et des symptomes de lyse cellulaire etlégradation des organites
cellulaires (Ahret al, 2006).

[1I-1-2 Les protéines pariétales

Les analyses de la composition pariétale en pregéirévélent une grande variété de
glycoprotéines impliquées dans la structuration g@easois, mais également dans leur
remodelage. Dans la paroi végétale, les protéiresstducture comprennent plusieurs
superfamilles de molécules: les protéines richesyemoxyproline (HRGPSs), qui englobent
les extensines et les arabinogalctanes protéin€P¢}\ les protéines riches en proline
(PRPs), et les protéines riches en glycine (GRPS).

[1I-1-2-1 Les extensines (HRGP)

Les extensines (EXTs) forment une famille de glyotgines particulierement sensibles au
stress (Cannoat al, 2008). Suite a une contrainte mécanique, enngga une blessure ou
une agression par un pathogéne les EXTs peuvensétrexprimées au niveau du phloéme
(Jametet al, 2000). Elles forment une famille de-glycoprotéines impliqguées dans la
croissance des parois des plantes (Lamport et 8luieth1960; Hall et Cannon, 2002; Held
al., 2004; Cannoet al, 2008; Lamporet al, 2011; Velasqueet al, 2011).

Les EXTs appartiennent a la super-famille des giyai@ines riches en hydroxyproline
(HRGP) avec des modules constitués par 2 motifgtbgr)s.4 encadrant un motif Tyr-Val-
Tyr (Fry, 1982; Bradyet al, 1998; Heldet al, 2004; Cannoret al, 2008, Figure 24). Les
Hyp de ces protéines sont fortement glycosylées @i un monosaccharideD-Galp ou
dep-L-Araf, soit par des oligosaccharides constitués d’'un @nelment de- et o-L-Araf

(Figure 25, selon Velasquerz al, 2011).
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Figure 25: A, Motif répété prédominant de la plupart des ségegrconnues d’extensine (EXT) contet le
motif Ser-(Hyp), qui est Oglycosylé.B, Les olygosaccharidgsrésents sur le motif S-(Hyp);. Les fleches

indiquent les transférases connues impliquées Babsosynthése de ces oligosacchal (Velasquezet al,
2011).

La richesse de ce polymeéea Lys est responsable du caractére basique des, EXTui lui
permet des interactions avec les groupements adetepectine

llI-1-2- 2 les Arabinogalactanes protéines (AGP

D’aprés Seifert et Roberts (2007), les AGPs sostpietéoglycanes végéx composeés d’un
squelette protéique sur lequel des polysacchargied accrochés par des liaisoO-
glycosydiques. La fraction glucidique est consgtpéincipalement d’un enchainement c-
Galp et de L-Ard formant des arabinogalactanes de type Il (/) qui peuvent représent
plus de 90% de la masse totale de la molécGasparet al, 200). Pour les AGPs si |
polymorphisme de la fraction glucidique semble eda variabilité de I'aglycone a pern
de classer les AGP en 6 sdasilles, parmi leguelles on peut citer les 2 plus importan
les AGPs classiques et les -classiques (Shultet al, 2002; $owalteret al, 2010). Les
AGPs classiques sont composeées d’'un peptide sighattrémité Mterminale et d'une anc
glycosyl-phosphatidylina®l (GPI) a I'extrémité -terminale hydrophobe (Figure 2Eliis et
al., 2010. Cette derniere confere un ancrage et une méhiié la molécule au sein de

membrane plasmiqueChatterjee et Mayor, 20). Le deuxiéme type d’AGPs differe i
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premier par I'absence de I'ancre et par la préseecmotifs peptidiques riches en Cys, Lys

ou Asp et Hyp/Pro.
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Figure 26 : Représentation schématique des AGPs suivanteflbg, 2010. A, Structure de la protéine (rouge)
avec son ancre GPI et ses domaines de liaisorardeisogalactanes (AG). B, Détail des glucidesestlisons
osidiques des AG de type Il retrouvés dans des AskRsiques.

1*ppoPrecl

Les AGP sont abondants dans le régne végétal dilseimétre impligués dans les divers
processus tels que la différenciation, I'adhésallulaire, 'embryogenese et la mort cellulaire
programmégLee et al, 2005; Molleet al, 2002; Nguema-Onat al, 2006; Vicré.,et al
2004).

l1I-1-2-3 Protéines riches en proline (PRPSs)

Les protéines riches en proline (PRP) et les pregiriches en proline hybride (HyPRP)
forme une sous famille de HRGP a l'instar des EXiTdes AGPs présentant des motif riches
en Pro de type KPPV(K), qui peuvent étre répétéqyla 40 fois (Cassab, 1998) avec une
équi-molarité entre Pro et Hyp (Datal,1989). Les Pro/Hyp de ces motifs peuvent étre en
partie O-glycosylés par des arabinanes (Kieliszewetkal, 1995). Les PRPs, groupées en
plusieures classes ont été identifiees dans lesrsmm, les feuilles, les tiges, les racines et au
cours des phases précoces de développement degRodriguez-Conceptiost al, 2001).

Les HyPRPs sont de®©-glycoprotéines faiblement glycosylées caractésisar une
abondance de Cys dans le domaine C-terminal (Jstsénol et Puigdoménech 2000; Jose-
Estanyolet al, 2004; Battagliaet al, 2007). Le réle de ces protéines reste largenmeoninu,
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méme si de récents travaux suggerent une fonctms th réponse des plantes aux stress

environnementaux (Netet al, 2013).

l1I-1-2-4 Protéines riches en glycine (GRPSs)

A la différence des autres protéines de structesemhrois végeétales, les protéines riches en
glycine, ou GRPs, ne possedent pas de domaine echro et ne sont pas glycosylées
(Ringli et al, 2001). Le motif riche en glycine est du typey )X ou X est n'importe quel
acide aminé avec une fréquence préférentielle pala, la Val, I'His, la Ser, la Glu et la
Phe.Ces protéines sont insolubles et peuvent étieulées. Les GRPs ont été identifiees
comme sur-exprimées dans les parois des plantenisgal a des contraintes biotiques et
abiotiques (Sachetto-Martinet al, 2000). ChezPhaseolus vulgarisla GRP1.8 a été
identifiée dans le protoxyléme (Kellet al, 1989) et semble capable d’intéragir avec des
hydrolases pariétales comme la chitinase (Rieglial, 2001). D’autres GRPs, comme
AtGRP-3, intéragissent avec des chitinases paggtabmme WAK1, et participeraient alors
au contréle de I'expansion pariétale au cours derdéssance cellulaire (Andersat al.,
2001). A I'instar de ce qui a été mis en évidenmerpe protoxyléme, Condit et Kellgi1990)

ont mis en évidence une GRP dans les parois deipteo

l1l-2 Réponse de la paroi primaire aux contraintessalines

La paroi est une structure dynamique en continaeiodelage grace a tout une batterie
d’enzymes présentes dans ce compartiment (Feial.et2006; Lewis et al., 2013).
Lacroissance et/ou lI'expansion pariétale des @dludst le résultat de la balance entre
I'inextensibilité de la paroi et les forces exeérr ce compartiment par la pression de
turgescence (Peaucellt al., 2012). Ainsi, toutes modifications d’osmolaritéllekire,
comme par exemple celles qui sont induites partiess salin, va affecter le potentiel
osmotique de la cellule et donc la pression deesognce exercée par la vacuole sur le
compartiment pariétal. Avant de regarder commerstriess salin affecte la croissance de la
paroi cellulaire, une description succincte de oEc@ssus est proposée dans le paragraphe

suivant.
[11-2-1 Croissance de la paroi primaire.

Nous avons vu que la paroi est un enchevétremepblyenéres liés entre-eux par tout une

gamme de liaisons chimiques (liaisons hydrogéndse das chaines glycaniques, liaisons
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entre des polyméres difféerents: XyGs-cellulose, sm&galement liaisons mediées par des
cations entre 2 polyméres, comme |€'a4G ou le B*-RGII. Toutes ces liaisons chimiques
conférent des propriétés mécaniques de résistantexi@nsion de la paroi primaire.
Cependant, la différentiation des cellules végétakt associée a une extension pariétale dont
le moteur est la pression de turgescence, et derddteurs sont des enzymes et des protéines
capables de relacher temporairement la matriceetpdei pour réorganiser a la fois les
polymeres et le réseau de liaisons entre les pobsne

Ainsi, certaines protéines sont impliquées daneresion des parois alors que d’autres le sont
dans son raidissement lorsque la croissance c®sseli les enzymes impliquées dans
I'extensibilité des parois il y a les xyloglucanesdotransglucosylases/hydrolases ou XETs
qui coupent et reforment les chaines de xyloglugapermettant le glissement des
microfibrilles de cellulose au cours de la croigsalfFryet al, 1992). Il y a aussi les-
expansines qui ne posseédent pas d’activité hydgokgtpar elles-mémes mais affaiblissent, a
pH acide, les liaisons non-covalentes entre legspotharides pariétaux, et permettent le
glissement des polymeéres des parois sous effetadargjescence (Cosgrove, 2000). Des
hormones, comme les auxines, mais également |ssibogtéroides, ne vont pas intervenir
directement dans ce processus, mais vont mettrplaa® des conditions favorables a la
croissance cellulaire en modifiant I'environnemaattysico-chimique de la paroi et en
déclarant la synthése des enzymes importantescpangcanisme (Cosgrove, 2000).

A cOté des acteurs enzymatiques, le relachemeigtalagst associé a une production de ROS
(Ros-Barceleet al.,2002) ; Ainsi, I'activation de la NAD(P)H oxydaseembranaire entraine

la formation de I'anion superoxyde et s’achéve lpaformation du radical hydoxyl®H",
probablement par la réaction de Fenton (Fry 1988 oxydants vont faciliter I'hydrolyse
des XyGs permettant a la paroi de s’étirer. L®+est, quant a lui, impliqué a la fois dans le
durcissement des parois lorsque la croissance @tsaela stimulation de l'activité de la
cellulose synthase (Ros-Barceioal.,2002).

llI-2-2 La réponse pariétale au stress salin

Les salinités élevées agissent sur le métabolisese pdirois en affectant principalement

l'activité des enzymes qui y sont impliquées (ZhatgLauchli, 1993). Il en résulte une

réduction de la croissance des glycophytes, péédrement celle des parties

aériennes.Concernant la croissance des,tlgesel induit une diminution des transcrits des

génes codant la xyloglucane endotransglucosylageT)XI'a-expansine (EXPA), et H

ATPase de la membrane plasmique. Le niveau d'esioresle ces genes est corrélé avec la
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réduction de I'extensibilité de la paroi et la rétlon de la croissance des tiges entre especes
tolérantes et especes sensibles au stress satihecimais (Geifust al.,2011). Chea/ignasp

la réduction de la croissance de I'hypocotyle masél est due a I'activité des peroxydases
(Pujari et Chande, 2002). Concernant les feuilleseduction de croissance sous l'effet du
stress salin, s’exerce plutét sur le limbe quelsyétiole. Ainsi, la réduction des limbes de
Chloris gayanatraités par 200mM NacCl est principalement due gesdriction hydraulique.

La croissance est maintenue grace a une augmentsidiactivite des XET sous l'effet du
stress salin (Orteget al., 2006). En ce qui concerne les racines, leur @oiss s’adapte au
deéficit hydrigue par un ajustement osmotique et desdifications pariétales. Ces
changements se produisent dans les zones d’élongatiais sont opposées entre régions
apicale et basale. L’élongation est le résultdtattion des expansines dans la région apicale.
Le maintien de la croissance des racines en condde déficit hydrique est dle a une
stimulation de I'expression des expansines dazei& apicale (Wu et Cosgrove, 2000) et a
une augmentation de l'activité des XEdia une modification post transcriptionnelle (Wu et
Cosgrove, 2005). La réduction de la croissancena#r@ observée en réponse au stress salin
ne serait pas due a une réduction de la turgesomai® a une perte de sensibilité aux
expansines dans la région basale de la zone daiong(Wuet al, 1996). Dans le riz, cette

réduction est étroitement corrélée aux niveaux g, KIChi et Kao, 2001).

On estime que 70 % du carbone fixé par les plasgesetrouve dans les parois (Poorter et
Villar, 1997) qui représentent une matiere premrerouvelable sur laquelle se portent les
regards suite a I'épuisement du carbone fossile. ditkeurs, et par le biais des plantes
fourragéres, cette matiere organique assure I'aliati®on animale. La salinité va modifier les
parois des plantes réduisant leur productivité,petivant corrélativement modifier la
digestibilité des fourrages. L’ensemble de ces ph#mes peut donc avoir des conséquences
sur la nutrition de I'humanité. Parmi les plantearfageresMedicago sativaient une place
toute particuliere, a la fois par sa distributiottéehelle du globe, mais également par son
importance nutritionnelle et sa tolérance au stsdB qui caractérisent les sols du sud

Tunisien. Elle est qualifiée de « reine des plafdasrageres ».
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IV Medicago sativeet le stress salin

IV-1 Adaptation fonctionnelle des feuilles degabaceae

Diverses plantes peuvent orienter la surface sexperide leurs feuilles pour absorber au
mieux la lumiére. C’est le cas des Fabaceae derftlélles, composées pennées, constituent
des modéles adaptés a la régulation de ces vasatiorientation associées a I'optimisation
de l'activité photosynthétique. Ces variations hgohérales, connues depuis I'’Antiquité, ont
ete décrites par Darwin (1880) qui parle de mouvemioliaires de veille et de sommeil. A
ces variations spontanées s’ajoutent des variatmmgntation induites par divers stimuli, si
bien qu’il existe des mouvements foliaires provagudrrespondant soit a des tropismes, soit
a des nasties (Satter, 1990). Ainsi, la feuille Babacées se repositionne dans le champ
gravifigue si la plante a subi une inclinaison au renversement sous l'effet de chocs
(tornades, séismes...), c’est le gravitropisme. I8i edt éclairée pendant la phase obscure du
nycthémere, elle exécute un mouvement photonastifpee Fabacées présentant des
mouvements foliaires rapidesMimosa pudica, Hedysarum gyrgnsont des modéles
démonstratifs qui amplifient la vitesse des répsmgé ont également lieu discrétement dans
d’autres modelesS@manea saman, Albizzia julibrissin, PhaseolusanggRobinia sp., Vicia
faba, Pisum sativum, Glycine max, Trifolium sp, Mado sp.....).

Les mouvements foliaires et foliolulaires sont is&d via des bourrelets moteurs (organes
moteurs, pulvini) situés aux jonctions tige-pétjofgétiole-rachis, rachis-limbe. Chez les
Fabacées plusieurs modeles de feuilles existerdt amenombre variable de folioles et de
foliolules. Medicago spposséde trois folioles dont les pulvini contréléatposture. Des
travaux récents (Zhoat al, 2012) ont permis d’identifier et de caractérides mutants de
Medicago trunculatadont les pulvini ne se différencient pas a la base foliolules. Ces
mutants pourvus de « petiolule-like pulvini » (PLBpécifiquement exprimés (RT-gPCR,
microréseaux), ont des mouvements nyctinastiqueksale plus, danM trunculata,Chen

et al (2012) ont obtenu des mutants a pétiolulemngés (epll), également dépourvus de
pulvini. Une analyse de la relation phylogéniqueeete géne EPL1 et ses homologues, Apu

chezPisum sativumSLP chezLotus japonicusglyma chezGlycine maxa été réalisée.
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IV-2 La luzerne, plante pérenne, tolérante a divers ss environnementau

IV-2-1 Caractéristiques botaniques, taxonomie et origindu genreMedicagc

Le genre Medicago gppartient a la so-famille des Faboidées, famille des Fabac
superfamille des Légumineuses, ordre de FabalgsliPeacées). Sur la base de la forme

gousses et des graines ce genre comprend -genres (Lesins et Lesins, 1979). Il s’agit
Lupularia, Orbicularia, Spirocarpo et Medicago Le sous-genréMedicagc comprend 4
sections donfalcatg elleiméme divisée en 4 sc-sections dont Falcatae. Sur la base ¢
couleur des fleurs et la forme des gousses, ceadtaicie englobe 5 espe : falcata

glomerata glutinosg prostat: et sativa Ces 5 especes sont pérennes, diploide:
tétraploides, ont une corolle jauwiolette, ou jaune et violetté la base, le gentMedicago
devait étre diploide, mais les especes tétraplpitégesont été es plantes vigoureuses
hétérozygotes, capables de s’adapter et de coftoéseouveaux habitats, accroissant
I'aire de Medicago(Quiros et Bauchan, cités par Guinés, 2002). Lebrenchromosomiqu
de base est x=8, a I'exception d’espéces anrs pour lesquelles n=7. Trois niveaux

ploidie existent, les diploides avec 2n = 14 ou l&6,tétraploides 2n= 32 et les hexaploi

2n=48 (Quiros et Bauchan, 198Figure 27 Flore d’Europs.
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Figure 27: Medicago satival., grappes de fleurs viotes et graine spiralée, représentation dans lae

d’Europe.
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ConcernantMedicago satival., la forme tétraploide est dénommBe sativa ssp sativa
(2n=4x8=32) et la forme diploidel. sativa ssp coeruled.a sous-espéecsativa (Figure 27)
est caractérisée par un port dressé, une racitgéapie qui peut descendre jusqu'a un meétre
dans le sol, des fleurs violettes, et des gousséxme de spirale (Whytet al.,1953).

Elle est peu dormante, et présente une bonneagsestau froid. A propos de l'origine du
complexeMedicago sativail est possible qubledicago glomerataprésente dans I'ensemble
du Caucase, soit I'ancétre des formes diploidescdmplexe, qui aurait donné deux
populations séparées par isolement spatiakruleaau sud efalcata au nord (Figure 28).
Des hybrides ont été obtenus a partir de ces datigtes tres proches, ce sontMedicago
media créés par les sélectionneurs pour obtenir desdpes.

En France, les populations locales sont constitdéenélanges dé sativaet deM medig en

proportions variables selon les régions.

Diploids (27 = 2x = 16) Tetraploids (2n = 4x= 32)

M. sativa subsp. glomerata M. s. subsp. glomerata (= M. glutinosa)

x M. s. subsﬁ:n. X tunetana
M. 5. Subsp. caerulea—ip>M. s. subsp. sativa

M. s. subsp. x hemicycla || M. s. subspi:. X varia

M. s. subép. falcata M. s. SUDSFS. falcata

Figure 28: Relations hypothétiques entre les taxdVidglicago sativdLesin et Lesin, 1979; Quiros et Bauchan,
1988 ; Small et Jomphe, 1989) modifié par Havaaanbal, (2010).
: autopolyploidie ,...... : hybridation

De quelle région provient I'espéce luzerne ? D’afeskaya (1950) et Michawd al, 1988

la luzerne aurait deux centres d’origine. Le prentaerégion transcaucasienne, continentale,
qui a produit les luzernes actuelles d’Europe. keixieme est I'Asie centrale (Sinskaya,
1950). On la trouve utilisée en fourrage vers 33808 avant JC (sans doute la plus vieille
référence), et en Turquie des tablettes Hittitemdationnent 1400-1200 avant JC.

A l'état spontané, elle a été observée dans plisipmovinces d’Anatolie, au midi du
Caucase, donc au Moyen-Orient. On la trouve auasis dplusieurs régions de Perse,

d’Afghanistan, dans le Belouchistan et au Cache(négions actuellement localisées en Iran,
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en Afghanistan et au Pakistan). Selon une fortbghiité les Grecs auraient transporté cette
espéece hors d’Asie Mineure, ou/ et de Médie, réguairs’étendait en Perse septentrionale, la
ou Alexandre le Grand (356-323 A JC) admira la gigudu bétail et découvrit ainsi la
luzerne qui leur était donnée en fourrage.

La luzerne cultivée, sans doufd, sativa ssp sativatait donc connue des Grecs qui la
nommait Medicai (Medikéi), parce qu’elle avait é@menée de Médie, pendant la guerre
contre les Perses, environ 470 ans avant I'éretiehrée. Puis, les romains étendant leur
suprématie sur les Grecs 'ont probablement répadns I'Empire Romain et I'ont cultivée,
au moins depuis le premier ou le deuxieme siedlesapC. Ils I'ont appel®edicago Ainsi,

en traversant 'Europe, Mediké est devemiedicago,qui demeure sa dénomination latine.
Cette culture se serait maintenue chez les romeirgmpte tenu de I'étendue de leur empire
elle a pu étre répandue sur une grande partie daquw méditerranéen. On peut penser que
les Vandales et les Byzantins, vainqueurs de Isspace romaine du IV au VI siécle ap. J.C.
ont pu, faire prospérer la culture de la luzernerpoourrir leurs chevaux avant que les
peuples islamiques, qui vont les vaincu, ne faenticette culture en Afrique du nord. La
piste, indiquant que les Arabes seraient les pmsmaeavoir cultivé ce fourrage dans la
péninsule arabique, apres l'avoir transporté dens inigration vers le Maghreb est la plus
retenue.Ces éleveurs de chevaux, remarquant gieeptente augmentait la valeur nutritive
du fourrage, l'appelérent Alfach-facah, qui sigmitk pere de tous les aliments ». Le nom
actuel de Alfalfa en dérive et les peuples Arabassdeurs migrations a partir du Moyen
Orient, a travers 'Egypte (dés 643, avec une cétejwéritable a partir de 666) jusqu’au
Maghreb ont trés probablement pu amener ce fouremg@frique du Nord. De plus, les
invasions menées par les Maures, en Espagne eledsund de la France, au 8eme siécle apres
JC, ont pu contribuer a y répandre cette plantes Ban introduction d’Espagne en France
daterait de 1550 selon Michaatlal, 1988.

Il faut aussi ajouter que les colonisateurs Portugd espagnols au 16eme siécle l'ont
répandue en Amérique, notamment au Mexique et amuPPBuis des missionnaires l'aurait
ameneée du Mexique au Texas, en Arizona, au NouMexigue et en Californie.

Au final, c’est dans les zones tempérées chaudedagluzerne se développe dans tous les

continents : Ameérique, Europe, Asie, Australie &icue (Mauries, 1994).
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IV-2-2 Aires de culture de la luzerne

La luzerne est I'une des plantes fourragéres les ahciennes sur la planéte et c’est aussi
celle qui est la plus cultivée a travers le mortdgure 29 selon Prolea, 2002).

Figure 29: Distribution géographique du gerviedicagodans le monde (Prolea, 2002)
La luzerne est peu utilisée en paturage (4%) etvem (2%) du fait des risques de

méthanisation des ruminants. Elle I'est également pn ensilage (9%). Prés de 3 des
luzernieres sont utilisées en foin (soit 73%). M&s tendances vont vers un nouveau mode
d’utilisation ou la plante estdéshydratée. La lneedéshydratée, reconnue comme une
alternative a l'utilisation des farines animalesc@nme source fiable des protéines, constitue
une alternative (12%) qui a convaincu les élevedes bovins. En effet, les luzernes
déshydratées sont riches (a plus de 20%) en pestéia qualité en raison du tannage par la
chaleur. Elles constituent donc un apport alimeatde trées haute valeur nutritive pour les
ruminants. Sans luzerne les vaches ont des problétiaeidose dans le rumen, que ce
fourrage atténue. Ainsi, selon les agronomes, gapténtation permettrait d’améliorer la
qualité du lait, le foin et le mais s’avérant iffmsints. Le probléme quant a I'utilisation de la
luzerne, notamment lors des récoltes de printeropsarne essentiellement son séchage qui
nécessite de maintenir une température de consgdantemoins 38°C. L'achat de fours pour
un séchage forcé, ou seulement une ventilationéende estivale, ou encore le recyclage de
la chaleur dégagée par les méthaniseurs dansnasrtisrmes pour le séchage du fourrage a
débuté dans le sud-ouest de la France en 201ludlaégalimentaire de la luzerne fourragére

prend en compte le rapport feuilles/tiges.
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Le pied de luzerne, fixé par sa racine principal&fqnde, entourée d’'un réseau radiculaire
dense, porte une tige principale et de nombrelges secondaires (Figure 30).
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Figure 30: Développement de la partie aérienne de la lezeamifiée en nombreuses tiges et du réseau

racinaire autour de la racine pivot profonde.

La digestibilité est le % de matiere séche ingéudieest retenu lors du transit dans I'appareil
digestif. La digestibilité est dépendante de langjit&a de tiges dans le fourrage, celle des
feuilles reste constante ou évolue trés peu dansizernes agées. La valeur azotée représente
la teneur en matieres azotées digestibles. Legsipest dégradées dans le rumen contribuent a
la croissance des microorganismes du rumen, maigepé aussi étre perdues sous forme
d’ammoniaque, entrainant la formation de méthasredes animaux. Les protéines passant
directement dans le petit intestin sont dégradédssant des acides aminés valorisables par
les ruminants. La valeur énergétique de ce fouresgeléterminée par le rapport feuilles/tiges
suivant la relation f/t=1,7x(MSAY%Lemaire et Allirand, 1993), ol MSA est la matiéézhe
aérienne. La valeur énergétique est exprimée @raufourrageres (UF). Il existe une grande
différence de qualité entre feuilles et tiges, ishbgque la sélection faite pour améliorer la
valeur alimentaire de ce fourrage est orientée Varsélioration de la qualité des tiges.
Depuis la mise en place du catalogue officiel da#tes de luzernes en 1950, les objectifs de
sélection ont évolué. Les premiers criteres deciéle des plantes ont été le rendement en
matiere seche, la résistance a la verse, aux real@abtamment fongiques) et aux nématodes.

Plus récemment, la bonne production grainiere epud quelques années, la valeur
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énergétique sont les préoccupations des semenoatesnment ceux appartenant au Syndicat

National des Déshydrateurs de France (conditionnearegranulés).
IV-2-3 Intéréts nutritionnels

Son utilisation courante dans l'alimentation dualddui a valu les noms vernaculaires de :
herbe a vaches, herbe a bisons, herbe a lapins, Man utilisation dans l'alimentation
humaine vaut la peine d’étre mentionnée. En e#i¢, est riche en acides aminés, en sels
minéraux et en oligo-éléments. Ainsi, au Nicaragne association déployant son activité sur
lalimentation des populations défavorisées a [@gié ['utilisation de cette plante en
complément alimentaire pour lutter contre la maitiah. Dans les pays « développés » la
luzerne présente un intérét supplémentaire quidé&ite riche en Ribulose Bisphosphate
Carboxylase Oxytgénase (Rubisco). Or cette enzgmiepermet la fixation du COet son
oxygénation, est riche en acides aminés essentisls composition se rapproche de celle des
proteines laitieres, d'ou son potentiel pour I'alimiation humaine si des techniques

innovantes permettent un jour d’extraire facilemeette enzyme.
IV-2-4 Intéréts pharmaceutiques

Utilisée depuis longtemps en herboristerie pouetutontre les rhumes, les abces, les troubles
digestifs, elle posséde des propriétés reminéraisa anti-infectieuses, désintoxicantes. Elle
agirait comme é€lément protecteur contre le diak#itde cholestérol. Certaines de ces
propriétés ont été démontréesvivo chez les rongeurs : elle renforce I'immunité (Gawe
2012), aurait des propriétés hypolipidimiques (2010), anxiolytiques ((Bora et Sharma,
2011), antidiabétiques (Gray et Flatt, 1997), atyiilantes (Al-Dosari, 2012), oestrogeniques
like (Bora et Sharma, 2011). Certains méme voiérdi da luzerne comme nouvelle usine a

médicaments....
IV-2-5 Intéréts industriel et biotechnologiques

Concernant l'utilisation de plantes génétiquememidifiees, destinées a la recherche en
laboratoire, la luzerne a une place privilégiéesquiil s’agit d’'un modele de choix dans
I'obtention de molécules précises (domaine de |Baoutture). Industrie : La rubisco peut étre
favorablement utilisée dans la fabrication de cdgmués, mais aussi de détergeMgdicago
sativa est I'une des cultures lignocellulosiques sousd€tupour la production d’énergie

renouvelable tel que le bioéthanol (Goéinal, 2010). Alfalfa présente un potentiel élevé
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pour la productio de bioéthanol en particulier pour son faible kkeec la fertilsation azote
et surtout sa grande diversité génétique par legnems impliguées dans la libération
glucose (Duceppet al., 2012). De nombreuses légumineuses sont adaptées aux &
chauds et secs (méditerranéens et subtropicauxhi Ras planteM. sativa Gabe est une
variétépopulation originaire des oasis tunisiennes (Boaogh, 1995, Benabderahaiet al.,

2011), répandue dans tout le Magh
IV-2-6 Intérét environnementa

La luzerne améliore la qualité des sols car elle absedeaitrates, donc protége les nag
aquiféres par son systeme racinaire dense. De phinda symbiose bactérienne établie ¢
les nodules racinairegigure 3.) la luzerne enrichit les sols en corspe azotés permette

une rotation desuttures sans apport d’engrg

Figure 31: A, Systeme racinaire denB, Nodules racinaires (symbiose awtizobiun.

V-3 Cas deM. sativaGabés, une variété adaptée aux sols secs, aridesatins

Dans les anes semi arides et arides les eaux d'’irrigatiant souvent riches en chlorur
et/ou sulfates. Les terres irriguées sont doncgéeer en sel et peu de plantes fourrageres
adaptées a ces conditions. Pendant la saison clestidale en Tunisie, Iconcentration en
sels est encore augmentée si bien que les foroestigsies externes entrainent la morte
des plantes non tolérantes. C’est dans ce contextien dessalement des eaux d’irrigatior
un drainage accru des sols ont été tentés. Une approche consiste a sélectionner

especes et des variétés tolérantes au stress Gast. ainsi que le degré de tolérance

salinité deM. sativavar Gabes a été analysé. Les travaux ont montré, nctainisa capacit

de germination élevée, en citions de stress allant jusqu’a 9,54tle NaCl et sa tolérance
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I'eau d'irrigation titrant 4,2 gl*. . Ce cultivar présente, en plus, une productiemutiére
seche élevée malgre l'intensification de son exalimn (Mezniet al., 1999). Puis, un travail
de Mezniet al., (1999) a consisté a compaMr sativaGabesyariété non dormante a un
hybride américain semi-dormant (Hyb 555) et uneiét@r australienne exclusivement
dormante (Hunterfield). Par son meilleur taux devig sa moindre réduction de production
de biomasse aérienne et racinaire avec la sattmiésante, la population Gabés a présenté

les meilleures qualités pour les programmes detsghe

Les besoins alimentaires d'une population mondite croissance continue, les pertes
progressives de sols agricoles du fait de leumnisalion accélérée par les modifications
climatiques rendent impérative I'amélioration désnpes, notamment les plantes fourragéres
comme la luzerne. Cette action nécessite la corepsébn des mécanismes impliqués dans la

tolérance des plantes a la salinité.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL
Argumentaire scientifique

La tolérance des plantes au stress salin s’expdarfacon différente suivant 'espece végétale
considérée. Ainsi, chez les glycophytes pérennesmmMedicago sativale NaCl est mal
compartimenté, ce qui entraine des augmentationsncelles des teneurs en sel dans les
tissus (Munns, 2002). Cette situation entraine &vetbppement d’échanges tropiques
important entre les cellules du mésophylle assimila et les seves xylémienne et
phloémienne. Les cellules compagnes/cellules desfea des veines mineures sont
impliquées dans la recirculation du Né@Winter 1982, Boughanmét al., 2003) qui fait
intervenir un transporteurs du’ KAtHKT1) chezArabidopsis(Berthomieuet al.2003). Les
cellules de transfert qui se transdifférencientaatip de différents types cellulaires sont
facilement identifiables par le développement paurl paroi primaire sous forme
d’'invaginations pariétales en relation avec la phiggie, le stade de développement de la
plante et aussi en réponse aux stress biotiquasatques.

Dans le but de comprendre la fonction physiologiqlee ces modifications pariétales,
plusieurs auteurs se sont attachés a identifieniieg and Pate, 1969), puis a immuno-
localiser les différents composés pariétaux (Vaughal., 2007; Boughanmet al., 2010).
Dans cette derniére étude il a été démontméprofond remodellage de la paroi primaire et
des invaginations pariétales de plantes soumisessiress salin. Outre des modifications de
la distribution des pectines et plus particuliératries pectines méthylées, ce travail montre,
en accord avec les observations de Vaughal, (2007), une redistribution importante de
certaines classes d’arabinogalactanes protéines @irune augmentation des xyloglucanes
fucosylés. Sur la base de ces données, nous smfhabmprendre les mécanismes de
réponses de cette espéce au stress salin, notalhexiste des variations dans la nature des
polymeéres pariétaux sous l'effet du sel et le iddeces composés dans la formation des

protubérances internes dans les cellules de trampgfi@émienne des feuilles.
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Actions de recherches mises en place

Le travail a été réalisé sitedicago sativacv Gabées soumis a un stress salin correspondant a
un apport de 150 mM de NaCl suivant un protocoja décrit par Boughanngt al., (2010).
L'analyse de la réponse Medicago sativaa été abordée ici via une analyse de la réponse au
stress salin des feuilles jeuneé”(?verticille) et des feuilles égéesé’(‘?verticille) au travers
d'une approche biométrique et physiologique (chadi}, puis a une analyse biochimique de

la paroi (chapitre 2) et une analyse immuno histoifue (chapitre 3).

56



MATERIELS ET METHODES

| Matériel végétal

Cette étude a porté sur une accession naturelfed/ariété Tunisienne (Medicago sativa

originaire des oasis Tunisieesmde la région GabéC’est I'INRAT deMedenine qui nous I
procurée.

I-1 Conditions de culture etde traitement des plante

Les cultures ont été réalisées dans des condigiEem-controlées a la serre de la Faculté |

Sciences et Techniques de Limo

. C
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Repiquage Premiére feuille entiére
Deux feuilles trifoliées

Figure 32 : Vue du dispositif expérimental a la se(A). Schéma du protocole de germina et de culture des
plants deMedicago sativavar Gabés(B). Représentation comparative de I'age physiologides feuilles di
plants témoins et traités au moment de I'échantilége(C).
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Des graines d#&ledicago sativcv Gabés ont été mises a gerragwitro, apres lavage ave
de I'eau savonnée et ringcage a I'eau disti

La germination a été faite dans des boites de Rfiissées de deux couches du papier -
imbibées d’eau distillée, y compris dans le couleerés que la radicule a atteint 1 des
téguments des graines ainsi que le papier du colevemt été enlevés, pour évi
I'étiolement des plantules. La phase de la gerriinat duré entre 5 & 7 jours a 23°C. Ensi
les plantules ont été mises en culture individuediet en godet danwu terreal(Figure 32 A).
Tous les deux jours, les plantes sont arroséeslébut par de I'eau distillée, puis avec
solution nuritive de Hoaglan, diluée quatre fois et, finalement, avec la soluthutritive
diluée deux fois, jusqu’a l'apparition da premiere feuille entiere et de deux feui
trifoliées. A ce stade de développement, les ptaotd été soumises a un stress salin croi
(50 mM, 100 mM et 150 mM de NaCl), suivant le pomie déja décrit par Boughaniet al

(2010) (Figure 32 B).

L’échantillonnage et les mesures ont été faitsdag plantes ayant développé, sur la
principale, 12 étages foliaires pour les plantsdi@s et 7 pour les plants trait(Figure 32
C). Par convention, les jeunes feuilles utilisés dawéalisatin de cette étude correspond
aux feuilles des 11 et 7 rangs pour respectiventestplantes témoinJT) et traitées JS).

Toujours par convention, seront appelées feuillgged, les feuilles du second rang

plantes témoinsAT) et traitéesAS) (Figure 33).
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Figure 33 : Schéma représentant le numéro d’ordre basifugéeddles deMedicago sativ cv Gabeés prélevées
pour l‘échantillonnage: les feuilles jeunes en gmuet les feuilles agées en vert. Les fleches
correspondent aux entrenoeymiélevés pour les études I'anatc-histologie.
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[-2 Conditions de culture et de traitement des senmees

Pour chaque traitement, 100 graines par semistéritigees et réparties en quatre boites de
Peétri (25 graines/boite). Ces graines ont été nasgsrmer a I'obscurité, a 23°C £ 2°C, en
boites de Pétri fermées et tapissées avec du pilpierimbibé d'eau distillée pour le lot
témoin et d’'eau distillée additionnée de 150 mMMNECI pour le lot traité. Les graines
germées sont dénombrées quotidiennement afin ¢'saralla cinétique de germination,
I’émergence de la radicule étant I'indice de langieation. Les boites de Pétri ont été arrosees

tous les deux jours avec 2,5 ml pour maintenirbiiition des graines pendant 8 jours.
[I Analyses morphologiques

Les mesures ont été faites sur une trentaine deeglaet sur 3 cultures différentes. Deux
types de mesures ont été réaliségsdgs mesure sur les plantes entiéresi etés mesures
sur les feuilles jeunes et agées de plantes térabinzitées.

Les longueurs des tiges et des racines ont éténdatees a I'aide d’'une regle graduée en mm.
Le diamétre au collet, la longueur et le diame&s dntres nceuds ont été mesurés a l'aide
d’un pied a coulisse.

Les surfaces foliaires des JT, JS, AT et AS onfcatéulées a partir des feuilles fraiches, a
I'aide d'un logiciel (OPTIMAS 6). La longueur, ldgainétre du pétiole, et la longueur de la

nervure principale du foliole impaire ont été mésua I'aide d’un pied a coulisse
[l Analyses écophysiologiques

Les analyses physiologiques ont été réaliseéesesufedilles jeunes témoins et stressées (JT et
JS) appartenant a des feuilles agées témoins extségs (AT, AS). Plusieurs paramétres
ecophysiologiques ont été mesurées: (i) la photbsge, (i) la teneur en eau et (iii) le

potentiel hydrique.
[1I-1 Mesure de la photosynthése

Le taux de Il'assimilation nette du €(\), la conductance stomatique pour le G@) et le
CQsintercellulaire (Ci) ont été déterminés a l'aidendanalyseur portable de la photosynthese
(ADC BioScientific Ltd.Global House Geddings Roadoddesdon Herts EN11 ONT

England). Ces composantes ont été déterminées $eforéquations établies par Von
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Caemmerer et Farquhar (1981). L'efficience d'atiid de I'eau (EUE) au niveau de la
feuille a été calculée a partir des données d‘akgion nette du CO2 et de la transpiration
foliaire suivant la formulation suivante (Rived al, 2002):

EUE = A@mol CO, m?s?)/E(mmol O m?s?)
Le rapport A/Ci qui permet d’expliquer le dysformectnement de A par rapport a la régulation
stomatique, a été également calculée suivant li@muauivante:
g’'= A(umol CO, m?s?)/Ci (mol CQ, m?s™). Ce dernier équivaut & une conductance interne
pour le CQ, qui tient compte de la diffusion du G@ntre les espaces intercellulaires et les

sites de carboxylation dans les chloroplastes €adevité de la Rubisco (El Aouni, 1980).
[11-2 Mesures de la teneur en eau et du potentielydrique

La teneur en eau des plantes a été mesurée dauidss jeunes ou agées, de plantes témoins
et stressées. Le limbe foliaire coupé a sa basemesediatement pesé pour déterminer le
poids frais (PF) puis séché dans une étuve a fdtafdéterminer le poids séche (PS).

Le potentiel hydrique minimum¥,) des feuilles jeunes et agées, appartenant adttegl
témoins et 15 plantes stressées a été mesuréeda Haine chambre a pression (PMS

Instrument compagny , model 615) a midi, au maxinadgniensoleillement.

IV Analyse biochimique des composés pariétaux

IV-1 Protocole d’extraction séquentielle des polymes

Le protocole décrit sur la Figure 34 s’inspire adlemnées de la littérature (Vanzat al,
2002). La premiére étape consiste a reduire enrpdadnatériel végétal frais ou congelé (2,5
g de feuilles correspondant a 300 plantes paetraht) en présence d'azote liquide puis a le
broyer dans 8,75 mL de tampon MOPS/NaOH 0,1 M pebitenant 1,5% de SDS et 50 mM
de métabisulfite. Le broyat est centrifugé a 210pendant 10 mn a 4°C. Le surnageant
(enrichi enN-glycoprotéines et AGPSs) est récupéreé puis stoek&asurnageant A). Le culot
est mis en suspension dans 4, 25 mL dans un métdrggm|/acide acétique/eau (2/1/1, p/viv)
apres deux ringcages successifs avec 5 mL de léigoldu tampon précédent dilué quatre
fois. Les échantillons sont ensuite placés sousiagi au bain-marie a 40°C pendant 1 h
avant d’étre centrifugés (21000 g pendant 10 mt3.Apres centrifugation, les surnageants

sont éliminés et remplacés par 2,5 ml de CDTA 50 pi17,5 avec 0,02% de Thimerosal.
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Apres une incubation d’'une nuit a 23°C sous agitaét centrifugation (21000 g pendant 10
mn a 23°C), les surnageants sont récupérés (samiagB enrichis en Pectines). Les culots
sont lavés par 2,5 mL d'eau distillée, éliminée gamtrifugation. Ensuite, les culots sont
remis en suspension dans 2,5 mL de carbonate dens@5 mM (préalablement conservé a
4°C), puis placés sous agitation pendant une nuditG@ Apres centrifugation a 21000 g
pendant 10 mn a 4°C, les surnageants sont obtemuseptrifugation et neutralisés a l'acide
acétigue (surnageant C enrichieen Pectines). Apméavage a I'eau distillée (2,5mL), les
culots sont cette fois remis en suspension dansR,8e carbonate de sodium 50 mM avec
40,5 mg de NaBH L’ajout de ces 2 réactifs est realisé sous fliazate. Les échantillons
sont alors placés sous agitation a 23°C pendannuitelLes surnageants sont obtenus par
centrifugation, et neutralisés par addition d'acidétique (surnageant D). Les culots sont
lavés avec 2,5 mL d'eau distillée, puis centrifyggisles surnageants sont éliminés. La
Pectinase dispergillus nigefNovozymes -18,6 U) diluée dans 1,65 mL d'acéateodium
0,1 M pH 5,2 contenant 0,02% de Thimérosal estté@a chaque échantillon. Ces derniers
sont alors placés sous agitation au bain-mari€@ p&ndant une nuit, puis 45 mn a 55°C et 3
mn a 100°C. Les surnageants obtenus par centrifugagont neutralisés avec de l'acide
chlorhydrique (surnageants E enrichis en Pectines3. culots sont enfin soumis a une
extraction séquentielle des hémicelluloses avéddel 1 M, et 4 M pendant une nuit avec la
solution d’extraction. Les deux surnageants obtgrauscentrifugation a 21000 g pendant 10
mn a 23°C sont neutralisés avec I'acide acétigde KOH 1M et F4 : KOH 4M).

Les surnageants B, C, D, E, F1 et F4 sont dialyd#sx fois 12 h, contre de I'eau distillée a
4°C (membrane 6-8000 Da), puis stockés a 4°C armlt/se.
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IV-2 Dosages colorimétriques

La quantification des sucres est réalisée par thaodé au phénol sulfurique (Dubois, 1956),
pour les oses neutres, et la méthode au méta-hydiphenyl (m-HDP) pour les acides
uronigues (Blumenkrantz et Asboe-Hansen, 1973prlreipe de ces deux dosages consiste a
hydrolyser les polysaccharides, sous l'action dlacsulfurique concentré, en oses neutres
(pentoses et hexoses) et en acides uroniques. degsaccharides libérés sont transformés en
deérivés furfuraux, a haute température, qui se eoseht avec le phénol (dosage des
pentoses) pour donner une coloration brun-jaundjieu avec le méta-hydroxydiphényle (m-

HDP) (dosage des acides uroniques) formant un aapbse. Les dosages sont triplés.
IV 2-1 Dosage des oses neutres

La solution a doser (200 pL) est mise en préseaceé&me volume de phénol-sulfurique a
5% (réactif chromogéene). Aprés homogénéisationédeantillons, 1 mL d’acide sulfurique
concentré est ajouté au mélange réactionnel. Cangeélest alors porté a 100°C pendant
5min. Les tubes sont ensuite placés a I'obscuuiténd 30 min, aprés refroidissement dans un
bain de glace. Les absorbances sont lues a 492JM1 700 PharmaSpec, Shimadzu). Les
guantités d’oses en solution peuvent étre établiesomparaison avec une gamme étalon de
glucose (0, 25, 50 et 1Q@.mL") et d’acide glucuronique (0, 50, 100 et 2@PmL"Y).

IV 2-2 Dosage des acides uroniques

Aux 200 uL d'échantillon, placés sur un bain de glace a 4%0ont ajoutés 1,25 mL de
tétraborate de sodium a 12,5 mM dans I'acide sqglfier concentré. Apres homogénéisation,
les tubes sont mis 5 min au bain-marie a 100°C puwis un lit de glace. Aprés
refroidissement, 20 uL d’'une solution de méta-hygdiphényl (m-HDP) a 0,15% dans une
solution de NaOH a 0,5% sont ajoutés. Le mélangeh@mnogénéisé avant d’étre place a
'obscurité pendant 30min. Les quantités d’acidemigues en solution peuvent étre établies
en comparaison avec une gamme étalon d’acide gedaique (0, 25, 50 et 108y.mLY) et
une gamme étalon de glucose (0, 100, 200 et SOMLY). L'absorbance est mesurée au
spectrophotometre a 520 nm (UV 1700 PharmaSpemdsiziu).
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IV 2-3Détermination des teneurs en 0ses neutres&t acides uroniques

L’interférence des oses neutres et des acidesquesy dans les deux dosages précédemment
décrits, peut étre corrigée par la méthode de catablie par Montreuil et Spik (1963), selon

la formule suivante :

[AU] = (Dom-HDP'(a'/a) X Dca’héno)/((abl'a'b)/a)
Et les concentrations en oses neutres par celle-ci
[ON] = DOphenoi— b x [AU])/a

Avec,

[AU] : concentration en acides uroniques

[ON] : concentration en oses neutres

a : pente de la droite étalon Glc (dosage Dubois)

b : pente de la droite étalon AGal (dosage Dubois)

a’' : pente de la droite étalon Glc (test m-HDP)

b’ : pente de la droite étalon AGal (test m-HDP)

DOphenol: résultat de la DO du dosage Dubois de I'écHanté doser (moyenne des triplicatas)

DOn.wpp: résultat de la DO au test m-HDP de I'échantibotioser (moyenne des triplicatas)
IV-3 Composition monosaccharidique

Cette analyse est réalisée par chromatographiadegaz (CLG) apres transformation des
oses en dérivés O-triméthylsilylés.La préparatisinedfectuée selon le procédé de Kamerling
et al (1975), modifié par Montreudt al (1986).

A 200 ug de glucides sont ajoutés|Zpde mésoinositol, servant de témoin interne. Apres
lyophylisation, I'étape de méthanolyse est réalisgecondition anhydre, dans une boite a
gants saturée en azote. Les monosaccharides Bérédisous forme de méthylglycosides par
ajout de 1 mL de méthanol/HCI 3 M (Supelco). Leactiéam de méthanolyse est stoppée apres
24h a 80°C par séchage de I'hydrolysat sous flazate. La délipidation est ensuite réalisée
par 3 extractions successives a I'heptane (v/Mgsapvoir repris I'extrait sec par 1 mL de
méthanol. Le mélange est homogénéisé par agitdteophase supérieure contenant I'heptane
est éliminée. La phase méthanolique est ensuitbésésous flux d'azote. L’étape de

dérivation est réalisée a l'aide de #LDOde pyridine anhydre et 10D de Bis-
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SilylTriFluoroAcétamide (BSTFA + 1 % TMCS AllTech&C Reagent), pendant 2h a
'étuve a 27°C. Enfin, le stockage au congélatewr, moins une nuit, est réalisé avant
I'injection de 1uL en CLG.

Les méthylglycosides triméthylsilylés sont idemsdipar CLG, par comparaison avec des
témoins a l'aide d’'un chromatographe Perichrom ggui’'une colonne apolaire CPSIL-5CB
DBI OV 101 et d'un détecteur a ionisation de flam(RéD) ; le gaz vecteur est I'azote. La
température de l'injecteur est fixée a 260°C. Wékon de la température du four est
programmée de 130 & 210°C & raison de 2°C'n@imec un palier de 5 min & 190°C, puis de
210 & 260°C & raison de 5°C mirLe chromatographe est piloté par le logiciel \Idinilll
(Perichrom).

A fin de déterminer la nature des oligosaccharides xyloglucanes majoritaires, aprés
extraction, les échantillons F1 et F4 sont soumagatycles de ringage par de I'éthanol a 70%
(v/v) avec une incubation pendant 15 minutes a COA chaque étape, le surnageant est
éliminé par centrifugation. Le culot ainsi obtersi kavé a I'eau et séché avant digestion avec
de la cellulase OnozukaR-10(Serva) dans de l'acét@mmonium 50mMpH 5.Enfin, la
séparation des oligosaccharides est realisée wpamekographie en phase liquide sur une

colonne Hypercarb (0.32x150mm, Thermo-Fisher)
V Analyses histologiques

V-1 Préparation des échantillons

V-1-1 Fixation a I'alcool et coloration au Fasga

Des échantillons (tiges, feuilles) ont été préledéss la serre et fixés dans de I'alcool
éthylique a 70%, fixateur qui permet leur conseovaipendant plusieurs mois. Dans ces
échantillons (racines, tiges, pétioles, pulvinirvaees principales de feuilles) des sections
transversales (2 a 4 um d’épaisseur) ont été obseaticolorées par le Fasga (Tolivia and
Tolivia, 1987). La réaction de Fasga révele lagmés d’éléments lignifiés, colorés en rouge
vif, et d’éléments pectocellulosiques, colorés déeubAu moins 6 sections, de chaque
échantillon, ont été immergées dans des coupedlegede contenant 2 L de solution Fasga
diluée au ¥4 dans l'eau distillée. La coloratiornt@abtenue aprés une nuit a température de la
piéce dans une enceinte fermée pour éviter I'é\ajoor. Apres coloration les coupes ont été
lavées dans I'eau distillée et déposées sur desslata verre dans une goutte de mélange
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glycérol/eau distillée (50% v/v). Apres ajout deldanelle les sections ont été observées au
microscope Zeiss Axioplan, équipé d’'une camera Kgpur obtenir des images numérisées.
La solution mére de « Fasga » contient pour 65 3nil de safranine a 1 % (1g de safranine
+ 1g d’acétate de sodium + 75 mL alcool éthyliqued@% + 25 mL d’eau distillée+ 2 mL
d’aldéhyde formique), 11 ml de bleu Alcian 8GX & @ (500 mg de bleu Alcian + 100 mL
d’alcool ethylique a 100%), 30 mL de glycérol a 9®4nL of d’acide acétique pur et 20 mL
d’eau distillée.

V-1-2 Fixation et Inclusion des feuilles en « Lonoh Resin White » (LRW)

Le limbe foliolaire a été découpé transversalemantrubans de 2mm et fixées dans une
solution contenant 0.5% de glutaraldehyde et 2%fpemaldéhyde (PFA) dans du tampon
Sorensen a 0.2 M, pH 7.2 permettant d'immobilies moléculesn situ en préservant
I'aspect structural des tissus. La fixation estiséa a I'obscurité pendant 1h a température
ambiante. Six lavages de 20 min chacun sont ensfiiéetués dans le tampon Soérensen
additionné de 7,5% de saccharose pour éliminerdimge fixateur. Le premier lavage se
faisant a température ambiante, puis les suivamtglace. Ensuite, les échantillons ont subi
une postfixation a I'acide osmiques@, 1% (v/v) dans le tampon Soérensen (0,2M, pH 7,2)
durant 5min. Trois lavages successifs de 5 min dantampon Sorensen (02M, pH 7,2)
permettent d’éliminer I'acide osmique en excés.tdpé suivante est la déshydration des
échantillons par des bains successifs de 5 min desisolutions d’éthanol de concentration
croissante (20%, 50%, 70%, 95%, et 2 x 100%). Adisde dernier bain d’éthanol absolu
réalisé, les échantillons sont imprégnés danssiagd.R White Medium (Pelco International,
Canada, réf/18181,http//www.tedpella.gorier et 2éme bains a 1/3 de LR White dans de
I'éthanol absolu pendant 2 x 30 min & 4°C ; le 3etndeme bains a 2/3 de LR White dans de

I'éthanol absolu et enfin, le 5éme et 6eme bail®@%6 de LR White pendant 1h, puis une

nuit a 4°C. Finalement, les échantillons sont diggodans des gélules remplies de résine
pure. Ces derniéres sont rebouchées, puis placdétuae a 57°C, pendant 24 h afin
d’assurer la polymérization de la résine. Les étilhams ainsi inclus ont été coupés a I'ultra-
microtome (OM U3, Reichert, Autriche) pour obtet&s coupes semi-fines (quelques pm) et

ultrafines (600 nm).
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V-2 Observation au microscope photonique

Les coupes semi-fines sont observées au microguopenique aprés coloration au bleu de
toluidine (C.1.52040). Il fait parti des coloran@uinones-imides, qui sont des colorants
sulfurés, dans lesquels deux noyaux benzéniquésis@par un anneau fermé constitué d’un
atome d’azote, d'un atome soufre et de quatre ataeecarbone. C’est une coloration de
base qui donne aux constituants acides différemt@sices de bleu. Ce colorant est utilisé
visualiser les structures tissulaires des coupes-fiees de feuilles de luzerne enrésinées.
Son utilisation sur ces coupes permet aussi déiardie bon positionnement de I'échantillon
sur le microtome, ainsi que la localisation prédsela zone coupée.La solution de bleu de
toluidine a 1% est préparée comme suit: 1g de déetoluidine + 2g de borate de sodium
(Borax) dans 100 ml d’eau distillée. Quelques gmutte cette solution filtrée sont posées sur
les coupes semi fines recueillies sur une lame eleey alors déposée sur une plaque
chauffante a 60°C. Aprés 30 secondes de coloratiohaud les coupes sont lavées avec de
'eau distillée et séchées. Ainsi, les tissus peemmlifférentes teintes de bleu, notamment au
niveau des parois, suivant leur compostion et giitline paroi lignifiée apparait bleu foncée

intense alors qu’une paroi riche en pectine (acdéplus claire.

VI Techniques immunologiques

Les anticorps primaires utilisés proviennent denPRrobes, UK. Development et sont listé

dans le tableau 1. Tous les grands types de pobgpariétaux ont été ainsi analysés.
VI-1 Immuno-histocytologie
VI-1-1 Préparation des échantillons

Les coupes ultra-fines sont récupérées sur ddeggeh or recouvertes d’'une membrane de
Parlodion (Pelco International, Canada, ref : 0I3H) pour les expérimentations d'immuno-
marquage.

VI-1-1-1 Immuno-marquage a I'or

Le marquage immunocytochimique est basé sur lafgpcde la liaison antigene-anticorps.

Cette interaction dépend de plusieurs facteurs, lelpH et la molarité. Les conditions
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d’expérimentation ont été décrite par Boughaetmal, 2010. C’est un marquage indirect des
polyméres, qui s’effectue en deux étapes. La pmeniééape consiste a fixer un anticorps
monoclonal primaire directement sur I'épitope sfigae du polymeére pariétal puis a fixer un
second anticorps qui reconnait le premier. L’ampscsecondaire porte un traceur métallique
qui est I'or pour cette étude. Ces billes d’or ¢géms négativement s’adsorbent sur la partie
constante des anticorps. Ces billes métalliques gmamgues aux électrons, donc apparaissent
« noires » (opaques aux électrons) en MET. Lesbatons sur les différents réactifs ont été
effectuées sur des gouttes de 50 puL déposées sqardiiim, sauf pour les anticorps (gouttes
del5uL) réalisées dans des plaques Terasaki. leasah des sites de fixation aspécifique
est réalisée dans la solution de blocage (PBS 1X,gHTween 20 0,1%, BSA 2%) pendant
45 min. Trois ringages de 10 min chacun dans le PBBH 7,4, Tween 20 0,1% sont suivis
d’'une incubation de 12 h en une chambre humide Baeticorps primaire (billes de 10 nm
dans le serum anti-rat employé a la dilution de b de 15nm dans l'anti-souris pour
CCRCML1). Aprés un lavage de 10 min par une solule®BS 1X pH7,4 ,Tween 20,0,1% et
trois lavages de 10 min, chacun par une solutioiB8 1X pH7,4 ,Tween 20, 0,5%, les
coupes sont incubées avec l'anticorps secondauplé€a I'or (dilution 1/20) durant trois
heures en chambre humide (Tableau 1).

Puis, plusieurs lavages (PBS 1X pH 7,4, Tweer0Z¥%b : 3 x 10 min ; eau ultra-pure : 2 x
10 min) sont effectués. Les coupes sont ensuitdésdc et contrastées, juste avant
'observation au MET, avec l'acétate d'uranyle satdans de I'eau, pendant 7 min, et le
citrate de plomb, pendant 3 min, afin d’obtenir umalleure résolution d'image.

Les anticorps proviennent de "Plant probes, UKdet"Complex Carbohydrate Research
Center, USA" et sont listé&ans le tableau 1.
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Tableau 1: Caractéristiques des différents anticcutilisés

Typade
Dénomination marquage’ Isotype Type Source znimal Dilion Fourn sseur Raférsnces
Utilisation
_ (1,4)-E-D- . . Jones et al_,
LM3 IeG monoclonal Rat 1/58m PlantProbes
galactane 1937
LME (LS)._Q_L_ IgG monoclonal Rat 1/58m PlantProbes Willats et al.
arabinane 1598
- _ . . Marcus et al_,
LM15 Xvloglucane IzG2c Rat 1/58m PlantProbes 2008
Homogalacturo
) nans B Knox et al,
nMs (p=u ou non 13G2a monoclonal Rat 1/58m CarboSource 1990
méathyle-
estérifié)
Anticorps Homogalacturo
primaire M7 i r}ana lga monoclonal Rat 1/58m CarboSource Knox ctal.
{méthvle- 19590
estérifié)
_. Pennell =1 al,
JIME AGP monoclonal Rat 1/58m: CarboSource 1989
JINM13 Arabh?ogalactan gM monoclonal Rat 1/58m CarboSource Kaoz etal,
IAGP 1991
a-L-
xyloghicane . . Puhlmann et
CCRC-M1 fucosy 1z, IsG1 monoclonal Souris 1/58m CarboSource 2l 1994
thamnogalactur :
onane
12G de souris’
EM.GAMI5 Chévre 1/20ém BBInt=rmnztionzl
or cclloidal 15
nm
. 1gG de souris/
Aaticorps [ Anti-Mouse 1¢Gy lfl?cspha'_asa Chevre 1/2 0k Sigma
secondaire PA Alcaline
1gG de rat/
EM.GAT10 Chévre 1/20ém BBInt=rmnztionzl
or celloidal 10
nm
. - 1gG de rat/
Anti-Rat 1gG- Phosphatase Chévre 1/2 Qi Sigma
PA Alcaline

VI-1-1-2 Observation Microscopie Electronique a Traismission (MET)

L’analyse et l'acquisition des images ont été dtfées a I'aide d’'un MET 80 kV (JE-

100CX2, JEOL, France) couplé a une caméra. Lesshillor sont opaques aux électron

leur dénombrement a été effectué manuellement etesusurface de 200 nm?2

VI-2 Analyse immunologique par dot bloide fractions pariétales

Les DotBlots sont réalisés sur des membranes en nitréasiuBioTrace NT, Amershar

préalablement activées. Pour cette activationyrlesibranes sont placées quelques sees

dans un bain d’éthanal 20% et aprés 3 riagesa I'eau distillée, celle-ci sont équilibrées
dans du tampon TBS (Trld€I 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,6). Des quantités a&hhes de
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polysaccharides témoins, de fractions polysaccioard isolées suivant la procédure
préconisée par Vanziat al (2002) ont été déposées sur des membranes deefliltose
(BioTrace NT, Amersham) avec un « manifold blo#tSRC 96 D, Schleicher and Schuell).
Apres dépbt de 200 pl d’échantillons, les membraoes placées 6 h dans du TBS contenant
5% de lait. Apres cette étape de saturation, lemlmanes sont incubées une nuit avec un
anticorps primaire dilué au 1:100 dans le tampos.TBes membranes sont lavées ensuite 3
fois 15 min dans un tampon TBS avant d’étre incaliéé avec un IgG secondaire anti-rat
(Whole molecule alcaline Phosphatase), anti-argg@rimaire dilué au 1:10000 dans du
TBS. Aprés 3 lavages de 15 min dans du TBS, legspotharides sont révélés par une
solution de NBT/BCIP (1-Stél§ NBT/BCIP, Thermo Scientific). La réaction est &#dans

un exces d'eau.

Les sucres témoins utilisés sont les suivantstifgescd’écorce de citron (Sigma-Aldrich),
Xyloglucanes de graine de tamarin (Megazyme), Xgdaahe hétre (Sigma-Aldrich), 1,4-D-

Mannopentaose (Megazyme).
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CHAPITRE 1 EFFETS DU STRESS SALIN SUR LA MORPHOLOGIE E
LA PHYSIOLOGIE DE M. sativa cv Gab

Dans cette étude, nous avatgerché a suivre la réponse Medicagosative cv Gabés a une
contrainte salinegorrespondal a un apport progressif de NaCl jusqui valeur finale de
150 mM suivant urprotocol¢ décrit par Boughamart al, (2003).Afin de normaliser au
mieux les cultures noupermettar ainsi de travailler sur un matéribiologique le plus

homogene possible, desmalyse morphologiques et physiologiques aaté réalisées sur les
différentes cultures.

| Effets du stress salinsur le développement dél.sativaGabesccv Gabés

|-1 Effets du stress sur lacroissanct

Apres 5 semaines de cultute luzerne traitée avec 150 mM Nagiesent une réduction de

croissance de I'appareiErier (Figure 34A).
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Figure 34 : Effets du stress salin sur la croissance en longdeuM. sativa cv GabéA, photographie des
plantes aprés 5 semaines de cultB, Longueur des tiges et des racines plesmtes témoin (blanc) et d
plantes traitées (gris). T, plantes témoins, Stpkatraitées avec 150 mM de NaCl pendant 5 semdieque

valeur représente la moyenne de 75 mesures in@iNédu Les intervalles de sécurité sont calculéseauil de
5%.

La réduction de croissandes parties aériennes affecte a la fois la figiacipale et les axes
secondaires. Concernaldixe principal, chez les plantes traitées ugductior de 39% de
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'allongement de la tige estbservé par rapport aux témoins (Figudd B). Par contre, le
traitement n’a pas d’effedignificatif sur la croissance en longueur dedeine(Figur 34 B).
Le rapport de la longueur deges sur celle des racines est diminués@é« entre les

plantes témoins et les plantiaitées avec 150 mM de NaCl. Uéeolutior de ce rapport a
egalement été décrit pour tmton (Meloniet al, 2001). De plus, lse exerce un effet
dépressif sur la croissance @iametre (- 18% au niveau collet entéenoir et traité) deM.
sativacv Gabes (Figure 35).

e
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Diamétre (em)

0,00

Figure 35 : Effets du stress salisui la croissance en diameétre au collet de la pigecipale de M. sativacv
Gabés. T, plantes témoinsS, plante: traitées avec 150 mM de NaCl pendansdimaines.Chaq valeur
représente la moyenne demgsure individuelles.Les intervalles de sécurité scaltulé: au seuil de 5%.

Des résultats similairemontran un effet du stress salin sur les pariésienne ont été mis
en évidence pour des arb@smangrove commdvicennia maringCheriar et al, 1999) et
Bruguiera gymnorhizaTakemur: et al, 2000), mais également chees Fabaceae plus
proches de la Luzerneomme Pisum sativum(Hernandezet al, 1995) Tous les travaux
réalisés sur ces plantesontren que le stress, s'il induit uneéductior de la biomasse
aérienne, entrair@multanémer une réduction des parties radiculail@ans nos expériences,
nous n‘avons pas mis edvidenc d’effets du stress salin sur taoissanc des racines.
L’acclimatation des plantes, des doses croissantes en NaCl, mauwtnettr d’expliquer ce
résultat (Etehadni@t al, 2010) En effet, ces auteurs suggerent qupné-traitement des
plants de pomme de teragec des doses croissantes de NaCl augmentssistance au sel de
celles-ci en modifiant leappor K'/Na" dans les parties aériennes d&pen des racines.
Dans ce modéle, I'acidabscissiqu (ABA) serait alors la phytohormorae régulation de la
croissance différenciée deacine: et des tiges des plantes soumiseg@acontraintes, saline
ou autres (Sharpe et LeNol2602)
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Au cours de cette premiegghase du travail, nous avons aim&montr que les parties
aériennes ddledicago sativav Gabes, acclimatée a des doses croissantesl, présentaient
une réduction importante deebiomasse aérienne. Afin de précibenpact du stress salin sur

la phénologie de la plantene étude plus fine de ces dernieres aegtieprise
I-1-2 Effets du stress sur leléveloppemen des entre-noeuds
I-1-2-1 Donnéesiométriques

Quelgue soit le paramétre dastre-noeuds mesurés (nombre, taillajiameter la contrainte
saline induit une réductiode leur développement (Figure 36). Udeninutior de 26% du
nombre, de 20% de langueu et du diamétre des entre-nceuds elgigglantes témoins et
stressées est observée.reductior du nombre des entre-nceuds, aonsi la diminution de
leurs longueurs permettedtexpliqgue en partie la réduction de kxoissanc globale des

parties aériennes de 39%igure 36).
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Figure 36 : Effets du stress salisLr le nombre A), la longueur B) et le diametreQ) de la tige principale de
M. sativacv GabeésT, plantestémoins S, plantes traitées avec 150 mM de N@€hdar 5 semaine€haque
valeur représente la moyenne @emesures individuelles.Les intervalles de sécugité calculés au seuil de
5%.

La réduction de la tailleles tiges, des entre-nceuds, et de Idiametre respectif, peut
s’expliquer soit par uneliminutior du nombre et/ou de la taille desllules soit par une
réduction de la biosynthesk la biomasse produite par I'appargiiotosynthétiqu En effet,
de nombreux auteurs ombontré qu'un stress salin affecte lghotosynthes (Munns et
Termatt, 1986; Chaudhuri €&houdhuri, 1997; Soust al, 1998; AliDinar et al, 1999;
Romeroarandat al, 2001;Parid: et Das, 2005), ce qui induibrrélativemer une perte de
biomasse. L'inhibition de laroissanc des entre-noeuds peut, égalemétrt, la conséquence

d’'un dysfonctionnemenrtormona (Rosset al, 2010). Dans ce modelggntelle et al, 2007,
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modifié Rosset al, 2010),I'acide abscissique (ABA) contrecarre lastions des acides

gibbéréliques (GA) bloquatins I'élongation des entre-noeuds (Fig@@).

GA
1M
TEL
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/||
ABA =tt+—BR
[
&
ethylfne - = ,L MJ
T - ;lﬁf
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Figure 37 : Modéle d’intérractiorhormonale sur le contréle de la croissance deg-aoeuds chez le pois
élaboré par Zentellat al (2007) et modifié par Ross et al. (2010pA, Acide gibbérélique ABA, acide

abscissiqueBR, brassinostéroidefAA , auxine,CK, cytokinine,MJ, méthyl jasmonate.

Ainsi, 'ABA dont nousavon: vu qu'il était produit par les racines daante: stressées serait
exporté vers les partieaérienne: ou il pourrait déréguler ldonctionnemer d’autres

hormones comme les GAAinsi, 'ABA induirait un effet dépressikul les GAs et une
dérégulation du fonctioremen des auxines (IAA). Ces 2lerniere hormones sont
connuespour étre impliguéesns les divisions cellulaires Ballongemen des cellules, et
donc dans la croissanade: tissus. Ce déreglement hormonal & ce fait, modifier

'organogenese et la onphogenés des entre-noeuds. Ainsi, lesffete cumulés des
modifications osmotiquemduites par le sel et des interactioastagoniste ABA, IAA et

GAs peuvent apporter dé&ment d’explication de la réduction d&oissanc en longueur et
en diameétre des entreeuds Afin de vérifier cette hypothese, umdservatio des tissus

constituant les entre-noeu@sine: et agées a été realisée.

I-1-2-2 Donnéedhistologiques

Dans cette partie de I'étudgus nous sommes intéressés exclusiveraemtentre-nceuds
correspondant aux stadesaéveloppemer qualifié de jeune, soit les 46 (JT) et 7™(J9)
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entre-nceuds des plantes témoins et stressées egttte-noeuds agés correspond i AT,

AS) entre-nceud des plantes témoins et stressées.

T

Figure 38: Coupe transversale colorée au FASGA d’entre-tiogeunes]) et agésA),desplantes témoin3g )

et des plantes traitées par 150 mM Ne&}! (

Les jeunes entre-noeud3) (présentent des sections anguleuses soutenuetepamas de collenchymes, des
anneaux vasculaires avec des faisceaux triangsialignifiés (en rouge) dans fibres supralibérienne
(phloémien) et xylemiénnes. Les entre-noeuds agéspthntes témoindAT) présentent des faisceaux libéro-
ligneux contenant des alignements des vaisseatailtbe décroissante vers le pole de régressiorelignalors
que dans les plantes traitéésS les faisceaux libéro-ligneux sont plus larges Qaets avec de gros vaisseaux
prés du pdle ligneux. Les cellules du parenchymeutfgiire sont plus grosses dans les entre-noewslpldates
témoins T, AT) que dans les entre-noeuds des plantes trait&eA$). Echelle = 500 um.

Le diametre des entre-nceuds des plantes soumisgsc@ntrainte salineJS et AS, est
moindre que celui mesuré au niveau des plantesinénid et AT, avec cependant un effet
plus marqué pour les parties les plus anciennek dige, ou la réduction est ~18%. La
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réduction en diamétre desitre-nceuds jeune et agé pourrait s'expligerepartie par la taille

des cellules du parenchymmedullaire (Figure 39).
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Figure 39: Faisceaux libérdigneux colorés au FASGA d’entre-noeuds jeundsetagé: (Al, A2), des plantes
témoins T) et des plantes traitépal 150 mM NacCl §).

Les faisceaux libéro-ligneux destre-noeuds jeunes ont une organisation similai@s moins ordonnée et
different au niveau du cambiugui est continu chez les plantes stressd& permettar la production de
dérivés xylémiens lignifiés. Danes entre-noeuds agéell) le pachyte est continu ptus développé chez les
plantes stressée#&\1S). Les plante: stresséesALS) ont de nombreuses fibreylémienne et des vaisseaux
larges, plus nombreux dansrkggior primaire du xyléme. La lignification des fibreapre«libériennes les plus
externes A2T) est plus marqué@pre: le stress(-A2S) de méme que celle d&extrémité du parenchyme
proxylémien et du pourtour de taoelle. Echelle = 150 pm de JT, JS, A1T et AE5250 um.A2T et A2S.
Echelle = 150 um JT, JS, A1TALS; 250 um A2T et A2S.

En effet, les cellules dparenchym médullaire sont plus grosses ddesentre-noeuds des
plantes témoins (Figuré$, AT) que dans les entre-noeuds des platrwtee: (FiguresJS,

AS). Un des effets du stresslin est donc de réduire la taille dedlules sans affecter de
facon significative le nombrdes cellules du parenchyme médullaire.nh@déle proposé par
Zentellaet al, 2007 modifiéRosset al, 2010 trouve chekledicagosative cv Gabes une

confirmation. Ledysfonctionnemel hormonal induit par 'ABA pourraiétre médié dans la
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cellule par la voie de signalisation SOSs (Salt lQv&ensitive) (Mahajaret al, 2008),
couplée a l'activité de kinases particulieres,Ne&PKs (Mitogen-activated protein kinases),
connues pour réguler la division cellulaire, le @éppement de certains organes (Widmann
et al, 1999; Chen et Thorner, 2007; Colcombet et H2@08). Cesmodifications sont

impliqués dans la tolérance des glycophytes, ar#rainte saline (Zhat al, 2001).

Au dela de la taille des cellules, la contrainténsaaffecte le fonctionnement de I'assise
cambiale. En effet, le développement d’assise diligneuse inter-fasciculaire est précoce,
entrainant la formation d’un pachyte continu dassjéunes entre-noeuds des plantes traitées
par le sel (Figure 39S). La différentiation des cellules cambiales emefgoxylémiénnes et en
vaisseaux est également fortement modifiée entplégges témoins et les plantes traitées par
150 mM de NaCl. Dans les entre-noeuds des plahiessées, les vaisseaux sont petits, peu
nombreux avec des fibres xylémiénnes abondantgsirg-i39A1T-ALS). Il en résulte une
perte de l'alignement des vaisseaux du bois dasigidges des plantes traitées (Figure 39
AlS). L'ensemble des modifications observées est togjplus prononcée avec I'age des
tiges (Figure 39S-A1S). De plus, le sel induit des modifications pat&taguantitatives et
gualitatives, telles que I'épaississement des panes fibres supra-libériennes et la
lignification des parenchymes xylémien et médudlaur 4 a 5 assises bordant les pbles de
régression vasculaire (Figure B2T-A1S). Outre la différentiation des tissus formant éésh

le cambium va participer a la différentiation dug@me. Ici encore le stress salin induit des
modifications avec une lignification importante digses supra-libériennes (Figure 32T-
A2S). De nombreux auteurs ont mis en évidence un @ffettress salin sur I'accumulation de
lignine, plus particulierement dans les racines ro@nchez la tomate (Gowat al, 1991;
Espartercet al, 1994; Quirogat al, 2000; Sanchez-Aguawt al.,, 2004). Cependant, aucune

donnée n’est ace jour, disponible quant a un difettress salin sur la lignification des tiges.

En résumé, l'effet du sel, dans les entre-nceudstéaobservé sur la structure des tissus
vasculaires et de la moelle. Le traitement avec & de NaCl accélére le fonctionnement
du cambium dans les entre-nceuds jeunes (installptiécoce d’'un pachyte continu) et induit
une lignification accrue des fibres supra-libériesindes €léments xylémiens et de la région
meédullaire adjacente au bois. L'effet, marqué dangartie caulinaire agée, par rapport a la
jeune, sera-t-il retrouvé dans les feuilles dedms< étages ?C’est le résultat présenté dans le

paragraphe suivant.
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[l Effets du stress salinsur I'histo-morphologie foliaire de M. sativacv
Gabes

lI-1 Effets du stress sur lamorphologie des feuilles jeunes et agées

La feuille composédrifoliée de M sativa comprend un pétiole articulgur la tige par un
pulvinustres rudimentairedeu» folioles paires et une foliole impaiterminal¢ elle méme

articulées sur le pétiole pdes pulvini foliolaires (Figure 4@\).
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Figure 40 : A, Représentation sématiqu: de la feuille composée trifoliée dé sativa; B, Feuilles jeunes]j
et agésA), des plantes témoin$) et des plantes traitées par 150 mM Ne&}l (

On notera une différengaorphologiqu importante entre les feuilles jeunes et agéepldese: témoins (foliole
rondeversusfoliole oblongue) etine différence de taille, de forme et de couleursesles folioles des feuilles
jeunes et agées des plargagssée avec pour ces derniéres I'apparition de nécroses.

En I'absence de stress salime évolution dans la forme et la taille mbe des folioles en
fonction de I'age a étébservé chezM. sativa (Figure 40B, JT-AT). En effet, les folioles
des feuilles jeunes (Figu4C B, JT) présentent une forme oblongaéors qu’elles sont
arrondies pour les feuilleéayée (Figure 40B, AT). Pour les plantesaitée: avec 150 mM de

NaCl, la morphogenédeliaire est fortement modifiée quant a la formada couleur (Figure
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40 BJS-AS) et a la surfaceles limbes foliaires (Figure 4R), mais égalemer quant a la

longueur et au diametre qétiole (Figure 41C, D). Outre les moifications de forme des
folioles des feuilles, eshise en évidence une différence de colorati® limbes foliaires

entre les feuilles jeunes &yée (Figure 40B, JT-AT). En effet, ledimbes des folioles agées
sont plus jaunes soulignafiexistence d'une chlorose induite paXaCl. Plus encore, les
folioles des feuilles agéemontren des nécroses de la régi@@riphériqu pouvant se

développer vers l'intérieur dimbe (Figure 4@, AS).
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Figure 41 :Effets du stress salsui la surface foliaire4), la longueur de la nervuggincipale (B), la longueur
(C) et le diamétred) du pétioledes feuilles jeunesHJ) et agéesHA) de M. sative cv GabésT, plantes
témoins,S, plantes traitées aveldsC mM de NaCl pendant 5 semair@saque valeureprésent la moyenne de
75 mesures individuelles.Laservalle: de sécurité sont calculés au seuil de 5%.

Le traitement entraine uneéduction de ~44% de la surfacassimilatricc et ceci

particulierement dans ldsuilles agées sans affecter, dans les mémneporions, la nervure
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principale de la foliole impaire (-22%). Pour ce gst de la longueur des pétioles et de leur
diameétre, l'effet du sel est moindre et affectengipalement les feuilles dgées avec des
réductions de taille respectivement de 27% et 11%. développement des feuilles,
I'apparition de nécroses et/ou I'accélération dedaescence, comme les réponses des feuilles
jeunes par rapport aux feuilles agées, ont étatdépar de nombreux auteurs (Vera-Estretla

al., 2005; Yasaet al, 2006; Munns et Tester, 2008; Wagigal, 2012; Kazachkovat al,
2013). Ainsi, chez le riz éiutrema les jeunes feuilles sont protégées quant a lractation

de N4 et CI a cause d’'une expression réduite de I'antiport BE&/H" dans ces derniéres
par rapport aux feuilles agées (Tejial, 2004; Vera-Estrellat al, 2005; Kantet al, 2006;

Oh et al, 2009; Wanget al, 2012; Kazachkovat al, 2013). D’autres mécanismes comme
'immobilisation des ions toxiques dans les racir®u leurs stockages dans les tiges
peuvent expliquer la protection des feuilles jeufiessani et Marschner, 1978; Apsteal,
1999). En conséquence, seules les feuilles plussagent devoir réajuster leur osmolarité
cellulaire ce qui entrainera, pour ces derniénes,réduction de la croissance, une baisse de la
photosynthese (Saiedd al, 2005; Keutgen et Keutgen 2003; Giuffrietaal, 2001) voire une
altération de la captation de I'énergie lumineuae gees molécules de chlorophylle, d’'ou la
chlorose observée sur les plants de luzerne tsaig@ec 150 mM de NaCl. Tous ces
mécanismes conduisent a une augmentation des R&)Ssles feuilles agées, ce qui induit
des nécroses foliaires précoces, a l'instar deuteest observée chad. sativacv Gabeés
(Figure 40B, AS).

[I-2 Effets du stress sur I'histologie des feuillegeunes et agées

Les réductions de croissance des feuilles vonueniter la photosynthése des feuilles, que
nous aborderons dans le dernier paragraphe de aggtreh Chapitre 1), mais également
'anatomie du systéme vasculaire, lieu de chargemes élements toxiques dans les feuilles,
et également site de transfert des assimilats elegdas du mésophylle vers la vascularisation
phloémiénne. Chez la luzerne, la vascularisatioladigie se prolonge dans la feuille (Figure
39 A) en passant successivement papudvinus foliaire rudimentaire, puis le pétiole, le
pulvinus foliolaire,la nervure principale des folioles atfia les veines moyennes et les
mineures. Dans cette partie, nous regarderonsppéicssément les modifications induites par

la contrainte saline dans les feuilles agées.
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II-2-1 Anatomie despétioles despulviniet des nervures principalesies folioles agées

Nous avons montré quaugmentatiol observée de la longueur gétiole dans les feuilles
agées sous l'effet du seds accompagnée d'une réduction deoissanc diamétrale,
comparativement autémoin: (Figure 41B-D). Les fibres supréibérienne qui surmontent
les trois faisceaugribrovasculaire du pétiole présentent des parois mpaisse et sont plus

nombreuses en présencesae(Figure 42).

Figure 42 : Coupes transversalds pulvinusde la feuille PF) et détail du systemeasculair du pétiole Pe)
colorées au FASGA des feuillégés des plantes témoin3 ) et des plantes traitées g&C mM NaCl ).

Le pulvinus de la feuille PF) présent avec 2 faisceaux vasculaires latérauxuetdorsal montrant une
lignification plus importante defibres phloémiénnes, du xyléeme et des fibrg¥miénne et a I'extrémité du
parenchyme xylémien des plantsessée (Pe9, par rapport aux témoin®€T). Noterles différences de taille
des cellules du xylemd&€T-Pe$. Echelle = 200 um PFT, PFS; 50 um PeT, PeS.

Dans lepulvinus foliolaire, le parenchyme cortical et la vascularisat&ont de taille plus
importante que celles dpetiole qu’il prolonge, mais les modificatiorinduites par le sel y

sont similaires (Figure 4Pf).Aux pulvini foliolaires, fait suitelanervure principale, dans
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laguelle,et comme décrit dans les organes foligirésédents, le sel augmente le nombre et
I'épaisseur des parois des fibres dans la régipradibérienne et dans le xyléeme secondaire.
Ce dernier comporte moins de vaisseaux, en dispogarfois anarchique, dont la taille est

plus petite et les fibres plus nombreuses que ldartemoins (Figure 48p).

Figure 43 : Coupes transversale gelvinusdu foliole principale IPf) et nervure principale du foliole impaire
(Np) colorées au FASGA des feuilles agés, des pldaéiesins T) et des plantes traitées par 150 mM N&&JI (
Le pulvinusfoliolaire des témoinsRfT) présente un anneau de collenchyme au bord exteroglindre central,
un anneau phloémien a parois épaisses, des vaissghfimiens en alignement vers le parenchyme aiparo
épaisses. Les plantes traité®$S) montrent uncollenchyme a parois trés épaissexyléme avec moins de
vaisseaux et plus de fibres que dans le témoimeleure principale du foliole impaire témolNdT) montre des
collocytes bordant le phloéme, un alignement desseaux de taille décroissante du xyléme secondaire
primaire. Dans plantes traitédspS) la lignification des collocytes les plus extermess importante, le xyléeme
secondaire montre de petits vaisseaux, des filnés gu cambium et de larges vaisseaux pres du gignee
protoxylémien, formé de cellules a paroi largevetcaune lumiére réduite. Echelle = 50 um PfT, RfST, NpS
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Dans les parenchymealissadiqu et lacuneux, de structure classiqueragemen salin rend
les plastes plus voluminewpe dans les témoins, a la fois dansflaglles jeunes (Figure 44
JS) et agées (Figure A5).

Figure 44 : Coupe transversale dienbe foliaire des feuillesjeunegd) et 4gésA) colorée au bleu de toluidine,
des plantes témoindT) et desplantes traitées par 150 mM NaCS§)Les parenchyme palissadique (PP) et
lacuneux (SP) ont un aspect pk@mpac chez les plantes traitée3S, JD). Dansfines nervures, le xyleme et
phloéme a parois plus épaissespbgt colorées dans feuilles traitées (JS), jeuysetagéesD) qu'n A et C;
gaine périvasculaire (GEpidermeinférieui (El), épiderme supérieur (E8F-A-Glutaraldezhyd¢ LRW, Sections
transversales, semi-fines, bleutdkiidine Zeiss OrthoPlan.

Les fines nervures, de 2558 um de diametre, sont entourées par gai@e perivasculaire
riche en amyloplastes. Cesrvure ne contiennent que 1 ouv2isseau de xyleme, 2 ou 3
cellules parenchymateusgshloémienne: 2 ou 3 tubes criblésassocié aux cellules
compagnes.Les cellulephloémienne présentent, sous l'effet dgel une paroi plus
intensément colorée par IdeL de toluidine que celle des feuilles plante: témoins. Cette
modification existe dans ldgsuilles jeunes (Figure 4¥5) comme danges agees (Figure 44
AS).

L'appareil plastidial apparai plus compact dans les parenchymessimilateur aprés
traitement par le sel. Leservure mineures sont €également touch@es le traitement qui
induit des modificationspariétales, observées plus particulieremetan: le phloeme a

I'échelle photonique.
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[l Effets du stress salinsur la physiologie foliaire deM. sativecv Gabes

La feuille représente unaterface d’échanges gazeux avec I'atmosph@rcipalementia
I'appareil stomatiqgue avame sortie de vapeur d’eau p@vapotranspiratic et pénétration de
CO; pour la photosynthesé.importance de ces flux gazeux dsinctior des résistances
rencontrées dans la plamtent la plus importante est celle modulable jgarstomates.

A linstar de ce quiclassiquemel décrit dans la littérature (Stepiext Johnson, 2009),
'assimilation nette du C&(A) est réduite, respectivement de 56%&¥ dans les feuilles

jeunes et agées, de luzernestée: par le sel par comparaison duzerne témoins (Figure
45A).
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Figure 45 : Effets du stress salisui I'assimilation nette de CQO(A), la conductancstomatique B), teneur
intracellulaire en C®(C) et latranspiratiol foliaire (D) des feuilles jeuned=0) etagée (FA) de M. sativacv

Gabés.T, plantes témoinsS, plante: traitées avec 150 mM de NaCl pendansdémaine.Chaque valeur
représente la moyenne demBsure individuelles.Les intervalles de sécurité scaltulé: au seuil de 5%.

Cette réduction de lphotosynthés peut étre due soit une modificatides échanges gazeux,
soit a une modification deprocessus mésophylliens. Dans notnedele les échanges
gazeux, respectivemelinflux de CQ (g9 et I'efflux d’'H,O (E), sontréduit: de 50% et 34%
dans les feuilles jeunes et 88% et 21% dans les feuilles agéegyure 45 B, D). Ici, les
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effets sont plus marquégan: les feuilles jeunes que dans les feuilfgges. Cependant,
guelque soit I'age deuilles il y a fermeture des stomates. Gksinée ont également été
décrites par d’autres auteucemme une réponse des halophytesiest glycophytes a la
contrainte saline (Chaudhwei Chaudhuri, 1997; Let al, 2002; Gulzaet al., 2003; Stepien
et Johnson, 2009). En effégs exceés de sel des sols modifient éggitude des plantes a
prélever de I'eau. De ce faitune des réponses immédiates atmtraint est la fermeture
des stomatesia la productior par les racines d’ABA et sotranspor jusqu’aux parties
aériennes. Cette réductice I'ouverture des stomates induit elfl®@me¢ une baisse de
'assimilation nette de C4t une réduction de croissance, ce que nobiservons De ce fait,
la baisse de la photosynthésedue plus a une dérégulation des processnsmésophylliens
de la photosynthes&ependan la teneur en C@intracellulaire n'estpas affectée par la
contrainte saline pour notreodel¢ (Figure 45C).Le maintien d’undeneu constante en CO
intracellulaire dans lefeuilles suggere que méme si les stomaéehiiser les influx de CQ,
son utilisation par lamachineric photosynthétique semble étégalemer modifiée. La
limitation a la diffusion duCQO, dans le mésophylle, d'abord dansrédsea des espaces
gazeux intercellulaires pudan: la cellule, permet de déterminer, pac#cul une valeur de
conductance au transfedu CO, encore appelée conductancgerne (gi). Dans nos
expériences, la conductanogerne est fortement diminuée chez lgante: stressées, avec un

effet tres marqué pour Igsune: feuilles (Figure 46).
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Figure 46 : Effet du stress salisul la conductance interne en €@es feuilles jeunes$-0) et agéesKA) de M.
sativacv GabesT, plantegémoins S, plantes traitées avec 150 mM de NaCl pendagrbaine.Chaque valeur
représente la moyenne demBsure individuelles.Les intervalles de sécurité scaltulé: au seuil de 5%.

L’épaississement deparois le dysfonctionnement des enzymes cirboxylation peut
entrainer une augmentatiate la résistance aux flux de €€ donc une baisse de la

photosynthese.
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IV Discussion, Conclusion

La mesure de divers parametres morphologiques aatenduits a montrer que la salinité
subie par les plants ddedicago sativacv Gabés a modifié leur potentiel de croissanee. L
traitement salin réduit le diamétre et la hautezs glantes. Des inhibitions similaires ont été
décrites précédemment chez plusieurs cultivarfsleidicago sativadont le cv Gabes (Mezni
et al, 2012), mais également pour les cv Mareth et Ghelm Steppuhnet al 2011, ont
révélé également des réductions de la croissangerme en hauteur des neuf populations de
luzerne selon le degré de salinisatiddans nos expérimentations, I'addition de 150 mM de
NaCl a la solution d’arrosage entraine une rédocfilus importante de la croissance en
hauteur par rapport a la croissance en diametrgésagt que le sel a un effet sur le
développement des méristemes apicaux et intereslaDutre la réduction de la croissance
des parties aériennes, le sel réduit égalemertridre des entre-noeuds a l'instar de ce qui a
ete décrit chePhillyreasp (L.). (Gucciet al, 1997) et cheAeluropus littoralis(Gouan) Parl
(Barhoumiet al, 2007). Bursseret al. (2000) demontrent que le stress salin induit des
modifications de la régulation transcriptionnellesdyénes codant des protéines impliquées
dans le fonctionnement du cycle cellulaire, comr€a et les cyclines (CycA2 CycBl). Le
stress salin induit alors des modifications detiNgi& mitotique des cellules méristématiques.
Si l'inhibition de la croissance en longueur trouwee explicatiorvia un dysfonctionnement
des méristemes, la réduction de la croissance améatie peut, elle s’expliquer par des
modifications de la turgescence des cellules diggla Les coupes histologiques des tiges
montrent une réduction d'~50% de la taille desutedl des plantes traitées. L’augmentation
de l'osmolarité de I'apoplasme pourrait alors réeldies flux hydriques vers la vacuole,
diminuant a la fois la pression de turgescenceile@le et la taille des cellules du parenchyme
de la tige. Dans notre modele, le stress ne sepdweaffecter la croissance des parties
radiculaires comme pour deux variétés de luzerrfdaled et Trifecta a 100mM de NacCl
(Lachhabet al, 2013). Ce dernier effet n'est pas classiquent&arit chez des plantes
soumises a stress salin (Shap al, 1998; French et Hsiao, 1994; Couot-Gastelier et
Vartanian, 1995; Robertsat al, 1990; Bitontiet al, 1991; Bracalet al, 1997; Saclet al,
1997). Cependant, un tel comportement a été obsdreg deux clones de peuplier blanc
(MA-195 et MA-104) apres trois ans de traitemeting@bassi, 2009). Le développement de
la partie racinaire est considéré par plusieurguagatcomme un critére de résistance a la
salinité et/ou a la sécheresse (Van hees, 199Bulsxpression du géne codant ufiePPase

diminue l'effet du stress salin sur la réductionlddongueur des racines chbfedicago
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satival. (Baoet al, 2009). Les F-PPases sont des enzymes connues pour étre inggiqué
dans le contrble des flux ioniques permettant bapson et/ou la séquestration vacuolaire des
ions comme le Na(Brini et al, 2007). Le stockage vacuolaire du sodium peraietitors le
maintien d’'une homéostasie ionique, notamment akdld’, et modulerait ainsi la capacité
d’osmorégulation des cellules (Basi al, 2009). Les racines acclimatées a des fortes
concentrations en sel présenteraient alors unesanoce différenciée (Etehadeiaal, 2010).

Si les adaptations aux milieux salins de I'appaéiien des halophytes se traduit toujours par
des réductions de croissance, une revue récentdranque l'architecture du systeme
radiculaire est modifiee sous l'effet de la conttai(Galvan-Ampudia et Testerink, 2011).
S'appuyant sur leur plasticité phénotypique, lemntals adaptent I'architecture du systeme
racinaire et la direction de la croissance desessiia une distribution hétérogéne de l'auxine
dans la racine (Zhaet al, 2010). La plante percoit alors la présence d&goconcentration
en sodium dans le sol et réoriente la croissanseatgnes (Tuteja, 2007; Kudé al,, 2010;

Yu et al, 2011). A I'échelle des feuilles, la contraintdise appliquée aux plantes
sativacv Gabés entraine une réduction de la surfacaif®lassociée, mais, dans une moindre
mesure, a un raccourcissement de la nervure paleci la fois dans les feuilles jeunes et
agees. Les effets du traitement salin sur la serfaliaire sont plus marqués dans les feuilles
agées gue dans les feuilles jeunes avec des bedspestives de ~50% et 30%. Ces effets du
stress salin sur la surface foliaire peuvent iexpliquer par une réduction de la taille des
cellules mésophylliennes soumises a des variatexisa et intracellulaires de potentiel
hydrique, comme le montre la figure 44. Dans lebkmon observe une réduction de la taille
des cellules palissadiques et une diminution dgmoes libres au sein du parenchyme
lacuneux. Pour ce qui est des tissus plus intensgetigmifiés, que sont les nervures, le
pulvinus et le pétiole on observe des effets masdvoire des effets inverses pour ce qui est
du pétiole des feuilles agées. Les modificationsrpmologiques s'accompagnent de
changements histologiques, avec une augmentatida lifgnification du systeme vasculaire
et des diminutions de la taille des cellules ddsipus et du pétiole. L’'augmentation de la
lignification des tissus végétaux a été décritezdadomate ou I'activité de la S-Adénosyl-L-
méthionine synthase (SAM; ATP:L-méthionine adéniagkférase, EC 2.5.1.6) est
augmentée lors d’'un stress salin. Les auteurs seigiggue la lignification des éléments de
vaisseaux permettrait de réduire la perméabilitéau dans I'apoplasme. De ce fait, I'eau ne
peut passer dans la lumiere du xyleme qu'apresr draiersé les cellules du parenchyme
xylémien (Sanchez-Aguayet al, 2004). La chélation du sodium sur la paroi dekules

lignifiées, associée a une augmentation de la tbétéc des membranes vis a vis de
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'absorption des ions, représente une stratégidagh@mtion a la contrainte saline. Outre les
modifications morphologiques et anatomiques dedllésu I'activité assimilatrice et les
échanges gazeux entre la plante et 'atmosphérteégatement perturbés. Pour ce qui est de
I'assimilation nette de C£)le stress salin induit une réduction de la foatdu carbone par
les plantes traitées, plus marquées dans lesdeydunes que dans les feuilles agées. Les
feuilles jeunes ayant une activité assimilatricdoBs supérieures aux feuilles agées, les
conséquences du stress salin sont alors fortenmeplifiées quant a la fixation globale de
carbone paM. sativav Gabés. De ce fait, les réductions de croissgacent été deécrites
précédemment peuvent trouver une partie de leypicakons via une diminution de la
production de photosynthétats. Muneisal (1995), expliquent la réduction de la surface
foliaire via une une réduction d’apport en glucidess résultats similaires ont été observés
chez plusieurs especes, dont 3 cwiBglicago sativd.. (Mezniet al, 2012). Outre les effets
du stress salin sur la photosynthese, notre étusigrenque les échanges gazeux (transpiration
et conductance stomatique) entre la plante et daphére diminuent. La diminution des flux
dans les plantes traitées est également ampli&éeie diminution de la surface foliaire, ce
qui va bien sdr diminuer 'accumulation de sel d&es tissus, mais ce qui va entrainer
egalement une baisse de la nutrition hydrominédaela plante. Tous ces mécanismes
concourent a une perte de biomasse simplementegigpertes trophiques. La réduction de la
surface foliaire face a une contrainte saline a été considérée eoram processus
d’adaptation a travers une meilleure efficiencetitidation de I'eau (Omamet al. 2006).
Contrairement éMedicago sativacv Gabes,Rhizophora mucronataugmente sa surface
foliaire sous l'effet du stress salin, maintenamsaune concentration cellulaire aqueuse
constante par absorption d’eau en quantité sufisdrevit, 1980). La réduction en biomasse
aérienne est un comportement commun chez les diytep (Munns et Termaat, 1986). Cette
inhibition de croissance a été réveélée chez lesoplyytes sensibles et plusieurs gycophytes
tolérantes (Taffouet al, 2004). Pour les glycophytes sensibles la rédnalie la croissance
est vraisemblablement régulée par des signaux haxodéveloppés par les racines (Munns,
2002). Toutes ces modifications morphologiquesfalfa var Gabés ont été accompagnées
par des modifications aux niveaux du fonctionnentent’appareil photosynthétique, qui se
traduisent par une baisse simultanée de l'assionlatette (A), de la transpiration (E) et de la
conductance stomatique pour le £@). Les témoins des feuilles jeunes et des feudltgses

ne présentent pas les mémes niveaux d’assimilagtte de C@ Il en est de méme pour les
feuilles traitées. Pour les feuilles jeunes, et aedépendament du traitement appliqué, les

activités photosynthétiques sont meilleures. Gedtation de la photosynthése en fonction de
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I'étage foliaire est liée a I'age physiologique ldefeuille, mais également a son aptitude a
intercepter le rayonnement lumineux. Une telle&ldhce d’activité photosynthétique selon
'age a été identifiée par Jurik (1986). Par conlseréduction de la photosynthése n’est pas
reliée seulement a I'étage foliaire mais aussirédiaiction de la surface foliaire (Munesal.,
2000). Concernant la conductance stomatigye(g plus importante réduction est celle
déterminée au niveau des feuilles jeunes, contnaginé a la photosynthese. Une telle
réduction de la conductance stomatique a étéifaenthezAtriplex hortensigSai Kachout

et al, 2009). Ces modifications dans les échanges gasmut dépendantes de I'espéece et la
durée d’application de stress. La réduction desamgpbs gazeux peut étre reliée a une
fermeture partielle de l'ostiole, qui limite aingis pertes transpiratoires (Ben Nja, 2010).
Cette fermeture des stomates pourrait étre reliéstr@ss osmotique et/ou a la déformation
des chloroplastes sous stress salin (&aal, 2006). Il existe d’autres facteurs qui influéant
réduction de l'activité photosynthétiques, tels daetoxicité ionique ou l'altération des
processus métaboliques (Turtnal, 2007). Face a cette contrainte saline, leslésuiendent

a réduire leur perte en eau afin de conserver eneige turgescence cellulaire permettant
une bonne tolérance a la salinité. Ce comportemeastt également identifié chériplex
halimus et Atriplex canescengBissatiet al, 2011). La réduction la plus importante de la
transpiration est celle des feuilles agées coivélatent avec la conductance stomatique. La
baisse simultanée de ¢t de E pourrait étre un des mécanismes adapdgifsioppés par la
luzerne cultivée. Contrairement aux travaux qui @étierminé I'existence d’une corrélation
positive entre la réduction de la surface folia@tda transpiration, cette espece développe la
plus importante réduction en surface foliaire ateau des feuilles agées, contrairement a la
transpiration. Certains auteurs ont relié la chdeéela transpiration a la réduction de la
conductance hydrique du systeme racinaire (Rodzigeteal, 1997). Les variations de
I'efficience d’utilisation de I'eau (EUE) sont trésibles. La reduction de EUE a été identifiée
chez le peuplier blanc suite a une baisse de tespieation (Abassi, 2009). La réduction en
EUE des feuilles agées, accompagnée par une rédwmi surface foliaire, sont considérés
comme une adaptation au stress salin, commeAmezanthassp (Omamet al, 2006). Les
précédentes modifications physiologiques ont étéormapagnées par une réduction en
conductance interne en gQa plus importante aux niveaux des feuilles jesuaix niveaux
des feuilles agées il existe une corrélation diatreonductance interne et I'assimilation nette
de CQ. L'absence d’effet du stress salin sur la conegiain en CQ dans la chambre sous
stomatique (¢ pour tous les échantillons, peut étre expliquaelg durée de traitement, qui

semble insuffisante pour agir sur cette derniege.chmbinaison d’'une faible assimilation
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nette du C@d'une forte résistance stomatique est 'une destéglies de la tolérance a la
salinité d’aprés Koyro(2003). Cette stratégie tend a réduire I'afflux skl au niveau des

feuilles en le maintenant a des niveaux non toxquaur assurer une meilleure longévité de

la plante (Koyrg2003).
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CHAPITRE 2 EFFETS DU STRESS SALIN SUR LA COMPOSITI®
BIOCHIMIQUE DES PAROIS DES FEUILLES DE M. sativa cvGabés

Dans cette partie nous avons cherchéasuivre lessefiu stress salin sur la composition
biochimique des parois des feuilles jeunes et agédtedicago sativav Gabes. L’approche
proposée ici vise aavoir une image des effets dmidrainte saline sur le pool global des
polysaccharides des parois primaires et seconda@deutes les cellules (xyleme, phloeme,
parenchymes chlorophylliens etc...) constituant lslles de luzerne. En effet, plusieurs
travaux ont montréque la contrainte saline éméraine réduction de la croissance des plantes
(Pujari et Chande, 2003; Ortega al, 2006; Geifuset al, 2011).Cetteréduction de la
croissance affecte la paroi primaire des celluleséeluisant son extensibilité(Beater al.,
2001), ce qui suggére un remodelage des polysadekgpariétaux. En effet, de nombreux
auteurs ont mis en évidence un effet du stress sali I'activitéde plusieurs enzymes et/ou
protéines de la paroi, comme la xyloglucane endosglycosydase (Jaret al, 2011), la
peroxydase dans les racines (Talabal, 2006; Janet al, 2011), les expansines (Geilfeis

al., 2011; Janet al, 2011) et les AGP (Jare al, 2011). Dans cette partie nous avons donc
cherchéaidentifier éffet du sel sur une redistribution des polyme@sépaux des cellules des
feuilles jeunes, actives et peu accumulatricesetiees des feuilles agées, moins actives mais
surtout plus chakges en sel, de la luzerne. Toutes les données péésetans cette partie ont
étéobtenues apartir d'un lot de feuilles collectéas 25 plantes par traitement. Pour les
expériences de biochimie, 6 cultures de luzerneétEmtalisées au cours de la these. Si toutes
les cultures ont étéconduites de fagon similage conditions micro-climatiques dans la serre
ne nous ont pas permis de reproduire des plantégitpeents identiques (différences de

température, quantitéet de qualitéde la lumiere).

|. Effet du stress salin sur les oses des feuillgsines et agées dil. sativacv
Gabes

L’analyse biochimique des sucres, et par extend@mnpolysaccharides pariétaux, nécessite la
mise en place de méthodes d’extraction séquentieBadifférents groupes de polyméres. Les
fractions obtenues (voir Matériels et MéthodeggasA, B, C, D, E, F1 etF4 ont servi aux
dosages des oses totaXT(), des oses neutre®N) et des acides uroniqueAl) (Tableau

2).
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La teneur en sucres totau®T) des feuilles jeunes]), obtenue en additionnant les teneurs
des différentes fractions est de ~14 mif MF. Cette teneur e®T est inférieure acelle
mesurée pour les feuilles agéA3 (ui est 17,6 mggMF. En condition de contrainte saline,
les rapports des teneurs @ s’inversent entre les feuilles jeunes et agéessiAle rapport
J/A passe 0,8 pour les plantes téemoifhy @1,5 pour les plantes stressées par 150 mM de
NaCl (5). Le stress affecte plus les oses neutres totaexles acides uroniques totaux se
traduisant par une baisse de plus de 30% de larten®N totaux dans les feuilles agées par
rapport aux feuilles jeunese€premiers résultats suggerent que le monosacchaiatdgueur
des pectines, comme l'acide galacturonique (Gaés}, peu affectépar le stress salin ala
différence des oses neutres. La contrainte saiim@me si elle se traduit par une faible
accumulation de sel dans les jeunes feuilles (Baongimi et al., 2003), modifie la répartition
ON etAU. Ces résultats globaux se retrouvent pour la négtas fractions collectées suivant
le protocole décrit par Vanzit al, (2002)al’'exception des fractiodset C (Tableau 2). La
fraction A, tres riche en glucide, est une fraction décritmme constituée d’un mélange tres
complexe d’'oses libres et d'oses issus de I'hydmlge polymeres comme les AGP, I\es
glycoprotéines, 'amidon (Vanziet al, 2002).

Pour ce faire, nous présentons les résultats &ssacette fraction, mais nous ne I'analyserons
pas directement. Les fractioBsC, D, E sont normalement enrichies en pectine, alors egie |
fractionsF1 et F4 sont riches en hémicellulose. La fractiGrme présente aucune inversion
des rapports T/S pour |€3T et ON entre les feuilles jeuneg)(et agéesA) (Tableau 2C).

Par contre, la teneur e®U diminue de plus de 95% dans les feuilles agéebléaa 2, C-
AU).

Pour la fractiorF4, normalement enrichie en hémicellulose, on obseneeaugmentation des
AU dans les jeunes feuilles (Tableau 1, F4-AU).

Globalement les plantes de luzerne soumises auniggte saline montrent une modification
des taux des sucres qui est @iinteentre les feuilles jeunes et agées. Ces modifitatio
concernent tout ala fois les factions enrichiepectine et en hémicellulose. De ce fait, une

analyse plus précise de la composition molécutiarees fractions est nécessaire.
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Tableau 2 : Teneur en oses totaux (OT), acides uroniques @lén oses neutres (ON) des différentes fractions
de polysaccharides (A, B, C, D, E, F1 et F4) etdrdes feuilles jeunegd)(et agéesA) des plantes témoin3’)

et des plantes traitées par 150 mM Na®}l Pour chaque fraction, des rapports des teneuf3Te ON et AU

ont étécalculés: rapport des teneurs en glucidesfalglles jeunes et dgée¥A) et rapport des teneurs en
glucides des plantes témoins et stress@&és) (pour les feuilles jeunesl) et agéesA). Toutes les données
présentées dans ce tableau ont étéobtenues ajga?tr feuilles sur une expérience. La manipulagi@bérépétée

3 fois.

Oses Totaux (OT) Ac. Uroniques (AU) Oses Neutres (ON)
(g 9-1 MF) (Mg g-1 MF) (Mg 9-1 MF)
T
J A JIA J A JIA J A JIA

T 11929,38  11327,86 1,05 3838,39 3366,31 1,14 | 8090,99 7961,55 1,02

A S 9284,76 9325,95 | 1,00 [ 2759,66 | 2786,37 | 0,99 | 6525,10 | 6539,58 1,00

T/S 1,28 1,21 1,39 1,21 1,24 1,22

T 319,58 328,91 0,97 83,40 59,42 1,40 236,18 269,49 0,88
B S 365,83 309,97 1,18 69,12 113,57 0,61 296,71 196,40 1,51

T/IS 0,87 1,06 1,21 0,52 0,80 1,37

T 127,26 147,18 0,86 16,39 33,87 0,48 110,87 113,30 0,98
C S 182,24 356,08 0,51 26,25 2,54 10,34 | 156,00 353,54 0,44

T/S 0,70 0,41 0,62 13,34 0,71 0,32

T 141,84 554,01 0,26 34,86 4,73 7,37 106,99 549,28 0,19
D S 461,97 197,91 2,33 0,76 12,83 0,06 461,22 185,08 2,49

T/S 0,31 2,80 46,08 0,37 0,23 2,97

T 366,11 494,44 0,74 | 251,99 273,75 0,92 114,13 220,69 0,52
E S 608,73 416,38 1,46 | 226,06 206,70 1,09 382,67 209,68 1,82

T/IS 0,60 1,19 1,11 1,32 0,30 1,05

T 535,50 119489 045 | 137,89 289,39 0,48 397,61 905,50 0,44

F1 S 905,63 1299,22 | 0,70 | 124,65 824,82 0,15 780,99 474,40 1,65

T/S 0,59 0,92 1,11 0,35 0,51 1,91

T 655,17 3636,93 0,18 61,25 437,75 0,14 593,92 3199,18 0,19

F4 S 5805,61 1542,85 | 3,76 | 920,67 407,89 2,26 | 4884,94 | 1134,96 4,30

TIS 0,11 2,36 0,07 1,07 0,12 2,82
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[l Effets du stress salin sur la composition polysecharidique des feuilles

jeunes et agées dil. sativacv Gabés

La composition polysaccharidique des parois dedldsyjeunes et agées a étéabordée suivant
2 approches différentes) (‘analyse des oses par chromatographie en phameuge (CPG)
permettant de déterminer le pourcentage molairedd&sents monosaccharides constituant
les polysaccharides co-extraits dans les diffésefractions obtenues, ét)(la détermination
des polysaccharides pariétawia une technique ELISA grace aun set d’anticorps

monoclonaux dirig&contre certains épitoges de ces polymeres.

[I-1 Effets du stress salin sur la composition en smosaccharides des parois des feuilles

jeunes et agées del. sativacv Gabes.

Les monosaccharides de chacune des fractions éitkegtifies par CPG et la proportion
relative de chacun d’entre eux a étécalculée shase de l'aire des pics chromatographique
obtenue par rapport aun témoin interne: le messiinlo Les données montrent que les parois
des cellules foliaires deMedicago sativacv Gabés renferment quatre catégories de
monosaccharides: les hexoses avec le glucose (E&lgalactose (Gal) et le mannose (Man),
les pentoses avec I'arabinose (Ara) et le xylosd)(Xin méthyl-pentose, le rhamnose (Rha)
et des acides uroniques avec l'acide galacturor(iGa#?) et I'acide glucuronique (GIcA).

La fraction A qui correspond ala premiére fractamilectée suivant le protocole décrit par
Vanzin et al (2002) est une fraction qui contient tout alasfdes oses circulants, et des
monosaccharides issus de I'hydrolyse de polymeasegtpux. L'importance du pourcentage
molaire du Glc dans cette fraction, suggére lagnmés de grandes quantités d’amidon et/ou
de saccharose co-extraites avec les polymérestqariée la feuille de luzerne.En effet, le
protocole de Vanziet al (2002) ne prévoit pas d'utiliseracdamylase permettant d’éliminer
'amidon, qui se retrouve tout naturellement dagrsatnes des fractions extraites, dont dans la
fraction A. De ce fait, cette fraction est diffemhent analysable en termes de composition
polysaccharidique. On notera cependant que cettéede contient d’autres sucres comme
I'Ara, le Rha, le Gal et I'GIcA pouvant suggéremlig@&sence de certains polymeres comme les
AGPs.

94



[I-1-1 Composition enmonosaccharide des fractions B, C, D et E

A partir de la fraction B ouldialyse élimine tous les sucres circulamés,monosaccharides
analysés ont tous powrigine un polymere. On notera cependant lasprier dune grande
guantitéde Glc dans légactions B et C al'instar de ce qui a étéobserdaas la fraction A.

Ce qui semble démontrer gleeluzerne stocke de grande quantiééidor dans les cellules
du mésophylle. Si 'omassembl les pourcentages molaires du Glc ftastion< A, B et C, le

stress salin induit une baisde12% des pourcentages molaires de dala: les feuilles jeunes
et de 20% dans les feuillegées. De plus, les pourcentages molait@s les feuilles jeunes
sont légérement supérieurse@> observés dans les feuilles agées. @ssltats different de
ceux présentés par Yat al (2010 sur la tomate. En effet, cebercheur démontrent que la
contrainte saline entraingne augmentation de sucres circulafitsobiles et de I'amidon.

D’autres auteurs montremjue le métabolisme des sucres (saccharas@don) évolue de
facon différenteen fonctiode la sensibilitéet/ ou de la tolérance gqhdante: au sel (Figure
48; Janzt al, 2010).

UDP-Glucose
=] 2.4.1.14

Cellulose Q O
O
a-D-Glucose
O 2714 1-0O
[3-D-Glucose p-D-Fructose
12 6 3 15 1:1 15 3 6 12
P. x canescens fold ratio P. euphratica

Figure 48 : Métabolisme de #midor et du saccharose d'aprés Janz et al. (2Q4d¥).couleurs indiquent les
niveaux d’expression entfe euphratic: et P. xcanescensEn rouge les niveaux élevds P. euphraticaet en

bleu les niveaux faibles dB. x canescensEC: 2.4.1.13, saccharose synthase; E€1.18, I'enzyme de
ramificatiorn(1,4)-glucane; EQ.4.1.34 B(1,3)-glucane synthase; EC 3.2.132amylase EC 3.2 .1.3, glucane
a(1,4)-glucosidase; EC 3.2.1.dellulase EC 3.2.1.20¢-glucosidase; EC 3.2.1.2f;glucosidas¢ EC 3.2.1.39,
glucane endo-(1,3)-D-glucosidast D’aprés Janet al (2010)

Il semblerait donc que lgglante: mettent en place des mécanisndééérents de stockage
et/ou de production dmidor et de saccharose suivant leadaptabilié/tolérance ala

contrainte saline.
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Les fractions B, C, D, Econtienner toutes du Gal, GalA, dé&lc et de I'Ara. Les
pourcentages molaires @lc, significatif encore dans les fractions B@tdécroissent pour
devenir négligeables dans Feactions D et E (Figure 49).
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Figure 49 : Pourcentage molairdes monosaccharides séparés et identifiés par QR@&iades fractionsg),
(C), (D) et E) des feuilles jeunef)) et agéesA) des plantes témoind ) et desplante: traitées par 150 mM
NacCl (8).
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L’GalA est retrouvédans des proportions variablies2 a50%, dans chacune de ces fractions
suggérant la présence de pectines. De toutesam®oiits, identifiées par de nombreux auteurs
comme étant des fractions enrichies en pectinee(RH00), seule la fraction C ne répond pas
pleinement acette définition. En effet, al’exceptites plantes stressées, les feuilles jeunes et
agees des plantes témoins sont trés pauvres en 8a8 des pourcentages molaires
inférieurs a5%. Pour la fraction B, les pectinedrates en présence de JT&; sont
classiqguement qualifiées de pectines insolublaviflet al. 1981). Pourtant ici, il semble que
le Na&COs; ne permette pas d’extraire ces molécules darfeldtes témoins jeunes et agées.
Cette grande variabilitédes pourcentages molaistse accord avec les taux tres faibles
d’AU mesurés dans cette fraction (Tableau 2 C-ALE. NaCO; permet de rompre les
laissons covalentes mettant ainsi en solution uaetiéon pectique insoluble (Selvendran

al., 1985 ; Selvendran et O’Neill, 1987). Chez laelne, cette fraction semble difficilement
accessible avec ce type d’extractant suggérantdtpudres processus peuvent bloquer son
action. Dans les 2 autres fractions définies comiaies en pectine, la présence de 20 mM de
NaBH, permet de réduire la dégradation des pectineg-pmination (Fischeet al, 1994).
Ces fractions ont des taux d’'GalA supérieurs a20féc aun contenu en 0ses nheutres
principalement constituéd’Ara, de Gal et dans urmndre mesure de Rha, indiquant la
présence possible de nombreuses zones riches emabalacturonane branchépar des
chaines latérales constituées d’oses neutresrxregjions ».

Apres avoir identifiéet quantifié, de facon relatides differents monosaccharides présents
dans chacune des fractions B, C, D et E, nous agbaschéareconstruire les polymeres
suivant la méthode de Muschitz (2009). Cette meghael calcul est basée sur la proportion
relative des monosaccharides constituant les m@ctin

Elle permet ainsi apartir d’'un mélange complexe ndenosaccharides de reconstituer le
polymeére putatif constituéde différents monomeresdysés par CLG.

Pectines

Homogalacturonanes (HG)
HG = GalA-Rha

Rhamongalacturonane (RG)

Chaine principale (CP) CP=2Rha
Chaine latérales (CL) CL = Gal + Ara
RG=CP +CL
Pectines HG + RG= GalA + Rha + Gal + Ara

Hemicelluloses
Xyloglucanes

XG =% Xyl + Glc
Autres hémicelluloses

%% Xyl + GIcA + Man
Hémicelluloses

Glc+ Xyl+ GIcA + Man
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Sur la base de ce&quations les fractions B, C, D, et E sombnstituée de polymeres
présentés dans le tableau 3.
Tableau 3 : Pourcentage desolymeére pectiques et hémicellulosique calcuksvan Muschitz (2009) des

fractions B), (C), (D) et [E) extrair & partir des feuilles jeuned)(et agéesA) desplante: témoins T) et des
plantes traitées par 150 mM NaG).(

B J Pectin 52,08 49,81 c ] Pectin 22,18 38,95
HG 1,11 21,4 HG 0 20,71
RG 50,97 28,41 RG 22,18 18,24
Hemicellulose 20,98 25,69 Hemicellulose 19,53 36,06
A Pectin 52,08 36,91 A Pectin 19,83 40,65
HG 15,17 6 HG 0 22,53
RG 37,08 30,91 RG 19,83 18,12]
Hemicellulose 20,95 34,12 [Hemicellulose 23,32 17,52
D J Pectin 53,47 22,21 E ] Pectin 71,08 49,65
HG 37,19 4,58 HG 33,24 35,75
RG 16,28 17,63 RG 37,84 13,94
Hemicellulose 17,52 9,22 Hemicellulose 10,12 9,51
A Pectin 69,92 74,69 A Pectin 58,14 38,42
HG 45,17 36,63 HG 22,18 7,51
RG 24,75 37,86 RG 35,96 30,91
Hemicellulose 3,47 6,87 Hemicellulose 13,46 14,46
T H T 5

Cette reconstitution mot@laire nous permet de confirmer que les difiéte: fractions B, C,
D, E sont constituées d’'umélange de molécules oules pectines soaforitaires. Mais
I'extraction séquentielle cextraite avec les pectines des hémicelluloge$exception de la
fraction C, toutes lesfractions contiennent deshomogalactorant (HG) et des
rhamnogalacturonanes (R@ar contre des différences importanpesiven étre mises en
évidence entre les fractiopgctique analysées, et entre les feuiljeane: et agées. Les HG
sont peu représentés dansftastions B et C et montrent de plus des difinces importantes
pour les feuilles jeunesntre les plantes témoins et les plantes traijgas 150 mM NacCl
(Tableau 2 B, C). Leproportion: dHG augmentent avec la contraistdine Pour ces mémes
fractions, les effets soimverses pour les RG par rapport aux HG. Plearfeuilles agées, les
taux de HG et de RG de feactior B diminuent avec le traitemeators qu’ils augmentent

pour les HG et sont invarianpsur les RG.
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Pour les fractions C et D les taux globaux d’'HGIetRG sont bien supérieurs et invariants
avec I'age et le traitement. La présence de GdlAet suggérent la gsence de ramification
d’arabinane, de galactane et/ou d’arabinogalactane que I'on puisse trancher entre ces 3
polymeres. Les RG sont probablement des RG deltyais d’autres investigations doivent

étre conduites afin de vérifier ces données qientspéculatives.
lI-1-2 Composition en monosaccharides des fractionsl et F4

L'utilisation d’une base forte, comme la potassM{E1) et 4M (F4) permet d’extraire des
polyméres hémicellulosiques. La figure 2 montre des fractions F1 et F4 sont
particulierement riches en Xyl, en Gal et Ara sposir autant présenter des taux de Glc
important. Dans ces 2 derniéres fractions on troéyalement de I'GalA. La présence de
GalA suggere gue I'enzyme utilisée dans la frackom'a pas dégradé toutes les pectines. A
I'exception des feuilles agées des plantes témmihes Xyl et Ara sont plus abondants, dans
les autres échantillons, nous n’observons pasftéatices significatives en fonction de I'age
et/ou du traitement (Figure 50). Les faibles temeam Glc suggérent qu'il existe d'autres
hémicelluloses que les xyloglucanes dans les paesscellules des feuilles. En effet, les
xyloglucanes, connus pour étre I'hémicellulose @pale des parois primaires des
dicotylédones, sont identifiables par la présere&tt, Xyl dans des proportions 2/1 auquel
on associe d’autres sucres comme le Gal et leEu@renant seulement les deux sucres Glc
et Xyl on remarque que sous leffet de la saliaitééponse au sel a étégénéralement
dépressive sur ces deux sucres pour les feuillesegeet agées, sauf dans la fraction F1 et
pour les feuilles agées (Figure 50). Afin d'ideietifles polyméres présents dans chacune de
ces fractions, nous avons appliguéla méthode dmilcpfoposée par Muschitz (2009) aux
fractions F1 et F4 (Tableau 4). Dans ces fractitmsalinitéa induit des réponses variables

chez les plantes.
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Figure 50 : Pourcentage molaimes monosaccharides séparés et identifiés par GR@iedes fractionsK1) et
(F4) des feuilles jeuned) et agée$A) des plantes témoin3) et des plantes traitées &0 mM NacCl §).

Le traitement de la luzerrarec 150 mM de NaCl se traduit par ubaisse de 20 a50%, des
proportions relatives des imécellulose ala fois dans les feuilles jeuneisdgées (Tableau 4).
Les xyloglucanes repséntar la fraction hémicellulosique majoritaioke: les dicotylédones,

une étude plus fine de cpslyméres a étéentreprise (Figure 51).
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Figure 51 : Pourcentage dligosaccharid identifiépar spectrométrie de masse apartiedeaction F1/F4) des
feuilles jeunesJ) et agéesA) desplante: témoins T) et des plantes traitées par 150 &ICI (S).

L’hydrolyse desxyloglucanes constitués d’'un squelette de base Ri€Ic liéen p-(1,4),
permet de libérer toute ureerie d’oligosaccharides en fonction deldagueur et de la

diversittmonomeérique deshaine latérales suivant la nomenclaturecuie par Fryet al
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(1993). Cette expérienceonfirme la présence de xyloglucanesomme l'une des
hémicelluloses chez laluzerne Les trois oligosaccharidesmajoritaire: retrouvés
indépendamment de l'age, @t traitement des plantes sont XX&,.LG et XXLG. Si la
majoritédes xyloglucaneson fucosylés (Figure 51), il est difficile daettre en évidence des
effets du sel et/ou de & des feuilles sur la distribution desligosaccharide de
xyloglucanes. Le sel, et danae moindre mesure I'age, semblentgmente la proportion de
oligosaccharides fucosylésigeérant une tendance al'augmentationlaeigidification des
parois. En effet, le Fugrincipalemer retrouvédans les xyloglucanebez l'arabette des
dames (Zablackigt al. 1995) modifie les propriétés d’expansion depgaroi (Levyet al,
1991; Carpita and Gibeaut993 Reiter et al., 1993) et I'accessibilitd xyloglucanes des
xyloglucanes endtransglycosidas: (Roseet al, 1996). Le tablead confirme que les
fractions F1 et F4, outre gm: étre pures, contiennent probablememtutte: hémicelluloses
gue les xyloglucanes, dopeu étre des arabinoxylanes. Ici encaex données méritent
d’étre confirmées. Saucuni publication ne mentionne la présencardbinoxylan et/ou
d’arabinane cheaV. sativg Xiong et al (2007) ont purifiéet clonge B-D-xylosidase
d’alfalfa capable diydrolyse des arabonixylanes de bléet damsbinane de betterave
sucriere. De plus, Cheet al. (2006) ont mis évidence une vagerticuliere de liaison de
I'acide férulique aux paroigellulaire: de M. sativa Sachant que l'acidi&rulique a étédécrit
comme lieaux résiduarabinose: I'existence d’arabinanes et/ouadabinoxylane chez la
luzerne peut représenteine hypothése plausible. Cependantnéore I'imprécision des
données ne nous permpas de conclure. D'autres expériences soatessaires afin de

confirmer cette premiéraypottése.

Tableau 4 : Pourcentage dgsolyméres pectiques et hémicellulosiques calcsliéisan Muschitz (2009) des
fractions F1) et (F4) extraits @artir des feuilles jeunesl) et agéesA) des plantes tdoins (T) et des plantes
traitées par 150 mM NaC8). Pourchaque fraction, des rapports des teneurs sordsepis

o) Pectin 189 55 R Pectin 62,96 74,53

Hemicellulose 50,12 39,55 Hemicellulose 34,58 pENY
X6 2,18 23,16 X6 20,76 139

Other Other
Hemicellulose 17,94 164 Hemicellulose 13,82 937

A Pectin 62,81 7293 A Pectin 65,17 708

Hemicellulose 49,56 25,26 Hemicellulose 3336 2634
X6 23,36 14,14 XG 2033 153

Other Other
Hemicellulose 26,2 11,12 Hemicellulose 13,03 2634
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Si I'on considere la fraction F4, potentiellemeaplus riche et la plus pure en hémicellulose,
nos résultats suggerent une situation trés différentre les feuilles jeunes et les feuilles
agées. En effet, la contrainte saline induit unegnsntation de ~50% des autres
hémicelluloses dont, putativement, des arabinoxgaet/les arabinanes alors que les
proportions sont inversées dans les jeunes feulles résultats pourraient s’interpréter quant
aune réponse des feuilles agées ala contrainteegadir une augmentation de la lignification
des parois primairega I'acide férulique, réduisant un peu plus la digestibilitéés plantes

chez les ruminants.

[I-2 Effets du stress salin sur la distribution decertains épitopes polysaccharidiques

dans les parois des feuilles jeunes et agéesulesativacv Gabes.

Afin de préciser les résultats obtenus précédemmpeatis avons cherchéaidentifier
certainsépitoges de polysaccharidga [l'utilisation d'un set d’anticorps monoclonaux
commerciaux. Plusieurs anticorps ont ainsi été&giliJIM5 et JIM7 capables de reconnaitre
respectivement des chaines d’HG peu ou péthytespétifiés et ithylestérifiés (figure 52, 1

et 2), LM5 et LM6 pour respectivement dfgl,4)-D-galactanes eti(1,5)-L-arabinanes
(figure 5, 3 et 4) et LM15 et CCRCML1 du fait declgpacitéareconnaitre respectivement les
chaines des xyloglucanes non fucosylées et fuoesylEigure 52, 5 et 6). Le choix de ces
différents anticorps pour cette étude est aliecdes résultats présentés dans le chapitre 3:
effet du stress salin sur la distribution des pamtgbarides dans les veines mineures des
feuilles jeunes et agées Mk sativacv Gabes.Les différents anticorps utilisés damstie de
cette étude montrent des profils d’expression wifiéiés en fonction des fractions A, B, C,
D, E, F1, F4 (Figure 52). A I'exception des antpodirigés contre le(1,4)-D-galactanes et
a(1,5)-L-arabinanes (Figure 52, 3 et 4) qui se retemt dans toutes fractions isolées (A, B, C,
D, E, F1, F4), les polysaccharides pectiques (Eidgi#, 1 et 2) et hémicellulosiques (Figure
52, 5 et 6) ne sont identifiables respectivemerdg dans les fractions B aE et B, D, E et
surtout F4. Les HGs peu ou pas méthylestérifigetseuvent essentiellement dans les feuilles
agees et le stress semble avoir un effet stimslanfaccumulation de ces polymeres (Figure
52, B1).Des marquages similaires peuvent étre mévalence pour les HGs méthylestérifiés
(Figure 52 B2) avec ici un niveau d’expression ptaportant que pour les HGs peu ou pas
meéthylestérifies. A I'exception de la fraction Beypd’HG reconnus par JIM5 et JIM7 peuvent

étre mis en évidence dans les autres fractionédasolCeci suggere que les autres fractions
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« pectiques »ne contienner pas ou tres peu HG maisprobablemer des

Rhamnogalacturonanes eegarc de la composition molaire de deactions (Figure 52, 2).
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Figure 52 : Dot blot réalisé a partites fractions polysaccharidiques, B8, C, D, E, F1 el F4) collectées suivant
le protocole de Vanziet al (2002 des feuilles jeunesl) et agéesA) des plantesémoin: (T) et des plantes
traitées par 150 mM NaC#¥J.

1, anticorps JIM5 dirigé contreles HGs peu ou pas méthylestérifiéd;, JIM7 dirigé contre des HGs
méthylestérifiés3, anticorps LM5dirigé contre de$(1,4)-D-galactanes}, anticorpsLM6 dirigé contre des et
a(1,5)-L-arabinanes5, anticorpsLM15 dirigé contre des XGs non fucosylé&; anticorp: CCRCML1 dirigé
contre des XGs fucosylés.

Si seules quelques fractionentenaier des HGs, il semble que thstributior desp(1,4)-D-
galactanes eti(1,5)-L-arabinane soit bien plus complexe. Toutes l&actions semblent
contenir ces polymeremais avec des intensités variables,eateptiol de la fraction A
(Figure 52, 3 et 4). Les Rolysaccharide identifiés par les anticorpsM5 et LM6 sont
susceptibles de reconnaitrdes B(1,4)-D-galactanes ew(1,5)-L-arabinane et/ou des
arabinogalactanes de type De ce fait, la fraction A enrichieer AGP, donc en
arabinogalactanes de type ilest pas identifie@ par I'anticorps LM5mais peut I'étre pas
anticorps LM6. Dans nos edfiences on observe un net marquagefdeiles jeunes et agées
des plantes témoins aveadticorp: LM6, suggérant la présence déAGP connu pour
arboer desarabinogalmactan de type Il (Clarkeet al, 1979; Fincheet al, 1983). A la
différence desarabinogalactan de type Il, les type | ne sont atés que chez les

rhamnogalacturonand€larke et al, 1979; Fry, 1988; Hingt al, 2005) En confrontant les
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résultats des pourcentages molaires déterminéslemfsctions B, C, D, E, F1 et F4 (Figure
49 et 50) avec les résultats obtenus grace auzoapsi LM5 et LM6 (Figure 5-3 et 5-4), on
peut raisonnablement émettre I'hypothése d’une @doece dans les feuilles jeunes (FJ) et
agees (FA) de rhamnogalacturonanes ramifiés, aveavec des chaines latéralespde,4)-
D-galactanes, d{(1,5)-L-arabinanes, d'arabinogalactanes de typesoif d’'un mélange
complexe de ces 3 polyméres. Le traitement de é&amtitm E avec des pectinases
commerciales dspergillus nigefPectinex smash XXL, Novozymes), n'a pas permis
d’éliminer toutes les pectines que I'on retrouvesikes fractions F1 et F4 (Figure 50 et 52).
Le mix pectinex smash XXL a étéidentifie comme dyane activitépolygalacturonase
majoritaire, et des activités xylanases et endaglases (Puupponen-Pimial, 2008). Les
polygalacturonases(EC 3.2.1.15) sont des enzymedégelymérisation des pectines qui
catalysent I'hydrolyse de la liais@il,4) glycosidique entre 2 unités d'acide galactigue
non estérifie(Fogarty et Ward, 1974). Lorsque lg€5 Bont fortement branchés, d’autres
enzymes que les polygalacturonases permettentbdeetiles sucres constitutfemme les
RG-hydrolases (Scholst al, 1990), les RG-acetyléshses (Searle-Van Leeuwent al,
1992), les RG-rhamnohydrolases (Muttgral, 1996), les RG-lyases (Azadt al, 1995;
Mutter et al, 1994) et les xylogalacturonane-exogalacturon@Bekimanet al, 1996). La
faible efficacitédu mix pectinexsmash XXL sur les pectines des feuilles jeunegyées de
M. sativacv Gabes pourrait alors s’expliquer par la présedans nos extraits, d'une forte
proportion de RG | fortement rami§iéEn effet, les pourcentages molaires de GalA, kda R
ainsi que le tres fort immunomarquage des fractilhet F4 avec les anticorps LM5 et LM6
plaident en faveur de de la présence RG | fortermamtifiés. Lorsque I'on analyse la
distribution des épitoges reconnus par LM5 et LM6f@nction de I'age et/ou du traitement
on constate globalement que les tissus jeunegptmtiches en RG | que les tissus agés. Par
contre le sel n'a pas ou tres peu d'effets surR& dans les feuilles jeunes alors qu'il
entrdne une augmentation importante de la distributies chaines latérales dans les tissus
stresgs, al’exception de la fraction B. On notera quenBrquage est plus important pour les

a(1,5)-L-arabinanes que pour Ig4.,4)-D-galactanes.

Le dernier polymére analyséici est représentépar ¥gloglucanes qui se retrouvent
majoritairement dans la fraction F4, et dans unendre mesure dans la fraction B (Figure 52
B5 et F4/5-5). Aucune intensitédifférencide marquage n’a pu étre mis en évidence que ce
soit en fonction de I'age et/ou du traitement drsllies avec 150 mM de NaCle€résultats

confirment les données obtenues en spectrométmeadee (Figure 51). Lorsque I'on analyse
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la présence de xyloglucanes fucosyes I'utilisation de I'anticorps CCRCM1, on observe
des profils bien plus complexes (Figure 52 5-6)casdes marquages pour d’autres fractions
que la fraction F4. Laencore, les travaux conduisden caractérisation de cet anticorps ont
permis de mettre en évidence la possibilitéd’hyddrah croisée avec des RG | (Puhlmaatn
al., 1994; Freshouet al, 1996; 2003; Pattathdt al, 2010). Cependant, quelque soit la cible
de I'anticorps, aucune corrélation entre le nivdaducosylation des RG | et des XyG n’'a pu

étre mis en évidence.

[l Discussion, Conclusion

Sous l'effet du stress salin la paroi cellulaireMedicago sativacv Gabes est le théatre de
plusieurs modifications quantitatives et qualiteatvde ses polymeres. Cette capacitéde
modification de la composition biochimique de I'entble des parois foliaires peut étre
al'origine de la tolérance de cette espéce auraicegeuil de salinité, en I'absence de
compartimentation. Nos résultats concernent lditédes parois du limbe, englobant donc
'appareil vasculaire et les cellules assimilasiaki mésophylle. Rappelons que dans notre
protocole, au moment de I'extraction et du fraate@ment de la paroi cellulaire, la cellulose,
précipitée au cours de l'extraction, et formantralée culot, a étéélimiré Ainsi, les
polymeéres paétaux analysés dans les différentes fractions adlegthémicelluloses et les
pectines.De plus, notre analyse ne concerne p&mdaon A,enrichie en AGPs et eN-
glycoproteines, car cette derniere contient desitifga non négligeables d’amidon, et n’a pas
etepurifiée.Pour les autres fractions, B, C, D,F&, et F4, les dosages colorimétriques
montrent une hétérogénéitédes réponses des degesdtdliaires vis-a-vis du traitement de
150 mM sel. Prenant 'exemple deses totauxdes augmentations significatives de toutes les
fractions pectiques, et de la premiere fraction ibéliulosique (F1) ont éténotées dans les
feuilles jeunes des plantes stressées, comparantemux plantes témoins. Or, au début de
I'application du stress salin nous avons observédgweoissance des plantes était stimulée et
gue l'activitédes feuilles jeunes restait significament supérieure acelle des feuilles agées.
Ces données peuvent donc étre reliées avec I'autgtien des teneurs des oses totaux des
feuilles jeunes. Concernant les feuilles agéess lungtemps exposeées au sel que les jeunes,
la réponse a étévariable, entre augmentation attiét des oses totaux.

Les données du dosage colorimétrigue montrent aussiles teneurs esicides uroniques
sont plus faibles que celles des oses neutres.c@tigscontrainte saline, la quantitédes acides

uronigues augmentent pour quelques échantillonsine dans les fractions C et F4 des
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feuilles jeunes eB, D, Flet des feuilles agées. Une telle augmentation @étdétee, lors
stress salin dans la tige chez des génotypes (3896hais (Sensible) et (SR) (Résistant)
(Uddin et al, 2012 ; Leubner, 2011) et lors de stress hydrichuez la vigne (Sweedt al,
1990). Ces observations peuvent étre liees alectiéduet la dégradation ou al'laugmentation
de la synthése des « polyuronidegzhong et Lauchli, 1993). A partir de ces données
globales relatives aux teneurs en sucres paridituxie de la talrance (¢est connu) dé/.
sativacv Gabes (tolérance, évitement, sensibiliténlever au stress salin a étépoursuivie par
la détermination plus fine des variations gearcentages molaires en monosaccharides
L’analyse des fractions pariétales en CLG permeattieuver les constituants classiquement
connus dans les parois primaires des DicotyléddDete analyse monomérique de la paroi
des feuilles deM. sativacv Gabes montre que les sucres neutres (Ara, Ritg, X¥yl, Man,
Gal, Glc) sont généralement bien représentés @sarfsdctions pectiques et hémicellulosiques
des échantillons. Ces données se conforment pemight aux données du dosage
colorimétrique qui, comparativement, ne ramene g@s résultats approximatifs. Les
monomeres les mieux représentés sont le Gal, @all’Ara pour les fractions pectiques et le
Xyl pour les fractions hémicellulosiques. Les osgal et Ara sont souvent trouvés en
association dans la paroi cellulaire, formant desmdpolymeéres pectiques d’Arabinane et de
Galactane, ou bien des hétéropolyméres d’Arabiratmhe de type | (AGI) et Il (AGII)
(Buchanaret al, 2000). Ces deux AG représentent respectivementamnifications de RGI
(Vinckenet al, 2003) et une fraction de la partie glucidique A&Ps (Ridleyet al, 2001),

gui sont extraits dans la fractiénDansM. sativaGabés, le calcul des pourcentages molaires
d’homogalacturonang$iG) dans les fractions enrichies pectines(B, C, D, E) montre que
ces polymeres sont moins abondants que les RG ldamsjorité des échantillons. Ces
pourcentages molaires des HG augmentent soust lafetress salin dans les feuilles jeunes
et gées des fractiois et E, alors que dans les deux autres fractions pecti(Riet D) la
teneur de ce polymere est variable. ConcernanR{@sil s’agit de RGI, mieux représentés
dans la paroi primaire des dicotylédones que ledl &mel et al, 2000). Le stress salin
exerce un effet dépressif sur les teneurs de ceésda@ pour la fractio® des feuilles jeunes
et agées et la fractida des feuilles agées dé. sativacv Gabés. La diminution des RGI est
souvent accompagnée par une réduction des chaitégzalés d’arabinogalactanes (AGI et
AGIl), comme décrit dans la tomate (Wydra et Be2D06 ; Muschitz, 2009). Une
hétérogénéitémarquée des pourcentages molairescéngs est obtenue sous I'effet du stress
salin, selon I'étage foliaire et les fractions gséks, enrichies en ce polymére, ou en
hémicelluloses. Remarquons que cette étude quarditeelative aux teneurs en pectines
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dans les parois foliaires des plants témoins dtessane donne pas une idée claire sur la
réponse de I'espédédedicagovis-a-vis du stress salin.

Les pectines sont limitées ala paroi cellulairengiire « extensible », ce qui suggeére leur role
dans I'expansion cellulaire (Knox Evert 2006). Dans notre analyse uamggmentation
despourcentages molairesle ces polymeéres peutétre traduite comme une sépantaptative
ala teneur de sel al50 mM, vu que leur augmentatéms la paroi primaire entraine une
augmentation de l'extensibilitéde la paroi, don@ umeilleure réponse au stress salin. Les
réductions révéks en pourcentages molaires des pectines dansdetsofrs B, D, E des
feuilles jeunes, sous stress salin ont étéégaleniigatiéesdans la littérature aux niveaux

descoléoptiles d'orge en phase délongation (Gibeetu al, 2005).Généralement en

conditions de stress salin une augmentation simédtan pectines et en acides uronicges
produit. C’est le cas dans les racines de cottesdtuilles de mais (Zhang et Lauchli, 1993 ;
Uddin 2012). La dé-estérification des acides uroeggpeut provoquer une réduction de la
croissance, en formant un gel de pectines (Cosg2805 ; Al Ghazet al, 2009). Pitanret

al (2009) et Uddin (2012) ont déterminéune corrélatositive entre les degrés de la
meéthylation des acides uroniques et la croissaDogac, I'adaptation au stress abiotique,
spécifiguement au stress salin, n'est pas lieéeesgiit ala quantitédes pectines, mais aussi au
degréde méthyl-estérification et al'interactionrenies différents polymeres pariétaux. C’est
pour cette raison que I'étude de degréde méthgkiésation des polyméres pectiques serait
souhaitable danll sativacv Gabés. La présence de glucose dans les fragemntgjues peut
résulter de la présence de faibles quantités delas? qui n'ont pas sédimentéau cours du
protocole d’extraction des pectines, mais égalerdenf présence d’une fraction des XyGs,
polymere fréquemment rencontrédans la paroi premdies Dicotylédones. Ces données
peuvent expliquer la présence desnicellulosesdans les fractions enrichies en pectines, ou
bien la formation des chaines de xylanes acidesjue le xylose est substitué au Gal A (cas
des parois secondaire€)ans les témoins, lepourcentages molaires des hémicelluloses,
dans les fractions supposées enrichies en pedhes, D, E), restent inférieurs aceux des
fractions riches en hémicelluloses1(et F4), également riches en pectinee résultat
s’explique car les fortes liaisons qui existentrenpectines, hémicelluloses et cellulose
rendent I'obtention d’hémicelluloses pures parteneiment difficile (Konnoet al, 2005).
Sous stress salin, la variation de ces pourcentegjdsétérogéne dans les fractions riches en
pectines, mais réduite dans les fractibfiset F4. Dans ces derniéres, les hémicelluloses, et

particulierement les xyloglucanes, sont moins regmés sous l'effet de 150mM de NaCl.
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Selon le modele de la paroi cellulaire végétake xioglucanes se lient ala cellulose formant
un réseau XyGs-cellulose qui représente la streqiarteuse de la paroi primaire (Keegstra

al., 1973; Obekt al, 2007; O’Neill and York, 2003) . lls correspoaitmt a des structures de
séparation des microfibrilles de cellulose pouttevieur agrégation (Thompson, 2005), et

ainsi permettraient de maintenir la porosité gtdaméabilité de la paroi cellulaire primaire.
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CHAPITRE 3EFFETS DU STRESS SALIN SUR LA DISTRIBUTI®I DES
POLYSACCHARIDES DANS LES PAROIS DES VEINES MINEUREBE
M. sativa cv Gabe

Aprés avoir successivement analysé les effets dessstsalin sur s modifications
anatomiques, physiologiques et biochimiques deidsgjeunes et agées, nous avons obs
la distribution des polyméres pariétaux dans lgesye vasculaire de ces feuilles, et

particulieement dans les veines mineu

Figure 53 : A, Présentation du réseau vasculaire du limbe felides dicoylédoneB, Structure schématiqt
transversale des veines mineures de type 2 deeplhrtbacées mettant en évidence le plan de divisitulaire
au cours du développement suivant le nle décrit par Gamalei (1990).

Dans les feuilles, le réseau vasculaire se compleseervures, principale (majeure)
secondaires, d'ordre 1, 2, 3 ..., d'ou émergent aa grand nombre de veines mineure:
s’acheve le flux xylémien et débute le flux pimien. Les veines mineures se caractéris
entre autres, par la présence de cellules compdG@= qui vont établir, ou non, des liais¢
symplastiques avec les cellules du mésophylle. Ga et Yu (1989) a proposé, sur la bz
d'une étude faite sur DOespeces différentes appartenant a 140 familleplaigtes, ur
classement des veines mineures en 2 grands tygesaion de la densité des plasmodes
interconnectant les CCs et les cellules du méstmhy) le type 1, ou les CCs sont riches
plasnodesme, et (ii) le type 2, correspondant aux wemimeures sans plasmodesmes (Fir
53). Quelque soit le type de veines mineures, cemli@es assurent, sovia les
plasmodesmes et/ou par le truchement de transperi@asmalemmiques, des flux

nutriments (flux d’assimilats mais aussi flux d’iotexiques). Les veines mineures sont, d

fait, en premiére ligne pour permettre, ou non,&dmnges avec les cellules du mésopl
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| Effets du stress salin sur l'ultrastructure des wines mineures d M. sativa

cv Gabes

Avant d’étudier et d’analyser la composition bigolque des parois des veines mineures
feuilles jeunes et agées, une étude ultrastruetutalces veines a été réalisée apres fix
des échantillons au glutaraldéhyde et inclt en résines EpoxyF{gure 54 et 55), Le
nervures mineures des jeunes feuilles témoins eaméint 1 ou 2 éléments de xyleme, d
ou trois tubes criblés de&24 um de diamétre, des cellules compagnes dephade large €
2 ou 3 cellules parenchymates. Ces derniéres possédent un cytoplasme derme alui
noyau volumineux, quelques profils vacuolaires et gbrotubérances petales internes
ddéveloppées sur la région opposée au tube cribléspondant (Type A), D’une manie
générale, le stresslsnaugmente le nombre et la taille des protubérangariétales de
cellules de transfert phloémiennes des veines mesedes feuilles deM. sativa par

comparaison aux témoins (Figure !

Figure 54 : Ultrastructure du phloeme dans les nervures miis deM, sativavar Gabeés des feuilles jeur(A,
B) et 4géeqC, D) de plantes témoin(A, C) et de plantes traitées par 150 mM de Ni(B, D). Les
protubérances pariétales internes (fleche) desleslide transfert (CT) augmentent sous l'effet GCNB),
Dans les feuilles agées, ces protubérances sosemies dans les témoi(C), et dans les traité(D) ou le
complexe pholémien est altéré (astérisque) parele(D). CP, cellule parenchymateuse, TC, tube cr
Glutaraldéhyde, EpoAraldite, Sectios ultra fines, Uranyl-plomb. Echelle 4pm.
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Dans les jeunes feuilles, le sel augmente le noetbieetaille des protubérances pariétales
cellules de transfert, et la paroi des tubes aildéveloppe une couche nacrée disti
(Figure 55 B, D, C a ntee dans l'ordre vérifier sur planche). Dans lesvares mineures d
feuilles agées des plantes, la surface pariétaem@ginations pariétales dans les cell
compagnes est plus importante que des feuilles jeunes (Figure 55).

Figure 55 : Déail du complexe phloémien des nervures mineureM, sativavar Gabeés, dans les feuill
jeunes A, B) et agées(, D) de plantes témoinA, C) et de plantes traitées par 150 mM de NaB, D). Le

traitement salin induit la gsence wn corps nacré (éie) dans le tube criblé dans la feuille jeuB), qui est
épaissi par NaCl dans la feuille 4gée (comparaéstreC etD) ; CP, cellule parenchymateuse, TC, tube c.

Glutaraldéhyde, inclusion résifgpoxy. Echelle um.

Complexe phloémien des neres mineures dM, sativavar Gabes des feuilles jeunds B) et agées(, D) de

plantes témoinsA, C) et de plantes traitées par 150 mM de NB, D). Les protubérances petales (fleches)
sont bien définies, le contenu cytoplasmique piffsigdaprée: fixation PFA/ Glutaraldhéhyde, inclusion LR

Echelle 4um.
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Les fixations des échantillons dans un mélange a@fprmaldéhyde/glutaraldéhyde, et
l'inclusion en résines acryligues, notamment en LRWgure 55), ne permettent pas une
préservation de I'ultrastructure aussi bonne gueaieement décrit précédemment (Figure 54)

mais, en revanche, établissent des conditions dles aux immunodétections.

Ce sont donc ces échantillons qui ont été utilis les expériences d'immunomarquage en
microscopie électronique a transmission (MET), alex anticorps dirigés contre divers

polyméres pariétaux.

Il Effet de NaCl sur la distribution des polysacchaides pariétaux dans les

cellules de transfert des nervures mineures

La distribution comparative des polymeéres pariétanixe feuilles jeunes et agées, témoins ou
traitées par NaCl a 150 mM, a été étudiée aprésmumunomarquage réalisé selon les
conditions données dans le matériel et méthodesidRrs anticorps ont ainsi été utilisés:
JIM5 et JIM7 capables de reconnaitre respectiventsst chaines d'HG peu ou pas
méthylestérifiees et méthylestérifiees (Figure 38Y)5 et LM6 pour respectivement les
B(1,4)-D-galactanes et(1,5)-L-arabinanes (Figure 57), et LM15 et CCRCMdump leur
capacité a reconnaitre respectivement les chaiess xgloglucanes non fucosylées et
fucosylées (Figure 58). Le choix de ces différemcorps pour cette étude est a lier avec les
résultats présentés dans le chapitre 2 : « Effatsstiess salin sur la distribution des
polysaccharides dans les parois des veines mindlrasativacv Gabes ». Nous avons, de
plus, utilisé 2 anticorps, dirigés contre les AGIV(L3 et JIM8) (Figure 59). En effet, des
travaux précédents (Boughanatial, 2010) avaient montré I'importance des AGPs dass
cellules de transfert en réponse au stress satis.données numeriques du comptage sont
présentées dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Dénombrement des marquages immunologiques obtaummu$a paroi des cellules de transfert

phloémiennes. Coupes des nervures mineures diefejgilines (J) et de feuilles agées (AMiesativacv Gabeés

témoins (T) et traitées par 150 mM de NacCl (S).Slknticorps anti HGs peu ou pas méthylesthérifiddy,
anticorps anti HGs méthylesthérifiés, LM5, anticorgnti B (1,4)-galactanes, LM6, anticorps amti(1,5)-

arabinanes, LM15, anticorps anti XyG, CCRCM1, anfis anti XyG fucosylés, JIM13, anticorps anti aj4,
arabinanes, JIM8, anticorps anti XyG

Paroi primaire

Protubérances pariétales

J A J/A J A J/A
T 13,84+1,9 1,96 + 0,2 7,06 6,19 £0,9 2,7+0,4 2,29
JIM5 s 2532+3,1 11,42+ 1,4 2,21 4,5+1,15 2,94 0,48 1,53
T/S 48% 83% -27% 8%
T 5,4+0,5 1,96 + 0,19 2,75 4,06 0,78 2,14 0,23 1,89
nmz s 2,67 £ 0,60 2,59 0,29 1,03 3,09+1,14 2,82+0,25 1,09
T/S -51% 24% -24% 24%
T 1,34 +0,27 2,71+0,37 0,49 1,36 + 0,20 1,36 + 0,20 1
LM5 s 4,8+0,94 6,61 £ 0,60 0,72 1,73+0,51 13,87 10,2 0,12
T/S 72% 59% 21% 90%
T 2,80 £ 0,66 2,66 0,29 1,05 2,20 £ 0,39 4,44 + 0,26 0,49
LM6 s 5,30 £ 0,50 5,75 + 0,97 0,92 12,60+1,1 16,90+ 1,6 0,74
T/S 47% 54% 89% 73%
T 1,63 +0,50 3,24 £0,47 0,5 1,74 +0,22 5,35+ 0,35 0,32
LM15 s 5,80 + 0,47 5,67 1,16 1,02 12,28 +1,4 11,8 +1,43 1,04
T/S 72% 43% 86% 57%
T 1,70 £ 0,32 1,77 £ 0,46 0,96 1,67 + 0,40 2,44 0,34 0,68
CCRCM1| S 3,05 + 0,40 2,95+ 0,33 1,03 2,16 £ 0,24 6,60 + 0,90 0,32
T/S 44% 40% 23% 63%
T 3,05 + 0,40 3,27 0,41 0,93 3,43 +0,38 3,05 £ 0,32 1,12
nm13 s 1,87 £ 0,32 2,79 £0,27 0,67 1,83 +0,38 2,73+0,21 0,67
T/S -39% -15% -47% -10%
T 11,02+0,7 3,30 £0,57 3,33 2438+1,1 3,64 £ 0,76 6,69
nms s 7,59 £ 0,62 5,98 £ 0,79 1,26 14,64+ 1 10,19 + 0,7 1,43
T/S -31% 45% -40% 64%
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II- 1 Distribution des pectine:

Quelque soit le degré de méthylesterification, ltaogalacturonanes sont toujours retrot

dans laparoi primaire et dans les protubérances pariétidssellules de transfert des feuil

deM. Sativacv Gabeés (Figure 56

Figure 56 : Microphotographie de la paroi des cellules de fert phloémiennes aprés marquage pal
anticorps JIM5 et JIM7. Nervures mineures de fesifeunes (J) et agées (A) M. sative cv Gabés témoins
(Control) et traitées (NaCl) a par 150 mM. P, pgrirnaire;Pl, protubérance. Echelle 0, 5 |
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Cependant, des différences d'intensité dans l'inomanquage ont été observées a la fois

entre la paroi primaire et les protubérances débection de I'age de la feuille (Tableau 5).

Le nombre d'épitopes reconnus par JIM5 et JIM7gkstalement plus important dans les
parois primaires par rapport aux protubérancesaas des feuilles jeunes par rapport aux
feuilles agées. De facon similaire, le stress galiluit de 25 a 50% le nombre d’épitopes dans
les feuilles jeunes et augmentent de 8 a 80% denselilles agées dans les parois (paroi
primaire et protubérances pariétales) des celligesansfert des plantes stressées par rapport
aux plantes témoins. Si la méthylestérificationureth plasticitité pariétale en augmentant le
nombre de liaisons intermoléculaires entre lesrpehgs pariétaux le stress salin semble alors
avoir ici un effet particulierement marqué sur pesois des cellules de transfert des feuilles
agées, dont la teneur en sel a été décrite comamé @us importante que dans les feuilles
jeunes (Boughanmet al, 2003). A linstar de ce qui a été décrit powauttes tissus,
l'accumulation de sel dans les feuilles induit ugalification des tissus due a des dépots de
lignine. Ici, le systeme vasculaire et les cellulepliguées dans le chargement phloémien
sont affectés. Par opposition, les feuilles jews@ablent mieux protégées de cette évolution
qui compromet a la fois la croissance cellulairegtlasticité pariétale.

A linstar des HGs, des anticorps dirigés contre [8l@,4)-D-galactanes et les(1,5)-L-
arabinanes (LM5 et LM6) nous ont permis d’identifiees polymeres dans les parois
primaires et dans les protubérances pariétalesun@ig7). La distribution de ces épitopes
augmente avec l'age et la contrainte saline, @ik dans les parois primaires et dans les
protubérances pariétales (Tableau 5). Ici encarg, dffets du traitement salin sont plus
importants dans les parois (+50% dans la paroi girenet +70% dans les protubérances
pariétales) des feuilles agées par rapport auddsyeunes (Tableau 5). Nous avons vu dans
le chapitre précédent que Ip€l-4)-D-galactanes et leg1-5)-L-arabinanes peuvent former
des homopolyméres ou encore des hétéroplyméresnedes arabinogalactanes de type |
(AGIl), mais sont susceptibles également de défides ramifications des
rhamnogalacturonanes de type |. Dans ce dernier dess chaines latérales constituées
essentiellement de sucres neutres pie-4)-D-galactanes et/ou(1-5)-L-arabinanes sont
généralement fixés sur la position O-4 et parfoi8 @es unités de Rha des RGls. Si I'on
prend comme hypothese que les chaine$(det)-D-galactanes et/ou(1-5)-L-arabinanes
sont fixées sur des RGIs, alors le stress salinrgib@voir un effet stimulateur sur le degré de
branchement des RGIs (« hairy region ») dans lai paimaire et dans les protubérances des

cellules de transfert.
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Les galactanes et, dans une moindre mesure lemamnabk, ont souvent été identificomme
régulés au cours du développement des plantess(et al., 1997; Willatset al., 1998; Bush
et McCann, 1999; Ermeit al, 2000; Willatset al, 2001).

Figure 57 : Microphotographie de la paroi des cellules dedfert phloémienes aprés marquage par
anticorps LIM5 et LIM6, anti galactanes et arabesriNervures mineures des feuilles jeunes (J)étsA(A) de
M. sativacv Gabés témoins (Contr et traitées (NaCl) a 150 mM. P, paroi primairk;gPotubérance. Echel
0,5um.

La transition entre division et élongation cellmdaise traduit par une augmentation
galactanes et une diminution des arabinanes danzal®is primaires des cellules de car
(Willats et al, 1998). L'implication des arabinanes et/ou ddagganes dans la cohésion
la paroi et/ou sa plasticité a également été mise&wadence lors de stress hydrique
Harholet al. (2010), ou plus récemment lors de contrainteséraies chez la vigr

(Fernandezet al, 2013). Pour ces auteurs, les arabis et/ou galactanes seraient [
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fortement liés a la cellulose et aux hémicellulogBautres résultats montrent la présence de
liaisons covalentes entre les chaines latéralesRgls et les microfibrilles de cellulose
(Zykwinska et al, 2007) et entre les xyloglucanes (XyG) et lestipes, dont les
rhamnogalacturonanes (Popmtral, 2005; Marcust al, 2008). De ce fait, 'augmentation
des liaisons intermoléculaires entre les polym@masiques et cellulosiques conduit a une
rigidification des cellules, pouvant limiter lesufl ioniques, dont les influx sodiques, en
condition de stress salin. Peu d'informations, b#gma d'étayer cette hypothése, sont
disponibles a ce jour. Humphreey al, (2007) suggéerent, qu’'un choc osmotique pourrait
induire une déformation de la paroi cellulaire pettant de libérer du Ga Ces influx de
C&* vont alors stimuler le fonctionnement desATTPases membranaires (Hasegawal.,
2000), ce qui va modifier les flux de nutriments.

[1-2 Distribution des hémicelluloses

Des xyloglucanes (XyG) ont été identifiés, tant glda paroi primaire que dans les
protubérances des plantes témoins et des plaatEes (Figure 6). Cependant, leur évolution
differe légerement en fonction de I'age, a la ébisz les plantes témoins et les plantes traitées
(Tableau 5). Pour les témoins, les XyG augmenteet dage, alors qu'ils restent invariants
chez les plantes stressées, et ceci a la fois ldgparoi primaire et dans les protubérances
pariétales (Figure 58, Tableau 5). Par contre,qyeeboit I'age des feuilles, la distribution des
XyG fucosylés et non fucosylés augmentent en maoyethm + de 40% dans les parois
primaires et les protubérances des nervures miseleestress salin semble donc modifier
guantitativement et qualitativement I'hémicelluloseajoritaire dans les angiospermes
dicotylédones. La encore, une augmentation des n@ols pourrait avoir comme
conséquence une augmentation des liaisons intecaoialées entre hémicelluloses et pectines,
pouvant alors contribuer a une réduction de latiglts pariétale. Cette rigidification des
parois modifierait en conséquence les échangehbitiogs entre les cellules compagnes et le
systeme vasculaire conduisant. Dans les témoiss{yglucanes, reconnus par LM15, sont
plus abondants dans les feuilles inférieures qpérgeures dans la paroi primaire (rapport=
0,50), et plus nettement dans les protubéranaéstalas (rapport H/B= 0,32), Sous l'effet du
sel, ils sont plus augmentés dans les feuilleselsa{it1,90% paroi primaire et 85,83% dans
leurs protubérances) que feuilles basses (43,00 pamaire et 56,66% protubérances)
(Figure 58). Les Xyloglucanes fucosylés, reconnas PCRC-M1 dans les témoins, sont
également distribués dans la paroi primaire dex deutes de feuilles, mais sont plus
abondants dans les protubérances pariétales didleschasses (rapport J/A= 0,68), Le sel
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produit une augmentation générale de la distributie ces sites dans les parois et

protubérances de toutes les feuilles (Fi 58).

Figure 58: Microphotographie de la paroi des cellules de fexhsphloémiennes aprés marquage par
anticorps LM15 et CCRCML, anti XyG et XyG fucosyléservures mineures des fees jeunes (J) et agées
(A), de M. sativacv Gabes témoins (T) et itées (S) par NaCl & 150 mnM. P, paroi primaill, protubérance.
Echelle 0,5 pm.

[l Effet de NaCl sur la distribution des AGPs dansles cellules de transfer

des nervures mineures

Dansles échantillons témoins, lepitopes darabinogalactanesproteines (AGPS), recor
par JIM13 sont distribués, dans des valeurs de n@dre, a la fois ans la paroi primair
(rapport J/A0,93) et dans les ftubérances pariétales (rapport I1A1L2) desfeuilles hautes
et basses. Le sel diminue le nombre de sites reisodans la paroi et les protubérances
deux sortes de feuilles, mais plus fortement sllecelu haut (autour de 40,00%), alors
pour les basses il s’agit de 10,00% (Tableau 5ns les témoins, les pitopes d’AGPs
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reconnus par JIM8 sont nettement plus abondantss ldaparoi primaire et surtout dans
protubérances des feuillgsunes (rapport J/=3,33 pour la paroi primaire et 6,69 pour
protubérances), Le sel diminue la gtité de sites dans les feuilles haut-31,12% dans la
paroi et 39,95% dans les protubérances) mais, en revancehugmente dans les feuill
basses (+44,51 % dans la paroi et +64,28 dansdashgrances) (Figure 5

Figure 59 : Microphotographie de la paroi des cellules de trangfeloémiennes aprés marquage par
anticorps JIM13 et JIM8, anfiGPs. Nervures mineures des feuilles jeunes (&)gées (A), deM. sativacv
Gabeés témoins (T) etditées (S) par NaCl a 150 mlV, paroi primaire; P protubérance. Echelle 0,5 |
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IV Discussion, Conclusion

Afin de détailler I'effet de la salinité sur la paprimaire deM, sativacv Gabes une approche
immunologiquein situ, a I'échelle ultrastructurale a été utilisée eilisaint une série
d’anticorps qui ciblent des épitopes de polymemsnant des AGPs, des pectines ou des
hémicelluloses, L'étude a été réalisée dans lessfimervures foliaires, et plus précisément
dans le complexe tube criblé/cellule compagne, dteg parois ont montré des
épaississements sous l'effet du sel, notamment Engorps nacrés et surtout dans les
protubérances pariétales internes des cellules agngs (Boughanmiet al, 2010),
L’augmentation d’épaisseur des corps nhacrés eserg@ment associée a des stress,
notamment hydrique, chez les Rosacées et les Fahatétte structure pourrait avoir un réle
de protection contre la salinité. La présence diginations pariétales dans les cellules
compagnes, plus nombreuses et plus développéeslatamsuilles deM. sativacv Gabes
soumises au stress salin, est généralement assota&ementation de la surface d’échange
apo/symplastique des nutriments, qui seront ensingegés dans le tube criblé contre un
gradient de concentration.

Dans la paroi des cellules compagnes, et pluscpaéiement dans les invaginations
pariétales internes, les marquages immunologiquaséssortir une grande similitude dans la
variation de répartition des épitopes spécifiques anticorps JIM5 (marqueurs de HGs non
méthyl-estérifiées) et JIM7 (marqueurs de HGs nmiéthtérifiées), Sous l'effet d’'un stress
salin, la réponse des deux étages foliaires aét¥dygene: des augmentations de marquages
par JIM5 et JIM7 dans les feuilles agées (paranpitie et protubérances) et des réductions
dans les feuilles jeunes (protubérances pour JIipMbtubérances et paroi primaire pour
JIM7). Les teneurs en HGs méthyl-estérifiées augemtrdonc dans les feuilles agées. Le
degré de méthyl estérification est considéré commmmdicateur de réponse positivie a vis

du stress salin (Al Ghaat al, 2009). Les feuilles agées & sativacv Gabes auraient
développé un processus d’adaptation a cette coter@li50 mM). Ainsi, une augmentation du
nombre de pectines non estérifiées (reconnuedida) dans les plantes traitées par le sel est
possible puisque la stimulation des pectines mésigtases par NaCl entraine leur dé-
méthylation (Micheli, 2001), L'ensemble de ces H&da suggere que les pectines non
estérifiées pourrait avoir, une fonction de séqaéish du Na et/ou de rigidification des

parois induisant de modification des flux trophigjeatre les cellules.
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Les marquages par l'anticorps LM5, reconnaissancdéttasaccharide linéaifg(1-4)-D-
galactane et LM6, reconnaissance ali-5)-L-arabinane, sont plus intenses dans la paroi
primaire et les protubérances des feuilles agéesdgs feuilles jeunes. Sous la contrainte
saline, la paroi primaire et les protubérancesépalgs sont plus marquées par ces deux
derniers anticorps, ce qui suggere une augmentdisnteneurs en RGIs. Cependant, LM5
augmente plus fortement dans les protubéranceétalas des feuilles du agées, alors que
LM6 augmente plus fortement sur les protubéranass fduilles jeunes. Ainsi, ces deux
anticorps, connus pour étre impliqués dans le neairde la flexibilité de la paroi cellulaire,
notamment sous stress hydrique (Moeteal, 2008), et d’'une maniére générale sous l'effet
de stress abiotiques (Shiga et Lajolo 2006 ; Goetesd, 2009), auraient un effet spécifique
sur les protubérances pariétales des feuilles geonedgées. L'augmentation de ces RGIs
dans la paroi primaire et les protubérances pé&gtprovoquerait une diminution de la
flexibilité de ces compartiments contribuant a #pthtion a la teneur en sel. De plus, LM6
reconnait les arabinanes qui sont des régulatqasiaix de la proximité des chaines de
RGls, Cette réponse pourrait résulter d’une impmilitsi de formation de ponts de €antre

les RGIs. Ainsi, apres traitement de I'épidermeaaiot par I'arabinase une modification du
processus d’ouverture et de fermeture des stomsgegproduit (Joneset al, 2003),

probablement par le fait que l'altération des arabés induit une rigidification pariétale.

Les observations réalisées apres marquage par eMCERCM1 confirment la présence des
XyGs fucosylés (CCRCML1) et les XyGs de type XXXA@WL5) dans la paroi primaire et les
protubérances. Le sel induit une augmentation desleux types de XyGs mais en comparant
la densité de marquage dans les plantes traitéesnmarque qu’il y'a plus de XyGs de type
XXXG que de XyGs fucosylés. De plus, sous strefia $a LM15 augmente en plus forte
proportion dans les feuilles jeunes, et plus palérement dans les protubérances pariétales.
Le CCRC-M1 augmente également dans les protubé&ate® feuilles agées. Orteghal,
(2006) ont montré que la teneur en xyloglucane &adsglycosylase est deux fois plus
importante dans les feuilles des plantes de I'hde&hodesChloris gayana traitées par le
sel que dans les feuilles des plantes témoins gifeuntation des XyGs, sous traitement salin,
peut étre due a laugmentation de la transcriptidn gene XTH (Xyloglucane
endotransglucosyle/hydrolase) et/ou a sa traducttom effet, I'activité de la XET, qui
catalyse la coupure et le réarrangement des chakeexyloglucanes (Fret al, 1992),
permet le glissement de ces chaines polysacchaeslide la paroi au cours de la croissance
cellulaire. Ces données suggeérent que, comme dacesld’'un stress hydrique intense, une
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augmentation de l'activité enzymatique de la XESsaziée a un étirement de la paroi, peut

maintenir la croissance en cas de stress salin.

Les cellules de transfert phloémiennes Me sativacv Gabés ont une paroi primaire de
composition classique qui nécessite des AGPs arieries dépodts pariétaux. En effet, des
AGPs marquent les sites de formation de nouvellesupérances pariétales internes et
assurer leur extension, comme dans les cellulesegpiques des cotylédons Weécia faba
(Vaughnet al, 2007). Les AGPs peuvent aussi agir sur I'extslitg pariétale (Lamporet

al., 2006) et I'assemblage du réseau cellulose—xytzgles. La colocalisation de 'AGP-like
(JIM13) et de 'AGP (JIM8) sur la membrane plasngigpourrait impliquer que ces
protéoglycanes  possédent des liens lipidiques, peétre une  ancre
glycosylphasphatidylinosytol. Cette observationegsticcord avec le fait que I'épitope réactif
de JIM8 est associé avec des arabinogalactanegir@®sttrés lipophiles (Showalter,
2001). Mais, comme la distribution des monomeresPAKe (JIM13, faiblement reconnu
dans ce travail) et AGPs differe par unité de sgfanous pouvons penser que les AGP-like
sont rejetés par clivage de I'ancre glycosylphasgylanosytol. Ainsi, les épitopes de JIM13
migreraient de la membrane plasmique vers la p#&aolamelle moyenne et les espaces
intercellulaires des cellules de transfert. Aprigess salin le JIM8 diminue dans les feuilles
jeunes et augmente dans les feuilles agées, aidadims les parois primaires et les
protubérances pariétales. L'augmentation de ceitalle d’AGPS dans les feuilles agées
serait un indicateur de la tolérance des plantassalinité (Lamporéet al, 2006). Cela a aussi

été observé chez des tabacs transgéniques (Yahatla2010).

La comparaison de ces résultats avec ceux de Bouglet al, 2010 doit tenir compte du
fait que la culture des luzernes a été réalis@mn ihydroponique (sur sol) ii) en conditions
semi contrdlées en serre en Tunisie (en France)l'éiude a été réalisée sur des feuilles
mature d’age moyen (feuilles jeunes et agées)n{atériel et méthodes). La comparaison des
résultats obtenus dans les deux analyses montreeguparamétres ont une incidence sur la
composition pariétale des cellules de transfertogrniennes. Il existe, en effet, des
différences dans la distribution de plusieurs payes dans ces cellules appartenant aux

feuilles prélevées sous les deux types de condition

Ainsi, le marquage par JIM7 a été plus faible gel@icobtenu dans le travail précédent. Sous
I'effet du sel le marquage par JIM7 a été augmeatss les feuilles agées, mais réduit chez
les feuilles jeunes, déclarant probablement un tdébuolérance a cette contrainte abiotique.
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Avec LM5 et LM6 I'effet du sel a été différent delai observé dans I'analyse de Boughanmi

(marquage diminué) puisqu’il a au contraire augmelans notre travail.

Cependant, de nombreuses similitudes ont été dserdans les deux analyses. Ainsi,
'anticorps JIM5 marque toujours plus la paroi mimre que les protubérances pariétales
internes. Sous l'effet de NacCl, la distribution @ks sites reconnus par JIM5 est augmentée,
comme dans les travaux de Boughanmi, ou elle atéigusqu'a 80% dans la paroi primaire
De plus, nous précisons que sa plus forte distdbud lieu dans les feuilles basses. Dans les
deux analyses la reconnaissance par JIM7 a étéudmi: de 15% dans les travaux de
Boughanmi et de 50 et 20% respectivement dan®iekes hautes et basses de notre travail.
Dans les deux observations les protubérances samtnparquées que la paroi par LM15 et
dans le cas de CCRC-M1 le marquage augmente sabtes du sel (40% sur la paroi). Nous
confirmons sa plus forte augmentation dans lesupgsances des feuilles basses. Dans les
deux observations le marquage avec JIM13 diminueeki avec JIM8 augmente, et nous

remarquons qu’il augmente en fait dans la feuilede, mais diminue dans la feuille haute.
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DISCUSSION GENERALE

La salinité affecte la croissance et le développenues glycophytes, dont la survie et
I'accomplissement du cycle de développement sanirés, chez les espedekerantes telles
M.sativacv Gabes, par un ensemble de processus qui pentndtecontrecarrer les stress
osmotique, ionique et oxydatif induits par le 4. salinité agit sur le bilan hydrique de la
plante, sur sa morphologie son anatomie, ses gekagazeux, sa nutrition minérale et son
métabolisme général, notamment sur la synthés@rdésines et des lipides (Parida et Das,
2005).

Les traitements salins de forte intensité (150 reMje longues durées (4 semaines a 150mM)
affectent la croissance (réduction de longueur eetbtbmasse) dévl. sativa cv Gabes,
glycophyte vivace. Toutefois les racines sont maiffiectées que les parties aériennes, ce qui
est une caractéristique des plantes osmotiquertressées. Ce développement plus important
des racines par rapport aux tiges, en conditionsatiaité, pourrait résulter d’'une synthése
accrue d’acides aminés (Lohaesal, 2000) et d’agents osmotiques (Pommerrening.et al
2007), mais aussi provenir d’'une modification pasél de I'allocation des assimilats a partir
des feuilles sources. En effet, I'expression davértase extracellulaire, enzyme clé du
transport apoplasmique du saccharose a longuendéstest augmentée en situation de stress
salin (Roltschet al, 2003) pour soutenir la croissance des organgs, pnais aussi genere
des signaux pour les réactions de défeisesativag variété vivace endémique des oasis
tunisiens, est connue pour développer une imp@tatine pivotante lui permettant d’assurer
le départ de nouvelles tiges, mais aussi la régulatde son homéostasie hydrique

indispensable en conditions de salinité.

La réduction de la croissance des parties aérseda®l. sativa,observée sous l'action de
NacCl est le résultat d’'une diminution du nombredetla longueur desntre-noeuds.Cette

diminution est accompagnée par des modificationsictstrales, particulierement une
altération du bois (moins de vaisseaux, en disppos@énarchique et plus de fibres), et du
phloéeme (notamment plus de fibres périlibériennegiipes de larges parois). Ces
modifications anatomiques observées dans la tigeeroent aussi la feuille (pulvinus

foliolulaire, pétiole et nervure principale desifi¢s) et les racines. Le sel induit donc chez
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M. sativades modifications du systeme vasculaire, pargcetnent au niveau du bois, qui

devient plus riche en fibres, mais moins en vaissea

Ce phénomene va restreindre I'alimentation en ¢aneléments minéraux indispensables,
comme le K, affectant ainsi le fonctionnement de la plupags cenzymes cytosoliques
(Pandolfiet al, 2012). A titre d’exemple, la présence deddas le milieu de culture limite
lalimentation de la plante en cations indispensald la croissance tels que, R et Ca
(Munns et Termaat, 1986 ; Zid et Grignon, 1991). @ C&" assure un réle important dans
la stabilité des structures pariétales (Dupental 1990). |l en est de méme pour
'accumulation excessive de I'ion chlore, qui agiin seulement en tant qu’ion toxique mais
auusi en diminuant I'absorption et le transp@s$ dnions organiques et minéraux essentiels,
comme NQ@, SQget R (Soltani, 1988 ; Soltaret al 1990 ;Botelleet al 1997 ; Davenport

al. 1997). Ce déséquilibre dans la nutrition mireesdt souvent di a I'antagonisme entre les
ions sodium et potassium (Lachaal, 1992 ; Bough&tmnem, 1986).

Cet état va étre potentialisé par la diminutionlaléranspiration, comme conséquence de la
réduction de la surface foliaire et de l'augmepotatide la résistance stomatique.
L’'acclimatation deM sativa au stress salin de longue durée suppose la migdaea de
mécanismes permettant au niveacinaire une absorption d’eau efficiente, mais aussi e K
L’ensemble de ces modifications morpho anatomiqpezsnettent un port érigé plus solide
gue celui les plantes non traitées et une résistaocrue aux stress environnementaux (vents,
sécheresse...).

Les feuilles matures représentent le composant majeur de farpemce des plantes en
particulier par leur réle d’organes sources su@miiia croissance des organes puits (Pattin
al., 2011). Or, la premiéere réponse a la salinitéeghgsophytes est la réduction de la surface
du limbe. Toutefois, la salinité a des effets d#fés chez les feuilles maturgsines ou
agées (Munns et Tester, 2008), qui y répondent par cfi€s mécanismes (Wargg al,
2012). Nous avons observeé, sous l'effet de Na@#, néduction de la surface du limbe des
feuilles matures d®&l. sativaplus importante pour les feuilles agées que pesirjeunes. De
plus, le sel ne modifie pas la morphologie dughétchez les plus jeunes, alors que chez les
plantes agées, la longueur du pétiole est augmeetéson diamétre diminué, ce qui
permettrait a la ces feuilles agées de pouvoir fii@eed’un meilleur apport de lumiere et de
CO,. D’'une maniere générale, et comme chez la plupestglycophytes, c’est le limbe qui
est la partie foliaire la plus affectée par letenaient salin comme conséquence a la fois d’'une
réduction du nombre mais aussi de la taille ddslesl(Skirycz et Inzé 2010).
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La réduction de croissance est aussi due aux roatidns structurales induites par le NaCl
dans le mésophylle. Les altérations des chloraggdastu parenchyme palissadique sont
comparables a celles induites par le stress oXydldeérnandezet al, 1995). De plus,
'accumulation d’amidon due a la dénaturation dignes de sa dégradation (Salaetaal,
1994), exercerait un contréle de retour sur la géithese (Viera da Silva, 1968). Ces deux
effets du sel correspondent aux indices de sénescésiliaire précoce (Smart, 1994),
processus oxydatif régulé génétiguement (Del &ical, 1998). Certaines modifications
provoqueées par le sel seraient a I'origine desudtiqui induisent la tolérance de la plante au
NaCl. Selon nos résultats cette réponse va vaviec 8age de la feuille, elle semble plus
efficace au niveau de la jeune feuille. Elle pouiri@re intervenir des processus de défense
par mobilisation d’enzymes antioxydantes, a I'exeEmplu citronnier ou Il'ascorbate

peroxydase joue un réle clef dans la toléerancefaues salinités (Gueta-Dahanhal, 1997).

Le limbe représente la principale interface d’édeade gaz @O,, O,) entre la plante et
'atmosphére. Dans les feuilles matures il estideassite de synthése des photoassimilats
dont la production est diminuée par le sel chez dggophytes. Ceci est en partie la
conséquence de l'augmentation de la résistanceasitpme au CQ et de la conductance
interne au C@(Loretoet al, 2003), qui induit une réduction de la photosgsth (Flexast

al., 2004). Pour les traitements de long terme, lenskiit des modifications anatomiques
dans les feuilles. L’'épaississement des feuilleeéponse a la salinité peut étre attribué soit a
laugmentation du nombre de couches cellulairesdé mésophylle, soit a une
augmentation de leur taille, ou aux deux phénomeénks fois. Les coupes semi fines des
feuilles deM.sativacv Gabes soumises au stress salin montrent umeeguigtion du nombre
des cellules du mésophylle, d’ou un épaississerdenia feuille avec une réduction des
espaces intercellulaires. Or, Delph&teal, (1998) ont suggéré que la baisse de I'assiimilat
nette chez les plantes sous stress salin est @ssicine réduction des espaces intercellulaires
dans le mésophylle, qui pourraitprovoquer la restm du flux de carbone a travers les
chloroplastes. Rappelons que la réduction de taidls cellules du mésophylle est une
réponse typique face au stress hydrique, qui piusussi étre induite par le stress salin
(Cutler.,et al1977).

On peut citer un épaississement des parois eEkepce de cellules plus petites entrainant la
réduction a long terme de la conductance du médepay CQ (Niinemetset al, 2009).

ChezV.. sativa cette réduction de croissance est plus importantgans les feuilles agées
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gue dans les feuilles jeunesll faut ajouter que la diminution de la conduceandu
mésophylle au COdans les feuilles dBl. sativaa pour conséquence une diminution i/ du
CQO, dans les chloroplastes, ii/ de la régénératioRdBP (Lawlor et Cornic., 2002) et iii/ de
l'activité de la RUBISCO (Flexas et al., 2006). teeterniere est aussi sollicitée par la
photorespiration qui est intensifiée par*Nparticulierement dans les feuilles agées comme
résultat de la stimulation de la glycine deshydrnagé (Wang et al., 2012), dont I'expression
est en revanche diminuée dans les feuilles jeulvisv (et al.,, 2013). La fixation par la
RUBISCO de I'Q sur le RUBP diminue sa disponibilité pour les tigrs de carboxylation
et contribue ainsi a la réduction de croissance plagtes en C3 comm#l. sativa.
L’ensemble de ces réponses morpho-anatomiquesysiofdgiques permettent de maintenir
I'équilibre physiologique chez cette plante toléeaa la salinité des sols.

Lorsque la durée et/ou l'intensité du stress saligmentent une acclimatation se développe,
par des effets ioniques afin de s’adapter au stsefin. L'efficacité de ces meécanismes

dépend de la tolérance de la plante.

L'un des aspects de cette tolérance est la camicitdaintenir, en présence de sel statut

hydrique interne adéquat. Ceci est réalisé chezsativa grace a un ajustement osmotique

par des facteurs ioniques, dont Ie+(‘&)ughanmi, 1995), etdes solutés compatibles &sis |
sucres (Lessani, 1969), la proline (Irigoyen et B992) ou encore la prolinebétaine (Wyn
Jones et Storey, 1981). Ces derniers auraientipailetment une localisation cytoplasmique et
agiraient comme balance osmotique pour les pressiaguolaires basses dues aux ions
(Weimberg et al., 1984). Le NaCl augmente la rasist stomatique chéd. sativa ce qui
permet une réduction des pertes d’eau par la tiratigm, particulierement dans les feuilles
agées. L’hydratation des feuilles est maintenueupaajustement osmotique, mais aussi par
les ions N3, CI' et K dont la teneur diminue de fagon plus marquée tsefeuilles agées
(Boughanmi, non publié), entrainant une chlorasdaspériphérie des folioles. Il semblerait
gue les feuilles jeunes, moins chargées en selpadaraient plus de solutés compatibles que
les feuilles agées (Nakamura et al., 1996).

L'impact de la salinité sur la morpho-histologielidoe a été accompagné par des
modifications de la composition biochimique dedtalité des parois du limbe foliaire, avec
une différence entre les deux étages foliaireswastipn. Sous I'effet du sel, les teneurs en
pectines dans les fractions pariétale ont étéhtéddrogenes (augmentation/ réduction) entre
feuilles jeunes et feuilles agées ce qui ronddiiptétation de la réponse de ces deux étages
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un peu difficile. Une augmentation des teneurs extipes peut étre considérée comme une
réponse adaptative vis-a-vis du stress salin, eugle de ce polymeres dans I'expansion
cellulaire (Knox, Evert 2006). Prenant I'exemplkesdeuilles jeunes, leurs assimilation nette
de CQ est toujours plus importante que celle des feuifigées, cela peut étre expliqué par
leurs capacité a maintenir une meilleur expansallulaire a travers une augmentation des
pectines du limbe foliaire, sous traitement saous traitement salin et dans les fractions
hémi cellulosiques des feuilles jeunes et agées, @éterminé une réduction de ce polymére
notamment les xyloglucanes. Ces réductions desutenen hémicellulose augmentent

'agrégation des micro- fibrilles de cellulose, g@uvent étre I'une des causes principales de

la réduction de la surface assimilatrice desCO

Pour mieux comprendre la réponse foliairdvidicago sativavar Gabés au stress salin, une
étude morpho-immunologique a été effectué aux niveades veines mineurs plus
particulierement la paroi des cellules de transiegt stress salin modifie les cellules de
transfert phloémiennes deM. sativa cv GabesDans des feuilles sources, dallecte des
assimilats se produit au niveau degines mineuresdont la configuration est corrélée a la
voie de transport. Chekl. sativala présence de cellules de transfert dans le ampl
phloémien correspond a un transport apoplasmigseadsimilats. Chez ces « apoplasmic
loaders » le saccharose est activement chargé kasndubes criblés par un symport
H*/saccharose, énergie dépendant (Schatital, 2008), & contre courant du gradient de

concentration (Turgeon, 2010). Les veines minedesscellules de transfert représentent des

unités de contrdle des flux dans les vaisseauxytlame et les tubes criblés. Le +I\Iiaerait
recyclé vers les feuilles Agées (Winter, 1982).t&fmis, et pour cette recirculation du Nait
une signification dans la tolérance a la salinitégst actuellement admis que les jeunes
feuilles sources, peu chargées en sel, alimenantréristemes racinaires, alors que les
feuilles agées, chargées en sel, alimentent leéseLayez| et al.,1981). Cette alimentation
des méristemes racinaires par les feuilles jeures pxpliquer partiellement le maintien de

croissance des racines sous stress salin chefa@fabés. Les tissus jeunes ainsi protéges des

+ +

effets nocifs de l'ion Natoxique, mais bien alimentés en Kui migrerait vers les jeunes
feuilles et les méristemes (Jeschke, 1984), peramtt un bilan de croissance positif

indispensable a la survie en milieu salé.

Le développement des invaginations pariétales l#sngeines mineures se produit lorsque la

feuille passe de I'état de puits a celui sleurce et le stress salin n'a pas deffet sur
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limportance des invaginations dans jeanes feuilles Au contraire, dans Ieeuilles agées

on observe une stimulation importante des protulo&s pariétales internes des cellules de
transfert en réponse au sel, plutét reliée getarculation du Na*, comme en témoigne la
teneur élevée en Nalans le complexe phloémien, par comparaison &sxgienvironnants
(Boughanmiet al, 2003). Cette recirculation du Nauit la méme voie que les assimilats
(Marshneret al, 1997) et le développement des protubérancéétglas internes plaide en
faveur du réle du compartiment pariétal dans lecksige des ions toxiques et de leur

recirculation dans la tolérance a la salinité ddnsativa(Boughanmet al., 2003).

Donc sous stress salin on a déterminé un dévelopmemwolumique de I'apoplasme
pectocellulosique qui est associé a une augmentat® la surface d’échange avec le
symplasme. Cette réponse a été aussi observéeZobstera capensiorsque la salinité du
milieu extérieur augmente (Lyer et Barnabas, 1988)si, la stimulation de formation des
invaginations pariétales internes, d&hs sativaserait bien une réaction de défense face au
stress salin, dans le type cellulaire de trangferit le vacuome, compartiment de stokage

reconnu pour les ions toxiques, est peu développé.

Les marquages immunologiques de la paroi des eslldé transfert des veines mineurs ont
montré que sous un stress salin il y'a une augrtientdes pectines dans les feuilles agées
contrairement aux feuilles jeunes. Il y'a une confité partielle de ces résultats aux résultats
biochimiques qui concerne la totalité du limbedok. Comparé au feuille jeunes les feuilles
agees ont développé une meilleur réponse au sadisspar I'augmentation notamment les
HGs méthylestérifies et les RGI, aux niveaux deproi primaire et protubérances.
L’augmentation de la méthyl-estérification et deS Bst un indicateur positif vis-a-vis du
stress salin (Ghazi et al., 2009, Fry et al., 19€8s modification sont a l'origine de la
réduction de la flexibilité de la paroi et a la wégion de I'ouverture stomatique, ce qui
explique la réponse physiologique foliaire de na&spece. Les données biochimiques qui
concernent les extractions KOH, montre qu’il y'aewéduction des teneurs des xyloglucanes
dans la totalité du limbe foliaire, sous traitemsalin. A l'inverse, aux niveaux des cellules
également aux niveaux des protubérances. Ces atafioea en Xyloglucanes peuvent
maintenir la croissance en cas d'un stress salreilPpour les AGPs, on a déterminé une
augmentation de ce polymere avec une différenae ésilles jeunes et agées (plus d’AGPs
dans les feuilles agées). Ce qui confirme une atlapta la salinité (Lampost al, 2006)

donc une meilleur acclimatation a cette dose dews#but aux niveaux des feuilles agées.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail réalisé suvl SativaGabeés concerne I'étude du réle de I'apoplaste tataptation

au stress salin. Trois approches complémentairegténdéveloppées pour comprendre les
réles des parois, et plus particulierement I'imaonce de la fucosylation des polysaccharides
pariétaux sur l'adaptation a la salinité (NaCl a0 1®M): morphoanatomie, biochimie,
immunodétectiomn situ.

L’effet morphoanatomique de NaCl a été comparél’snité entre-nceud/feuille d'un étage
jeune et d’'un étage agé. Dans les entre-nceudsmére d’éléments lignifiés et leur surface
est augmentée et I'épaisseur pariétale accrue ldarfibres libériennes et xylémiennes, les
vaisseaux du bois et les cellules médullaires. Oaageuilles I'épaisseur des parois est
augmentée dans les collocytes des pulvini et leptexe phloémien des fines nervures
foliaires.

La teneur globale en sucres totaux et oses neesteglus élevée dans lésuilles témoins
ageées que jeunes, linverse est induit MacCl. Celle des acides uroniques, également plus
forte dans les agées, excepté en fractions B, ewdtesousNaCl plus élevée en B, D, F1
dans ces feuilles, alors qu’il s’agit de C, E, Fhgl les feuilles jeunes.Dans lesiilles
témoinsjeunesles monosaccharides les mieux représentés sorttdemose (B, F4), fucose
(A, F4), Xylose (A, C), mannose et acide glucuroeiqB, D), galactose (B, C), acide
galactique (E), et glucose (F1). Dans dgeedes teneurs élevées n'apparaissent pas dans les
mémes fractions : arabinose (E, F4), fucose (B;4), mannose ©, acide glucuronique (A,
C, E), galactose (D) et acide galactique (B). S¢aSI, une prédominance arabinose/glucose
existe dans toutes les fractions de feuij@mes excepté F1 riche en xylose/glucose, avec
une bonne représentation des acide galactiqudy&)se (C) et acide glucuronique (E), qui
varie dans les fractions issues de feuilggeesavec l'acide galactique (D), fucose (E, F1),
acide glucuronique et mannose (C) et xylose (AERBLe contenu polysaccharidique des
fractions extraites aux stades foliaires jeunesi@és, témoins ou stresses, a été identifié par
Dot Blots, en utilisant des anticorps dirigés certes épitopes, de ces polysaccharides.

Dans ledeuilles jeunestémoinda distribution des polymeres pariétaux est idprgidans la
paroi primaire et les protubérances pariétalesrietedes cellules de transfert phloémiennes
des fines nervures, a I'exception de JIM5, plusnabot dans la paroi. JIM8, polymere le
mieux représenté dans la paroi et Is protubéramstsjn bon candidat pour leur édification.

NaCl entraine, une diminution de JIM8, mais, en revancime augmentation des XG et RG,
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(reconnus par CCRCM1, LM15 et LM5, LM6). Ces polyss peuvent donc étre retenus
comme acteurs intervenant dans I'augmentation @mtdqé et de taille des protubérances
internes sous l'effet du sel.Dans fesilles agéestémoinda paroi primaire contient moins de
JIM5 et JIM8, mais plus de LM5 et LM15, que celEsdeunes. Les protubérancesy sontplus
abondantes, moins riches en JIM8, mais mieux eqaipa XG et RG\NaCl entraine, comme
dans les feuilles jeunes, une augmentation desrgwhs, notamment CCRCM et JIM8,qui
peuvent donc intervenir dans la consolidation dseaé de protubérances digitées
développées dans les nervures mineures de ceeddulitées par NaCl.

Au final, les dosages de teneur globale en suotasix, oses neutres et acides uroniques des
feuilles de luzerne ont permis une comparaisoredatrilles jeunes ou agées, puis ont conduit
a analyser l'effet du stress salin sur la variatienleur teneur dans les différentes fractions
étudiées. Les dosages colorimétriques ont permidétErminer les quantités a injecter lors
des analyses en CPG, pour I'étude de la distribuideEs monomeres polysaccharidiques et de
impact du sel sur leur expression. L'immunologi@ermis d’identifier les monosaccharides
exprimés dans les différentes fractions saccharedicet de les localiser dans les cellules de

transfert des nervures foliaires mineures.

Pour répondre aux enjeux généraux ayant guidéasmit de thése, de nombreux points
restent a étudier. Parmi ces points, I'etude d#llience du stress salin sur la composition
biochimique de la paroi primaire doit étre élargie’analyse de la teneur en cellulose,
constituant majeur de ce compartiment. Conceresiprotubérances pariétales internes des
cellules de transfert phloémiennes il est nécesshanalyser leur composition biochimique
dans les nervures principales de plantes trafiéese sel, en recherchant si des AGPs sont
impliquées dans la mise en place et I'édificatienags structures de ce type de nervures
impliquées dans le transport des nutriments. Dg, @fin de mieux connaitre la structure des
polysaccharidem situun moyen rapide et fiable est d’utiliser la tecjua de microdissection
puis 'OLIMP (Oligosaccharide mass profiling) /IMALETOF/MS. Avec cette technique il
serait aussi possible de suivre les variations alecdmposition biochimique du tissu
conducteur des racines et de la tige. Enfin, aedte anéme technique (OLIMR situ) la
détermination du rdle de la fucosylation dansélponse au stress salin chez Neslicago

sativagénétiquement transformés pourrait étre abordée.
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Résumeé

Les modifications physiologiques et structurales/pguées par NaCl, a 150 mM, dans la tige
et la feuille deM. sativavar. Gabes ont conduit a I'analyse biochimiquérdetions pariétales
extraites aux étages foliaires jeunes ou agés,itdnoo stresseés. La teneur en sucres totaux et
oses neutres est moins élevée dandeleifles témoinsjeunes qu’agées, l'inverse est induit
par NaCl. Les monosaccharides les mieux exprimés sontlectpae, I'acide galactique, le
glucose et l'arabinose dans les fractions pectiques le xylose dans les fractions
hémicellulosiques. Ce contenu monosaccharidiquirdifselon I'age de la feuille et le
traitement par NaCl. Dans les témoins, la prin@pdifférence est la teneur plus élevée en
d’acides glucuronique et galactique dans les fesidlgées que jeun&ous NacCl, le contenu

en arabinose et glucose est augmenté dans lessjéemilles, alors que celui du galactose,
des acides galactique et glucuronique et du rhasit® sont dans les feuilles agées, avec
celui du fucose dans les fractions hémicellulosqué’immuno-identification des
monosaccharides par dot Blots a précisé leur vamiatl’'expression dans les fractions
pariétales eif) situ, leur distribution dans les fines nervures. Dassfégiilles jeuneggmoins

les protubérances pariétales internes sont plusdambes dans les feuilles agées que jeunes et
contiennent moins de JIM8 mais plus de XyGs et @e BousNaCl, dans les feuilles jeunes

et agées l'augmentation de CCRCML1 et JIM8,argumienterble d’agents consolidateurs du
réseau de protubérances.

Abstract

Physiological and structural modifications in ledfM. sativavar. Gabés were compared in
control and NaCl-treated plants. Biochemical aredyim wall fractions isolated from young
and old leaves were associated with immuno deteciavall polymers in minor veins. The
whole carbohydrate content is lower in young thanoid control leaves. The reverse is
induced by NaCl.The more expressed monosacchasidegalactose, galactic acid, glucose
and arabinose in the pectin fractions, and xylosthé hemicellulose fractions. This content
was modified according to leaf age and salin treami controls, the main difference
was more glucuronic and galactic acids in old thagoung leavesUnder NaCl, a higher
content in arabinose and glucose occurred in ydesnges, whereas more galactose, galactic
acid, glucuronic acid and rhamnose in the old Isaweith a fucose increasing in the
hemicellulose fractions.The immuno- identificatioh monosasaccharides by dot-blots has
shown their variations in the wall fractions eeithimmunodetectionn situ detailed their
distribution in phloem transfer cells of minor vein In controls, wall ingrowths are more
abundant in the old than in the young leaves,camdain less JIM8, but more XyGs and RG.
Under NaCl in old and young leaves, the augmentaiiocCCRCM1 and JIM8 argue for the
possible role of these polymers in wall ingrowtlwaak reinforcement.
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Annexe 1 :Effet du stess salin sur la cinétique de la germination deibsyo sativa cv Gab

ANNEXES

Annexe?2 :Effets du stress salin sur la teneur en eau ddtefejeunes FJ) et agéesHA) deM. sativacv

Gabes.

4— MS des feuilles (Mg) | Teneur en eau

T 43,61 9,28 3,68
JS 32,39 5,43 7,89
AT 32,35 5,57 4,77
AS 36,12 4,46 11,37

Annexe 3 Effets du stress salin sur le potentiel hydrique féeilles jeunesFJ) et agéesFA) deM. sativacv

Gabes.

Potentiel hydrique
T S
3.71+0.31 17.59 £ 0.57
4.71+£0.51 22.91+4.08
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