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ABSTRACT: The processes involved in the development of a performance culture are influenced not only by genetic factors
but also by the intervention of environmental factors. Soil salinity is a permanent threat to the survival of plants. The choice
of a salt tolerant species would be a solution to this constraint. This study aims to assess the impact of salt stress during the
vegetative stage of okra (Abelmoschus esculentus L.).Plants were stressed with different concentrations of NaCl from 0, 50,
100, 150 to 200 mM NaCl for one week. The results obtained show that the application of stress results in a moderate
decrease in the relative water content. Chlorophyll a, b, and total caroténoides are declining during times of stress. An
increase in proline content and soluble sugars was recorded in leaves and roots. The accumulation of proline and soluble
sugars could be an indicator of salinity tolerance which explains the maintenance of good water status among the studied
plants. The biosynthesis of chlorophyll pigments would be linked to the proline biosynthesis activity.
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RESUME: Les processus impliqués dans I’élaboration du rendement d’une culture sont influencés non seulement par des
facteurs génétiques mais aussi par l'intervention des facteurs environnementaux. La salinité du sol est une menace
permanente a la survie des végétaux. Le choix d’'une espéce tolérante au sel serait une solution a cette contrainte. Cette
étude a pour but d’évaluer I'impact du stress salin durant le stade végétatif du gombo (Abelmoschus esculentus L.). Les
plantes ont été stressées avec différentes concentrations de NaCl allant de 0, 50, 100, 150 jusqu’a 200 mM de NaCl pendant
une semaine. Les résultats obtenus montrent que I'application du stress conduit a une diminution modérée de la teneur
relative en eau. La teneur en chlorophylle a, b, totale et caroténoides subissent une régression pendant la période de stress.
Une augmentation de la teneur en proline et en sucres solubles a été enregistrée au niveau des feuilles et racines.
L'accumulation de proline et des sucres solubles pourrait étre un indice de tolérance a la salinité ce qui explique le maintien
d’un bon statut hydrique chez les plantes étudiée. La biosynthése des pigments chlorophylliens serait liée a I'activité de
biosynthése de la proline.

MoOTs-CLEFS: NaCl, Gombo, RWC, pigments, sucres solubles, proline.

1 INTRODUCTION

Les changements climatiques observés depuis quelques décennies apparaissent comme une cause profonde des
modifications environnementales [1], [2]. Ceci se traduit essentiellement par I'accroissement des terres arides qui
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représentent actuellement 44% de la surface du globe [3]. Ces écosystemes fragiles sont caractérisés par une forte
irrégularité des précipitations associées a une importante évaporation favorisant I'accumulation des sels dans le sol [4], [5],
une irrigation relativement saline [6], sérieuse menace pour les terres cultivables, au développement agricole [7] et a la
répartition géographiques des plantes dans leur habitat [8]. La salinisation des terres est un probléeme majeur a I’échelle du
globe qui affecte déja au moins 400 millions d’ha et en menace gravement une surface équivalente [9]. En Algérie, 3,2
millions d’hectares de terres arables sont menacés par la salinisation [10]. Le stress salin est le résultat d’un déficit hydrique
dans la plante sous forme de sécheresse physiologique [11]. Ce stress osmotique se traduit essentiellement par
I’accumulation toxique des ions dans les cellules et/ou un déséquilibre nutritionnel di a un excés de certains ions [12]. La
toxicité des ions, le stress osmotique et le déséquilibre nutritif associés ont un impact néfaste sur la croissance des plantes et
leur productivité [13], [14]. En effet, selon le degré de stress dans le milieu, les plantes sont exposées a des modifications de
leur comportement morpho-physiologique [15], anatomique [16], [17] et biochimique [18]. Dans ces conditions, les plantes
se trouvent en situation stressante et développent des mécanismes de défense [19]. L'accumulation de différents solutés
protege les plantes contre le stress salin en contribuant a I'ajustement osmotique [19], la protection de l'intégrité de la
membrane [20], la stabilisation des enzymes [21], et a la détoxification des dérivés réactifs de I'oxygene [22]. Certains
solutés remplissent une fonction supplémentaire afin de protéger les composants cellulaires de la déshydratation [23]. Ainsi,
les plantes réagissent a ce stress, soit pour disparaitre soit pour déclencher des mécanismes de résistance [24]. Parmi ces
mécanismes, I'ajustement osmotique joue un role primordial dans la résistance ou la tolérance de la plante a la contrainte
[4], [25]. Le stress osmotique est di a I'excés de Na* et CI" dans I'environnement qui réduisent le potentiel osmotique de la
solution du sol et donc I'absorption d'eau par la racine de la plante [23]. L'ajustement osmotique constitue le processus
majeur permettant a la cellule de maintenir sa turgescence [26]. Pour limiter la perte en eau, les plantes sont capables de
maintenir la turgescence de leurs cellules grace a I'accumulation controlée de composés organiques appelés osmoticum et
osmoprotecteurs, tels que sucres solubles [27], acides aminés [28], composés d’'ammonium quaternaire [23], hormones [29],
polyamines [30], afin d’atténuer I'effet du sel [31]. Pour améliorer le rendement des cultures, une plus grande attention a la
production de variétés tolérantes au sel est nécessaire pour relever les défis du 21éme siecle. Dans ce contexte, ce travail est
une contribution a I’étude des comportements hydrique, physiologique et biochimique d’une espece légumiere, le gombo
soumis a différents régimes de salinité.

2 MATERIEL ET METHODES
2.1 MATERIEL VEGETAL

Cette étude est réalisée sur une variété de gombo (Abelmoschus esculentus L.), un fruit cultivé dans I'Est algérien,
spécialement dans la région de Nechmana (Wilaya de Annaba). L’expérimentation a été menée sous une serre controlée.

2.2 APPLICATION DU STRESS

Au bout de trois semaines de culture, les plantes ont été réparties en cing lots et ont subi pendant une semaine un stress
salin (NaCl) a différentes concentrations (0, 50, 100, 150 et 200 mM de NacCl).

23 MESURE DE LA TENEUR RELATIVE EN EAU (RWC)

La teneur relative en eau a été mesurée sur une feuille bien développée, elle est déterminée par la relation de [32]:

Pf—Ps

Pf : poids frais
Ps : poids sec

Pr : poids a saturation
24 DOSAGE DES PIGMENTS CHLOROPHYLLIENS ET CAROTENOIDES
Dans un tube a essai, a 100 mg d’échantillon frais, coupé en petits fragments, sont ajoutés 10 ml d’acétone a 95% et

I’'ensemble est conservé a I'obscurité a 4°C pendant 48h. Le calcul des concentrations en chlorophylles totales (chl totales),
chlorophylle a (chl a), chlorophylle b (chl b), caroténoides (car) s’effectue en appliquant diverses équations établies par [33].
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Chl a (ug. mL_l) = 12,25. D0663 - 2,79. D0647
Chl b (IJ.g. mL_l) = 21,5. D0647 - 5,10. D0663
Chl tot (ug. mL_l) = 7,15. D0663 + 18,71. D0647

1000.D0,,, — 1,82.chla — 85,02chlb
198

Car (ug. mL™1) =

2.5 DOSAGE DES SUCRES SOLUBLES

100 mg de matériel végétal frais, sont macérés dans 3 ml d’éthanol pendant 48h. Aprés évaporation de I'alcool 20ml
d’eau sont ajoutés. Les sucres solubles totaux sont dosés par la méthode [34].

2.6 DOSAGE DE LA PROLINE

Selon la méthode de [35], 400 mg de matériel végétal étuvé sont broyés avec 5 ml d’éthanol a 95% auxquels sont rajoutés
15 ml d’éthanol a 70%. La solution finale est recueillie dans un tube a essai afin qu’elle soit décantée pendant 60 min. 5 ml
de la phase supérieure sont prélevés puis additionnés de 2 ml de chloroforme et 3 ml d’eau distillée. Aprés 24h, la phase
supérieure est récupérée pour le dosage, réalisé selon la technique de [36].

2.7 ANALYSE STATISTIQUE

Les données obtenues ont été soumises a des analyses de variance a I'aide du logiciel SPSS pour évaluer la significativité
des effets testés, le coefficient de corrélation de rang de Spearman est calculé pour évaluer la relation entre les parameétres
étudiés et I'effet du NaCl, et son niveau de signification. Les moyennes sont comparées par le test de Tukey HSD (Honestly
Significant Difference) afin de déterminer les groupes homogénes a a=0,05.

3  RESULTATS

Les résultats montrent aussi que la salinité crée un effet significatif sur le RWC, la probabilité se situe en dessous de 0.05.
L’analyse statistique révele une corrélation négative entre ces deux facteurs hautement significative (r=0,803**, p<0.001, Tab.
1). Chez les plantes témoins a celles traitées a 150 mM de NaCl, le contenu hydrique des feuilles reste faiblement affecté;
sous le traitement 200 mM de NaCl, le RWC subit une chute significative avec des taux de réduction de 28.13% contre 4.4%
chez les plantes témoins (figure 1).
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Fig. 1. Variation de la teneur relative en eau (RWC) des feuilles d’Abelmoschus esculentus (L.) aprés une semaine de stress au
NacCl
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Les pigments analysés indiquent une corrélation négative, hautement significative sous I'effet du stress salin (p<0.05),
exprimée pour les chla avec r=0,568** et p<0.001, les chlb avec r=0,583**, p<0.001, chl totales avec r=0,607**, p<0.001 et les
car avec r=0,506** et p<0.001 (Tab. 1). Sous 50 mM de NaCl la chla est a son optimum suivie par les plantes témoins au-dela
de 50 mM de NaCl les concentrations tendent vers la baisse jusqu’a atteindre 9,45 ug.ml‘l. L'optimum de chlorophylles
totales est de 16,71 ug.ml'1 chez les plantes témoins au-dela de cette concentration le taux chute sévérement. Les teneurs en
chlorophylles a sont 3 a 4 fois plus élevées que les teneurs en chlorophylles b et cela pour tous les traitements (figure 2).
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Fig. 2.  Variation des teneurs en chlorophylle totales, chlorophylle a (chl a), chlorophylle b (chl b), caroténoides (car) (yg.mL'l)
des feuilles d Abelmoschus esculentus (L.)

Le sel a un effet significatif sur I'accumulation des sucres solubles (p<0.05). Les résultats indiquent que la corrélation
positive entre ces deux facteurs est hautement significative (r=0,847**, p<0.001, Tab.1). L'accumulation des sucres solubles
(figure 3), sous I'effet de la salinité, se fait dans le sens feuilles racines aussi bien chez les plantes témoins que stressées
jusqu’a 50 mM de NaCl; au-dela de cette concentration la tendance de I'accumulation des sucres s’inverse dans le sens
racines feuilles. Pour atteindre des valeurs de 40,82 ug.ml‘1 et 55,46 ug.ml‘1 respectivement dans les racines et les feuilles des
plantes traitées a 200 mM de NaCl.
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Fig. 3. Teneur en sucres solubles (yg.mL'l) analysée aprés une semaine de stress au NaCl dans les feuilles et les racines
d’Abelmoschus esculentus (L.)
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Le sel a un effet significatif sur I'accumulation de la proline (p<0.05). Les résultats indiquent que la corrélation positive
entre ces deux facteurs est hautement significative (r=0,776**, p<0.001, Tab. 1). L'examen de la figure 4 montre que la proline
évolue dans le méme sens que la concentration de la solution saline. Cet acide aminé s’accumule davantage lorsque le milieu
de culture s’enrichit en NaCl aussi bien dans les feuilles que dans les racines, sa teneur passe significativement de 9,85 pg.ml’
et 4,15 ug.ml‘1 respectivement pour les feuilles et les racines des plantes témoins jusqu’a 42,1 p.g.ml‘1 et 21,5 p.g.ml‘1 pour le
traitement a 200 mM de NaCl. Il faut remarquer que les feuilles accumulent deux fois plus de proline que les racines aussi
bien chez les plantes témoins que celles stressées.
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Fig. 4. Teneur en proline (ug.mL'I) analysée aprés une semaine de stress au NaCl dans les feuilles et les racines d’Abelmoschus
esculentus (L.)

Tableaul. Matrice de corrélation de spearman entre sel, organe, proline, sucres solubles, RWC, chla, chib, chl.totales et car.

sel Organe | proline | sucre RWC chla chlb | chl.totales | car

Sel 1

Organe ,000 1

Proline 776 | -504 1

Sucre 847 | -127 | 8417 1

RWC -,803" °1 .687 |-709" 1

Chla -,568 Pl -558" | -5817 | ,356 1

Chlb -,583 Pl -5327 | o471 | 5147 | 7227 1

chl.totales | -,607 °1 584" | -578 | ,4237 | 980" | ,847" 1

car -,506 °1 .526 | -618 | ,258|,911" | ,425 825 | 1

**: Significatif a p < 0. 001
*: Significatif a p<0.05
b. Calcul impossible car au moins une variable est une constante.

4 DISCUSSION

La salinité est I'un des principaux stress abiotiques limitant la croissance et la productivité des plantes [23], [37], [25]. Les
résultats obtenus montrent que la teneur relative en eau des feuilles des plantes d’Abelmoschus esculentus L., est réduite
lorsqu’elles sont soumises a des concentrations élevées en NaCl. Selon [38], les sels affectent toutes les parties de la plantes
et sont plus perceptibles sur les feuilles. Cette sensibilité foliaire s’accentue avec I'augmentation des concentrations du NaCl
dans la solution d’arrosage. En effet 'augmentation de la teneur en NaCl entraine une diminution de I’"hydratation des tissus
[39].U'intensification du traitement salin s’accompagne d’une diminution du niveau d’hydratation qui reste toutefois
tolérable. Le maintien d’une teneur relative en eau élevée, sous stress hydrique, est une forme remarquable de résistance
[40]. Des études faites sur le blé [41] et le mais [42] font ressortir des résultats similaires concernant la baisse de la teneur
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relative en eau. Ceci peut étre dii 3 la toxicité des ions Na et/ ou Cl accumulés dans le cytoplasme a des niveaux dépassant
la capacité de compartimentage [38] dans la vacuole. L’accumulation apoplasmique des ions Na* et CI” serait le paramétre le
plus impliqué dans le flétrissement et la mortalité de certaines espéces [31]. Selon [43], la mortalité des plantes en milieu
salin s’explique par une perturbation de I'alimentation hydrique et d’une inhibition du métabolisme. Dans les zones arides et
semi-arides, la contrainte saline est souvent associée au déficit hydrique. Le stress salin induit des changements au niveau du
statut hydrique de la plante [44]. Ce processus conduit a un dessechement des feuilles [45], une diminution du contenu
relatif en eau des feuilles suite a la perte d’eau cellulaire [46], une réduction générale de la croissance [45], la transpiration
[47], 'absorption hydrique par les racines [48] et perturbe I'homéostasie cellulaire [49], [50]. La salinité perturbe l'intégrité
cellulaire et la fonction de I'appareil photosynthétique [51] (Munns et Tester, 2008). Par ailleurs, [52] rapportent que I'acide
abscissique, agit comme un signal de stress [53] synthétisé notamment en réponse a un déficit hydrique, et identifié comme
I'un des signaux impliqués dans la régulation des stomates. Leur fermeture permet une diminution de la perte en eau mais
elle provoque également une diminution de I'apport en CO,. Le stress salin a augmenté de maniere significative la
consommation d'eau chez le gombo [54].

Les résultats montrent une augmentation dans la teneur en sucres solubles chez les différents organes en fonction de la
concentration saline. Le NaCl induit des augmentations des teneurs des composés glucidiques proportionnellement aux
doses chimiques appliquées [55]. Chez les plantes, les sucres sont nécessaires pour soutenir la croissance et la régulation de
I'expression génique [56]. lIs sont également considérés comme de bons osmorégulateurs [57], [58], qui peuvent jouer un
role important dans I'ajustement osmotique et |'adaptation des plantes au stress osmotique [59]. Selon [58], les sucres
solubles protegeraient les membranes contre la déshydratation, I'état de déficit hydrique contribuerait en grande partie a
I'abaissement du potentiel osmotique. Chez le riz cultivé sous stress salin, il a été observé une dégradation de I'amidon et
une accumulation des sucres solubles s’"accompagnant de I'augmentation de I'activité de I'amidon phosphorylase, de celle
de la glucose phosphate synthase et d’une diminution de I'activité de I'invertase [60] .Ainsi, [61] observent chez les plantes
de riz soumises a un stress une diminution de l'activité du fructose 2-6- biphosphate, conduisant a une accumulation de
saccharose et contribuant ainsi a 'augmentation de la tolérance au sel chez certaines variétés en augmentant I'osmolarité
interne des cellules et les réserves disponibles en carbone. Les sucres solubles agissent comme molécules de signalisation en
situation de stress [62]. Les sucres solubles ont un double réle chez les plantes, ils participent aux événements métaboliques
et agissent comme signaux moléculaires pour la régulation des différents genes, en particulier ceux qui sont impliqués dans
la photosynthese, le métabolisme du saccharose et de la synthese d'osmolyte [63]. L'accumulation des sucres est suggérée
comme indice de résistance non seulement au stress salin mais également au stress hydrique du fait que la salinité est
également une sécheresse de type physiologique [4].

Il est signalé également que les teneurs en chlorophylle totale et en caroténoides sont influencées négativement par le
régime salin. Cependant I'apport de NaCl a 50 mM et 100 mM stimule respectivement la biosynthese de chlorophylle a et b.
Au-dela de 100 mM de NaCl les teneurs en chlorophylle a et b enregistrent une baisse. La salinité a un effet dépressif par
une réduction de la teneur en chlorophylle a, b et totale [55], [64], [65].Sous un régime salin la chlorophylle a, b et
caroténoides ont été considérablement réduits chez le mung bean [66] et le canola [67]. Des quantités excessives d'ions
toxiques dans les tissus foliaires de cultivars de gombo peuvent se comporter comme agent dégradant de la chlorophylle
[68]. La diminution de la synthése de la chlorophylle peut étre due, entre autre, a une diminution de l'acide 5-
aminolévulinique [69]. Le NaCl inhibe la synthése de l'acide 5-aminolévulinique, un précurseur de la chlorophylle [70],
[71].Sous contrainte hydrique, on constate une perturbation au niveau des réactions photochimiques de la photosynthése,
avec un blocage du transfert d’électrons entre LHC Il et PSII [72]. En outre, la culture de plantes dans des conditions de
solution saline est connue pour endommager le PSIl [73] et les enzymes photosynthétiques [74]. Le stress salin joue un role
dans la diminution de I'activité de la chlorophyllase [75]. La diminution du taux d’assimilation du CO, dans les feuilles est
associée a une inhibition de la photosynthése [76]. Le NaCl réduit la teneur en chlorophylle méme a plus faible concentration
avec une augmentation du ratio chla/chlb [70]. Les plantes exposées au stress salin ont montré des symptémes de chlorose
des feuilles et de nécrose, des résultats similaires ont été confirmés par [77]. Les génes impliqués dans la photosynthése et la
mobilisation des réserves stockées sont réprimés lors d'une augmentation de la concentration de sucre, tandis que les génes
requis pour le catabolisme du carbone métabolite sont induits [78].

Les concentrations salines appliquées provoquent une augmentation linéaire des teneurs en proline, des résultats
similaires ont été mis en évidence chez le gombo [54], [68], chez le ricin [79], le blé dur [80], le blé tendre [81], Pistachier de
I'atlas [82], le riz [83]. Il est établi que la proline est certainement un des osmolytes le plus répandu. Lors d'un stress
osmotique, sa biosynthése est augmentée dans les chloroplastes [84] et son accumulation chez les plantes stressées a une
fonction de protection [85], suite a la perturbation du métabolisme des protéines [55]. Le processus d’accumulation de la
proline dans les tissus foliaires est considéré comme un critere d’adaptation [86]. Elle permet aux plantes de supporter le
mangque d’eau par une diminution du potentiel osmotique [87]. La synthese de cet acide aminé a partir du L-Glutamate est
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catalysée par une enzyme : la Al-Pyrroline-5-carboxylate synthétase (P5C synthétase) dont la synthése est induite par le
stress salin [88] [86] .Chez le blé, une grande accumulation de proline est corrélée a une diminution en pigments
chlorophylliens totaux, a et b, cette corrélation est négative pour ces deux parameétres. Ces résultats suggerent I'existence
d’une connexion vraisemblable entre les voies de biosynthése des pigments chlorophylliens et de la proline [89] Une
compétition entre ces deux composés sur leur précurseur commun, le glutamate, peut étre a 'origine de cette évolution
[90], [18]. Il semble que la stimulation de la synthese de la proline soit paralléle a une activation globale d’une voie
métabolique partant du glutamate semialdéhyde et conduisant a la proline [91].

5 CONCLUSION

Les concentrations élevées en NaCl avantage I'accumulation des sucres solubles et de proline qui seraient impliqués dans
les mécanismes d’ajustement osmotique et serviraient aussi comme osmoprotécteurs, ce qui a permis le maintien d’une
turgescence cellulaire convenable chez les jeunes plantes de gombo (Abelmoschus esculentus L.). Le maintien d’une teneur
relative en eau modérée, sous stress salin, est une forme remarquable de résistance. Il ressort aussi qu’il existe des
corrélations entre les syntheses en pigments chlorophylliens et la biosynthése de proline.
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