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AVANT-PROPOS

Dans les régions seches (semi-arides, arides atrtidg®s) ou la fréquence des
précipitations est tres irréguliere et ou I'évapiorades eaux de surface est tres importante,
les systemes d’irrigation ont été considérablend#nteloppés. Ainsi, les superficies des
cultures irriguées représentaient 8 millions d’aez$ en 1800, 48 millions en 1900 mais
s'étendent actuellement sur 300 millions d’hectakésxtension rapide des terres irriguées a
contribué a la sécurité alimentaire (environ 50% pi®ductions de blé et de riz), la réduction
de la pauvreté et 'amélioration de la qualité de dune part importante de la population
mondiale. Cependant le développement de l'irrigae heurte a une multitude de menaces
dont la pénurie croissante en eau de surface diééyuavolution de la salinisation et la
réduction de la fertilité des terres. Dans le baitffalre face au probleme de salinisation des
terres, plusieurs solutions sont avancées pouéveldppement des cultures : le dessalement
des eaux d'irrigation et des sols salinisés, isdtion des pratiques culturales appropriées et

la sélection d’espéces et de variétés adaptéesatinie.

Les especes cultivees étant majoritairement sassila salinité dans le sol, le besoin de
sélectionner des variétés résistantes s’est camabigénent intensifié pendant cette derniére
décennie. Les agrumes sont classés parmi les sspEelus sensibles a la salinité. Se
développant dans les régions semi-arides et spéugit dans le bassin méditerranéen, les
agrumes sont confrontés a la contrainte salinetapdhe 8 des 25 pays méditerranéens. La
sélection et la création de porte-greffe d’agrutedsrants au sel et cumulant par ailleurs des
résistances a des facteurs biotiques tels querds de la tristeza et le Phytophthora sont a

I'ordre du jour pour assurer la durabilité de l'agniculture dans cette zone de production.

L'utilisation des porte-greffe autotétraploides pait étre une voie trés prometteuse, les
génotypes tétraploides étant décrits dans la ditite comme plus tolérants aux stress
abiotiqgues. De méme, compte tenu des difficultéscartrées par I'amélioration
conventionnelle, le développement de I'hybridatsmmatique (fusion de protoplastes) est
devenu une voie encore plus prometteuse, permettadditionner 'ensemble des génomes
nucléaires de porte-greffe présentant des carstitges complémentaires pour leur

résistance aux contraintes biotiques et abiotiques.



Au cours de ce travail, nous nous sommes intéréssésdier la réponse au stress salin de
porte-greffe diploides, autotétraploides et d’'uatétraploide afin de vérifier ou infirmer leur

intérét potentiel pour I'agrumiculture.



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

|.Sécheresse, irrigation et salinisation des sols

1.Problématique du manque d’eau dans les régionsdtes

Les régions seches dans le monde sont représqraédss zones arides, semi-arides et
désertiques. Ces zones couvrent environ 37% darface des continents (Figure 1A). Le
climat régnant dans les zones semi-arides se éasgctpar des précipitations annuelles
comprises entre 300 et 600mm, par des précipistemmuelles comprises entre 100 et
300mm pour les zones arides et enfin par des pi@oims annuelles inférieures a 100mm
pour les zones désertiques (Figure 1B). Ce typelidet se caractérise par des pluies trés
irrégulieres concentrées en hiver, et des étéslohguds et secs. Les conditions climatiques
associées a la succession des années de séclmress#rainé la raréfaction des ressources

en eau dans ces régions.

. Aridity Zone
E Aria

[ |semi-Arid

Maripd s S e 0 1l 0 e 0 0 - 200 e p e T N P SSE - DD mE Wl -0 s e
W3- 5 e 100 18 e 51 310 - 10 v el 500« PO v e [ 5000 P 500 T e W 200 8000 ne e

Figure 1. Distributions mondiales des zones séches (A) eladgluviométrie (B) (FAO,
2008).



Dans le but de répondre aux demandes croissantésude populations en matiere de
productions agricoles et alimentaires, les paygsitdans les régions seches ont étendu leurs
superficies cultivées et ont développé considénabie I'irrigation. De fagon générale, les
nouvelles surfaces cultivées ont été conquises lassirterres en bordure des zones
montagneuses et des steppes des régions aridesidesa l'intensification du surpaturage et
a la destruction des espeéces ligneuses pour le dmite extension a provoqué I'accélération
des phénomeénes d’érosion hydrique, de salinisat&m sols et de désertification (Options
meéditerranéennes-CIHEAM, 1975).

2.La pratique de l'irrigation et ses conséquencesusla qualité des sols

A I'échelle mondiale, les surfaces cultivées oré gtcensées a la fin du®@®siécle :
environ 1.5 & 1.8 milliards d’hectares sont culividnt 16 a 18% sont soumis a l'irrigation
(FAO 2008) (Figure 2). Aujourd’hui les terres imges produisent 40% de l'alimentation
mondiale a partir d’environ 17% des surfaces céés/(FAO, 2001).

? Legend
No Data <1 1-5
B 1o-s0o M > 50 %

Figure 2. Distribution mondiale des surfaces cultivées siougation (FAO-AQUASTAT
2008).

L’eau utilisée en irrigation peut provenir de ciaggines différentes : I'eau de surface
provenant des précipitations, I'eau des nappesafites, I'eau fossile provenant d’aquiféres
(formations géologiques contenant de facon temporai permanente de I'eau mobilisable),
les eaux useées traitées et 'eau de mer désalirisres les zones seches, lirrigation a partir
des eaux de surface est limitée naturellement @afoite variabilité des précipitations
annuelles, elle est surtout réalisée avec des sauterraines. Toutefois dans beaucoup de



régions soumises a la sécheresse, I'utilisationrdssources en eau non conventionnelles
telles que les eaux usées non traitées (richesebn neutres, métaux lourds, éléments
organiques et organismes pathogénes) et I'eau iniégal (qui reste en général a haute
contenance en sels), reste une pratique tres fieEm@emme au Koweit (39% des surfaces
irriguées), a I'lle de Malte (37%), au Bahrein (4%t au Maghreb (0.8%) (FAO-
AQUASTAT, 2008).

Sur le plan écologique, l'accroissement de la pectdo agricole via la pratique de
lirrigation s’est effectué au détriment des ressea naturelles. Les mauvaises pratiques
d’utilisation de I'eau telles que l'irrigation aveles eaux non conventionnelles, associées a un
manque en matiere de systemes de drainage a eregiEsussions défavorables sur les
propriétés physiques (structure et perméabilité)sids. Ainsi un apport en eau supérieur a la
perte par évapotranspiration entraine une hydrom@rfsaturation en eau) temporaire ou
permanente du sol, et I'apport d’'une eau chargéesedsm entraine I'accumulation de ces
derniers au dessus de la nappe sous forme difemssgison humide) et leur remontée a la

surface sous forme de crolte (en saison sechep(@phéditerranéennes-CIHEAM, 1975).

D’apres le service de la gestion des terres eadwritrition des plantes de la FAO, plus de
6% des terres dans le monde sont affectées pdréleomeéne de salinisation induit par les
mauvaises pratiques culturales (Figure 3). Les&digute teneur en sel ont une valeur et une
productivité considérablement diminuées causanmigbirtants dommages socio-économiques
et d’irréversibles changements environnementawacdumulation naturelle des sels et
I'accélération du phénomeéne par la mauvaise gessrierres et des eaux entrainent la perte

des surfaces cultivables mettant en péril la stcatlimentaire mondiale.
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Figure 3. Distribution mondiale des sols salinisés (FAO, 200



La concentration en sels d'un sol est déterminédapaesure de sa conductivité électrique
(ECe) exprimée en déciSiemens/m (dS/m) ou en pams(per million) (1dS/m = 640 ppm =
640 mg/Kg). Un sol est considéré comme salinisgglae son ECe est supérieur ou égal a 4
dS/m (2.56 g/KqQ).

Les sols peuvent étre affectés par deux types lil@sssion appelés communément les
salinisations primaire et secondaire. La salinisagprimaire a lieu naturellement dans les
régions ou la roche mere du sol est riche en sdlbles tels que les chlorures de sodium
(NaCl), de magnésium (Mgg)] de calcium (CaG), les sulfates et les carbonates. Dans les
régions arides et semi-arides ou les précipitatem® insuffisantes pour lessiver les sels
solubles du sol et ou le drainage est restreintstds salins se forment par accumulation de
hautes concentrations de sels, ces sols sontsdilimisés’. Les sels océaniques participent
aussi au phénoméne de salinisation des sols. Gssdi#e ‘cycliques’ sont transportés
jusqu’aux terres par le vent et y sont ensuite gépauite aux précipitations. En effet, I'eau
de pluie contient de 6 a 50 mg/Kg de NaCl, une eptration qui tend a diminuer en
s’éloignant de la zone cotiere. Par ailleurs, linsation du sol est dite secondaire lorsque
des guantités significatives d’eau riche en sefg apportées par irrigation. En absence de
réseaux de drainage adéquats, 'augmentation mdar en sels dans les sols irrigués réduit
leur productivité en limitant la capacité des cdia capter I'eau et les micronutriments. Les
sols salinisés sont tres peu fertiles et la geriainzet la levée des semences des céréales a
titre d’exemple y sont entravées (Kaur and Duft@989) ; Donovan and Day, (1969)).

Aujourd’hui 10 a 15% des terres irriguées sont cffes a differents degrés par la
salinisation (Figures 2 et 3). Au Pakistan plus28@6 des terres irriguées sont salinisées, en
Tunisie (25%), aux Etats Unis (23%), en Inde (17&6),Chine (15%) et en Afrique du Sud
(9%) (FAO, 2006).

En conditions salines, la disponibilité de I'eawfpétre améliorée de différentes fagons;
tout d’abord en facilitant le lessivage des setsiauilés au niveau des racines, en améliorant
les systemes de drainage, en utilisant des systdiinegation adaptés aux plantes cultivées,

et enfin en utilisant des variétés plus toléraatesel.



3.La salinisation des sols et la sensibilité despeses cultivées

A trés faible concentration, les sels présentsétat’ naturel dans le sol sont absorbés
comme éléments nutritifs par les végétaux. Cepdndatles concentrations plus élevées, les
sels solubles peuvent empécher les racines d'afrsbelau et les éléments nutritifs et, ainsi,
restreindre la croissance des espéces cultivées,uti rendement plus faible. La sensibilité
des plantes a la salinité du sol varie de faconimoa durant le développement. Le premier
effet du stress salin est le retard de la germinagt de 'émergence des racines. En effet les
especes cultivées sont majoritairement tolérantesebpendant la phase de germination, mais
sont plus susceptibles pendant I'émergence dutslal phase juvénile a cause des hautes
concentrations de sel au niveau racinaire. Sidatplsurvit a ces trois stades elle devient plus

tolérante durant les autres stades de développement

La réponse des espéces cultivées a la salinitégtreuguantifiée en tracant la courbe de la
réponse de la croissance ou du rendement relatifsnetion de 'augmentation de la salinité
du sol. Maas and Hoffman, (1977) ont proposé qumlabe de réponse du rendement a la
salinité est représentée par deux droites, unedrtele représentative de la non réponse a la
salinité croissante (a faibles concentrationsynet deuxieme droite dépendante de la salinité
et dont la pente indique la réduction du rendenpamtunité d’augmentation de la salinité
jusqu’au niveau zéro (a hautes concentrations)ptiat d’intersection des deux droites
désigne le niveau de salinité seuil équivalent saximum de salinité du sol tolérable
n'affectant pas le rendement de I'espéce cultivgufe 4).

100 <— Niveau seuil de salinité

50

Rendement relatif (%)

/ Niveaurendement 0

Salinité du sol

(D’apres Maas and Hoffman, 1977)

Figure 4. Fonction générale de la réponse du rendement d@spéce cultivée a la salinité du
sol.



En se basant sur les niveaux de seuil de salihithkigendement zéro, Jensen (1980) a
classé les especes cultivées en 4 groupes : snsilddérément sensible, modérément
tolérante et tolérante (Tableau 1). Dans le tabieaont listés quelques exemples d’espéces

cultivées classées selon leur sensibilité a laisaldans les 4 groupes.

Tableau 1.Classement des espéces cultivées selon leur diésida salinité.

Classe de sensibilité au sel Niveau seuil deigalin Niveau de rendement zéro
(mM de NaCl) (mM NacCl)

Sensible 14 80

Modérément sensible 30 160

Modérément tolérante 60 240

Tolérante 100 320

(D’aprés Jensen, 1980)

Les agrumes sont classés parmi les espéeces lignéeseplus sensibles a la salinité
(Tableau 2). Selon Ayers and Westcot, (1985), ladoatance électrigue minimale tolérable
dans le sol est de 1.8 dS/m (18mM de NaCl) popoleelo et de 1.7 dS/m (17mM de NaCl)
pour 'oranger et le citronnier, et la conductant@ximale entrainant un rendement zéro chez

les trois espéces est de 8 dS/m (80mM de NaCl).

L’agrumiculture s’est développée dans les régicamiarides et spécialement dans le
bassin méditerranéen ou les sols deviennent deeplydus salins a cause de lirrigation. Le
bassin méditerranéen comprend 25 pays dont 8 doleensque de la désertification. La
sélection de variétés résistantes au stress hydmjusalin, ainsi que I'amélioration des
techniques agricoles, permettraient donc la saudegdes agrumes du bassin méditerranéen
et le développement d’'une agriculture écosoutenableéaison d’une demande d'irrigation

plus faible.



Tableau 2.Exemples d’espéces cultivées classées selon lesibdié a la salinité.

Sensible Modérément sensible Modérément tolérante  olérdnte
Pomelo Luzerne Betterave rouge Betterave a sucre
Orange Brocoli Coton
Citron Chou Dattier
Amande Tomate Cynodon
Pomme Laitue
Avocat Mais
Haricot Concombre
Carotte Raisin
Oignon Arachide
Péche Pomme de terre
Fraise Radis
Prune Riz

Canne a sucre

(D’apres Jensen, 1980)



Il.Les agrumes

1.0rigine et taxonomie des agrumes

Selon Tanaka (1961), les agrumes sont originaweSudi-Est asiatique. Le principal centre
d'origine se situerait sous la ligne allant du NB&d de I'Inde au nord de la Birmanie et au
sud de I'lle de Hainan. A partir de cette zonedlikpersion se serait effectuée d’abord vers
I'est de I'Inde, I'archipel Malais, le sud de lar@hpuis vers le monde entier.

Les agrumes regroupent trois genres sexuellememipatibles, le genrd-ortunella
désignant les kumquats comptant 2 a 4 especes debontaxonomistes, le genre
monospécifiquePoncirus (Poncirus trifoliata (L.) Raf) utilisé majoritairement en tant que
porte-greffe du fait de ses nombreuses résistaapesontraintes biotiques et le ge@irus
renfermant les principales especes cultivées esaromées (les orangefGifrus sinensigL.)
Obs.), les mandariniersC( reticulata Blanco), les clémentiniersC( clementinahort. ex
Tanaka), les citronnier€( limon(L.) Burm. f.), les pomelosQjtrus x paradisiiMacfad.), les
cédratiers €. medica et les bigaradiersC( aurantiumL.) selon Swingle and Reece (1967)).
156 espéces ont été recensées dans le @aénus par Tanaka (1961) tandis que Swingle et
Reece (1967) n'en distinguent que 16. De nombrghrdes ont été élevés au rang d’espéeces
par Tanaka (1961). Les trois genres d’agrumes #ppaent avec 8 autres genres dont
Eremocitrus Microcitrus, Clymenia Citropsiset Severiniaa la sous-tribu de€itrinae, tribu
desCitreag sous-famille deswurantioideag famille desRutaceaeet a I'ordre de&éraniales
(Swingle et Reece, 1967).

2.La diversité des agrumes et ses limites d’explaiion

La diversité agromorphologique des agrumes estidérable. Elle concerne aussi bien les
caractéres pomologiques et organoleptiques queékistances aux facteurs biotiques et
abiotiques. Cependant en regard de la tres graiveesiiée et de la complete compatibilité
sexuelle théoriqgue entre les différents genres titoast les agrumes, les ressources
génétiques effectivement exploitées par voie seaparaissent trés restreintes et tres peu de
cultivars commerciaux sont issus des programmeméliaration conventionnelle. Les

principaux facteurs limitant pouvant expliquer étdt de fait sont :



(1) la polyembryonnie (forme d'apomixie partielésultant de la prolifération d'embryons a
partir des tissus nucellaires de I'ovule), qui asidérablement limité les brassages
génétiques au sein des agrumes, tant durant lagticateon (Ollitrault et Faure, 1992)
gue depuis la mise en place de programmes de améariétale pour lesquels chaque
combinaison parentale inclut généralement un génfemelle mono-embryonné. Seuls
les cédratiers, les pamplemoussiers et quelqueslariaiers produisent des graines

mono-embryonnées d'origine zygotique ;

(2) les stérilités males et femelles, sélectionrggas!'homme pour la production de fruits
sans pépins, ont également exclu de nombreux atsdti\élites du pool génique

exploitable par voie sexuée ;

(3) I'nétérozygotie élevée de l'essentiel du getasope qui se traduit par de faibles
probabilités d'associer de nombreux genes favasatbiez un méme hybride ;

(4) la longueur de la phase juvénile et la lourd#es évaluations qui demandent un pas de

temps minimum de dix ans entre deux cycles de rbowison.

3.La diversité des agrumes et la variabilité des sistances aux facteurs biotiques et

abiotiques

La variabilité des résistances aux contraintesdues et abiotiques est considérable chez
les agrumes et ouvre de trés larges perspectivas lpacréation variétale. De nombreuses
tolérances aux facteurs abiotiques ont ainsi ététifices : tolérance aux sols calcaires de
Citrus jambhiri C. macrophyllaC. volkamerianat deC. amblycarpg tolérance a la salinité
du limettier Rangpur et du mandarinier Cléopatrmlérance au froid des mandariniers
Satsuma, des kumquats et Boncirus trifoliata ; tolérance a la sécheresse du limettier
Rangpur. Des résistances aux principaux ravageurakadies sont également présentes : la
résistance aux Phytophthoras sp. de certains permopksiers et mandariniers, des
bigaradiers, d&. volkamerianaet deC. amblycarpa; I'immunité a la tristeza dBoncirus
trifoliata et résistance partielle du mandarinier CléopateeC. amblycarpa du limettier
Rangpur, deC. jambhiri et C. volkamerianaet la résistance aux nématodes Rimcirus

trifoliata.



4.Le greffage des agrumes : moyen d’adaptation audacteurs environnementaux

Jusqu'au milieu du XX siécle, les agrumes étaient multipliés par seoriangers), par
marcottage aérien (mandariniers en Asie) ou patubage (cédratiers). La technique du
greffage a été utilisée en agrumiculture pour futtmtre les maladies puis pour I'adaptation
des agrumes aux contextes pédoclimatiques, erdipdee-greffe se sont avérés jouer aussi

un r6le important en matiere de rendement et dbt§ukes fruits.

Dans les zones de production agrumicole du baséditerranéen, les agrumes se trouvent
confrontés a de fortes contraintes environnementdle effet, on y trouve associées des
contraintes abiotiques majeures (salinité, solsabads) et des pressions sanitaires élevées
(Phytophthora sp., nématodes) considérablementeggs, ces dernieres décennies, par la

dispersion de la tristeza sur la quasi-totalitddsisin méditerranéen.

Dans le paragraphe suivant nous présentons lesct@astiques agronomiques et
physiologiques des agrumes utilisés en tant quegpeffe dans le bassin méditerranéen.

- Citrus aurantium: le bigaradier

Le bigaradier a été largement utilisé comme porédfg jusqu’a I'apparition du virus de la
tristeza. Dans le bassin méditerranéen, ce poeffegest toujours utilisé dans les régions
indemnes du virus et dans des associations avagtiesniers. Le bigaradier est caractérisé
par un systeme racinaire dense et profond qui dmféze une trés haute tolérance a la
sécheresse. Il est tolérant au froid, modérémédrtatat aux conditions salines et tolérant aux

sols calcaires et au champignon du Phytophthora sp.

- Citrus reshnicv. ‘mandarinier Cléopatre’

Le mandarinier Cléopatre est I'un des porte-greléssplus tolérants au sel. Il est tolérant
au froid comme la majorité des mandariniers etiinaloe haute tolérance a la variété quand il
est utilisé comme porte-greffe. Son systeme ra@nsemi-profond modere sa tolérance a la

sécheresse.
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- Citrus deliciosacv. ‘mandarinier commun’

Le mandarinier commun n’est pas utilisé comme pgrédfe a cause de sa forte sensibilité
au Phytophthora. En revanche, il présente une bdémliéeance aux contraintes saline et
calcaire comme le mandarinier Cléopatre. En tard gariété, le mandarinier commun
disparait aujourd’hui progressivement des vergerspubduction en raison de la quantité

abondante de pépins dans les fruits, qui le dépsioile marché européen.

- Poncirus trifoliata L. Raf. cv. ‘Pomeroy’

Le Poncirus est I'agrume le plus tolérant au fr@ds feuilles caduques et trifoliées et les
caractéristiques de son fruit I'ont fait classenglan genre a part par les taxonomistes. Il est
toutefois sexuellement compatible avec@sus avec lesquels ont été produits des hybrides
fertiles tels que les citranges Carrizo et Troyglises aussi comme porte-greffe. Il a été
largement utilisé comme porte-greffe pour ses Iplgisi résistances aux pathogénes tels que le
Phytophthora, le virus de la tristeza et les nédedo Aujourd’hui le Poncirus est
progressivement retiré des vergers d’agrumes &aisa forte sensibilité aux chlorures, au

calcaire et a la sécheresse.

- L’hybride citrange Carrizo ( Citrus sinensisL. Osb. xPoncirus trifoliata L. Raf.)

L’hybride sexué intergénérique entreHencirus trifoliatal. Raf et 'oranger Washington
Navel Citrus sinensid.. Osb) a été créé en Floride en 1909 dans lgpeetise d’obtenir une
variété résistante au froid. Plus tard dans legemsoixante, il a été utilisé comme porte-
greffe. Comme le citrange Troyer (issu d’'une mémneridation), le citrange Carrizo a étée
beaucoup utilisé pour contrer I'épidémie mondiate ld tristeza. Aujourd’hui, le citrange
Carrizo représente le porte-greffe le plus utililsds plusieurs pays agrumicoles des zones
tropicale et subtropicales. Il est en effet résisi@u virus de la tristeza, au phytophthora
(excepté quand il est greffé avec du clémentinieg)citrange Carrizo est modérément plus

tolérant aux chlorures et au calcaire et restei tnlésant au froid que le Poncirus.
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5.Accumulation des ions Naet CI chez les agrumes greffés : exemples d’association

porte-greffe / greffon

De nombreux travaux ont porté sur I'influence dssoaiations porte-greffe / greffon sur

'accumulation des ions Nat CI.

- En 1995, Bafuls and Primo-Millo ont montré quedamulation foliaire en Clchez
les greffons (Clémentine, Navel orange ) sur manea Cléopatre est inférieure a
celle de ceux greffés sur citrange Troyer. Paeai$i, I'accumulation foliaire en Na
chez le Clémentinier greffé sur les deux précédpatte-greffe est moindre que celle

observée pour I'oranger Navel.

- En 1993, Garcia Legagt al, ont mentionné que les greffons de citronniendFi
Verna, Ste Theresa et Eureka ) umacrophyllaont un contenu foliaire plus faible
en Nd et CI que lorsqu’ils sont greffés sur @olkamerianaou sur le bigaradier. Ces

résultats sont inversés au niveau racinaire.

- Nieves et al, (1992) ont indiqué que les combinaisons bigarédironnier cv.
Verna ainsi que mandarinier Cléopatre/citronnier. &v¥erna présentent des

comportements de type excluant pour le CI

- Cooper and Gorton, (1952) et Cooper, (1961), oentranné que les greffons de
pomelo sur la lime Rangpur ou sur le mandariniéo@étre accumulent généralement
les concentrations foliaires en”@#s plus faibles comparativement aux autres porte-

greffe. lls concluent que ces deux porte-greffe ses excluants du Tl

- Elgazzaret al, (1965) ont indiqué que les greffons de Citromeka surP. trifoliata
accumulent des concentrations inférieures eh fillsaire comparé aux autres porte-

greffe ce qui indique que ce porte-greffe est wiwant de N&
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6.Création de nouveaux porte-greffe cumulant des érances aux facteurs biotiques

et abiotiques

6.1.Création par hybridation sexuée

Sur la base de tests agronomiques et de symptéarnesidité aux chlorures associés a des
analyses foliaires, un classement de la sensilalitésel existe (Chapman, (1968) ; Sykes,
(1985)). Ces données sont connues au sein du poétigue des agrumes pour les principales
especes et servent de base aux programmes d'atiéhorll est par ailleurs connu que
certains des caractéres recherchés pour un paffe-gont présents au sein du germoplasme
d’agrumes (Ollitraultet al, 2000). Il est ainsi possible d'identifier desrgras trés

complémentaires pour les tolérances aux stress|bést et abiotiques.

La difficulté d’obtenir par hybridation sexuée dbgbrides adaptés au faisceau de
contraintes présentes dans le bassin méditerraré&ite de la structure génétique des
agrumes souvent fortement hétérozygote et a se®qgoances sur la recombinaison sexuée.
La probabilité d’obtenir des hybrides recombinanisiulant 'ensemble des génes désirés des
deux parents (Ollitraukt al, 2000) est en effet treés faible, car au-delatdiésances au sel et
a la Tristeza, il convient d’associer des toléranaex Phytophthora sp, aux nématodes, aux

sols calcaires et des caractéres favorables aemerd et a la qualité des fruits.

6.2.Création par hybridation somatique

Des porte-greffe tolérants aux contraintes abiesgomediterranéennes existent mais ils ne
satisfont pas forcément en termes de résistancenaladies et aux ravageurs et en termes de
rendement et qualité des fruits. La sélectionéstluation ainsi que la création de nouveaux
porte-greffe sont plus que jamais une nécessitéipBo tenu des difficultés rencontrées par
'amélioration conventionnelle, le développement lthg/bridation somatique (fusion de
protoplastes) est devenu une voie trés promett@esmettant d’additionner I'ensemble des
génomes nucléaires de porte-greffe présentantatastéristiques complémentaires pour leur
tolérance ou résistance aux contraintes biotiquexbietiques. L’hybridation somatique est
développée avec succes par le Citrus Research dadation Center de I'Université de
Floride, qui a obtenu et régénéré des hybridesrspéeifigues et intergénériques

allotétraploides a partir d'une centaine de: combares parentales. Ces hybrides sont en
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cours d'évaluation agronomique (Grosser, 1992, 1&92000). Des travaux équivalents bien
gue de moindre ampleur et ciblés sur les contmidtebassin méditerranéen son également
en cours au CIRAD (Ollitraukt al, 2000).

Le Poncirus trifoliataet certains de ses hybrides avec Gasus (citrange Carrizo C.
sinensisx P. trifoliata ; citrumello 4475 C. paradisix P. trifoliata) apportent des résistances
aux principaux facteurs biotiques tandis que de bremses tolérances aux stress abiotiques
peuvent étre trouvées chez I&trus. Plusieurs combinaisons intergénériques entre le
Poncirus ou ses hybrides avec d&trus ont été réalisées et sont a différents stades de
régénération et d’évaluation agronomique. Un preimybdride intergénérique entRoncirus
trifoliata cv. Pomeroy et le mandarinier commu@ @eliciosaTen. cv. Willow leaf) a été
créé par le CIRAD. Cette hybride est appelé FLHORA& semble prometteur face aux
contraintes du bassin méditerranéen. Il a en g#dté I'immunité a la Tristeza dRoncirus
trifoliata et présente également un comportement excellensaucalcaire a l'image du
mandarinier commun. Le FLHORAG1 a montré une footérance au stress salin dans des
études antérieures réalisées par Mademba-Sy (20&&leh (2005 et 2008).

[ll.Déroulement de la réponse au stress salin (Nathez les plantes

En condition de contrainte saline, les plantes sadnt un stress hydrigue di a
'augmentation des forces de rétention de I'eausdansol. La forte accumulation des sels
autour des racines les empéche de capter 'eawucentraine une baisse du potentiel
hydrique de la plante. Le manque d'eau entrainesalm stress osmotique au niveau des
cellules et des tissus se traduisant par I'augrtientde la concentration en solutés et en ions
dans le milieu intracellulaire. En réponse a toes changements, plusieurs mécanismes de
régulation sont mis en place pour ajuster le médistne cellulaire et faire face aux dommages
provoqués par la perte d’eau et par I'accumulaties ions a un niveau toxique dans les
différents organes de la plante. Les mécanismegédalation sont accompagnés par
'enclenchement de cascades de signalisation eividion de facteurs de transcription qui
entrainent des changements au niveau de I'express genes impligués dans la synthese
d’effecteurs de I'adaptation au stress. Ces desnient permettre de maintenir ’lhoméostasie
ionique, la biosynthese d’osmolytes, le piégeageadeaux toxiques, le transport d’eau et,
enfin, la coordination de la réponse (Apsteal., (1999) ; Zhu, (2002) ; Hasegavea al,
(2000) ; Berthomiewet al, (2003)) (Figure 5).

14



Salinité R Stress second{ilres
fici i ®| - Stress osmotique
Déficit hydrique oo oo

Perturbation des homéostasies osmotique et ionique
Dénaturation des membranes et des protéines

Perception du stress ‘ Osmosenseurs (récepteurs couplés aux protéines G ; A tHK1; canaux NSCCs)

duction du signa Seconds messagers (Ca 2+; ROS; ABA...)

| Cascades de signalisation (SOS ; MAPKinases; phosp  hatases)
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Osmoprtection

Chaperonnes

(Glycine-bétaine ; (LEA. Hsp)

proline ; sucres)

Mécanismes de

, Activation de génes I
réponse au stress

Transport d'eau
(aquaporines) et
d’ions (NHX1 ;

Détoxification
(SOD ; APX ; GPX

S0OS1; CLC) 1 GR)

| Tolérance au stress, arrét de croissance, ou mortc  ellulaire I

Figure 5. Schéma général du déroulement de la réponse ass $tydrique et salin chez les
plantes (d’aprés Wang at, (2003a) et Xionget al, 2002).

La toxicité ionique résulte de I'assimilation exsigs des ions Naet CI par la plante. La
croissance d’'une plante sous la contrainte salépemdd de sa capacité a rétablir son propre
équilibre ionique. En effet la concentration en” BACl au niveau du cytosol est maintenue
faible par d’'une part, la régulation de I'assimdat de ces ions, et d’autre part, par leur
compartimentation au niveau de la vacuole et par lexclusion extracellulaire. La
compartimentation vacuolaire contribue au mainties relations hydriques des cellules en
milieu hypertonique. Lorsque I'accumulation des siomlépasse la capacité de leur
redistribution entre les différents tissus et osganet/ou dépasse la capacité de
compartimentation vacuolaire, les ions se concehtpgsqu’a un niveau toxique dans le
cytosol. Le N3, par compétition, réduit 'absorption des ions (€ofacteurs de nombreuses
enzymes) dans la cellule, pénétre au niveau disalytotravers des transportettigh affinity
K" Transporter(HKT1) et des canaux non sélectifs de cationsN8IEC), puis déclenche la
réponse au stress suite & une augmentation denkgemwation d’ions Ca cytosolique
(Hasegawat al, (2000) ; Yokoiet al, (2002)).
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Le C&" va alors activer les cascades de phosphorylates MAPkinases (MAPK),
aboutissant a l'activation de facteurs de transionpqui agissent spécifiguement sur les
promoteurs pour initier la réponse (notamment patrédnscription des génes Salt Overly
Sensitive (SOS) et des génes de biosynthese dedybass) (Yokoi, et al, 2002). La voie
SOS activée va induire I'activation de la proté8@S1, un antiport N&H* de la membrane
plasmique, et l'activation de I'antiport Ni&i™ exchanger (NHX1) de la vacuole (Zhu, 2002).
Ainsi les ions N& et CI sont soit évacués hors du cytoplasme vers lasstissnducteurs par
I'intermédiaire de I'antiport NaH" (SOS1) et de canaux Céoit stockés dans la vacuole par
I'intermédiaire de I'antiport NHX1, de canaux @CLC) et d’antiports CIH" (Hasegawaet
al., (2000) ; Zhu, (2002)) en coordination avec desnpes a protons ATP ou PPi
dépendantes.

Par ailleurs, 'augmentation du Eaytosolique va permettre la transduction du sigdfial
d’activer 'accumulation de métabolites compatibtiess la cellule. Ceux-ci vont permettre
I'ajustement osmotique cellulaire en abaissantoteqtiel osmotique interne par captage des
molécules d’eau a leur surface. lIs représentesdiaine source d’azote et de carbone qui va
diminuer les perturbations métaboliques lors desstr Ces métabolites peuvent étre des
sucres, des alcools, mais aussi des iohstKdes métabolites chargés tels que la glycine
bétaine et la proline (Yokat al, 2002). De plus, et toujours dans le but de e¥gsbn
potentiel hydrique, la plante peut faire varierctanductivité hydraulique a la racine et aux
feuilles. Ceci se produit au niveau des membraed#slaires, des vésicules internes ou du
tonoplaste, par régulation de I'ouverture des metede transport d’eau ‘les aquaporines’ ou

par modification de leur quantité (Morillon & Chpisels, 2001).

La réponse au stress salin est associée au trardgdiacide abscissique (ABA) de la
racine vers les parties aériennes (Hasegetwal, 2000). L’ABA est une phytohormone de
stress chez la plante, dont la principale caratigue est d’inhiber la germination des graines
et d’'induire la fermeture des stomates. La ferneetles stomates permet la régulation du
potentiel hydriqgue en réduisant les pertes d’eaulgparanspiration, et limite la fixation du
CO, entrainant la réduction de I'activité photosynitpée. Toutes ces perturbations des
échanges gazeux de la plante entrainent la prasfuctiassive des espéces actives de
'oxygene ROS tels que le peroxyde d’hydrogeneQdi soumettant la plante au stress
oxydatif. L’ABA joue aussi un réle régulateur desteurs de transcription ABA dépendants
qui, par leur interaction spécifique avec les prteucs inductibles, vont pouvoir opérer une
modulation transcriptionnelle des genes de répanssress salin (Zhu, 2002).
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La tolérance au stress salin dépend aussi desupgides espéces actives de I'oxygéne
ROS (les molécules antioxydantes tels que I'asterltavitamine E et les caroténoides, et les
enzymes de détoxification telles que la superoxideutase SOD, I'ascorbate peroxydase
APX...). Afin de limiter les dommages causés pardianulation des ROS, il est nécessaire
d’avoir une régulation de I'expression de ces pigg@our une réponse adaptée. Les especes
actives de I'oxygéne sont tres dommageables a flmse pour la cellule, mais a faible dose,

ils jouent le rble de seconds messagers dansrlalsgtion du stress (Zhu, 2002).

IV.Déterminants physiologiques de la tolérance autiess salin chez les plantes : état de

connaissances chez les agrumes

1.La croissance

La croissance d’'une plante dépend a la fois dg#agion et de la division cellulaire. Etant
dépendante de la turgescence, I'expansion cekudst trés sensible au déficit hydrique et est
sous le contréle de la signalisation ABA. En candi salines, I'altération du statut hydrique
engendre la réduction de la turgescence des celiglduisant ainsi leur expansion et leur
taille et réduisant Il'utilisation de I'eau par ldapte. Ce fait va entrainer la réduction du
développement des nouvelles racines, feuillesreifications latérales (Spollest al, 1993).

Si la durée du stress est courte, la récupératola ghlante est complete. En revanche, si la
durée est longue, la récupération peut étre tngigke car le stress aurait déja réduit le nombre

de cellules dans les zones de division cellulaire.

La croissance des agrumes et leur rendement spatagément réduits dans un sol a ECe
autour de 1,4 dS/m (Maas, 1993). Comme chez larité@ajdes plantes la réduction de la
croissance (hauteur de la plante, émission folidiemasse, systéme racinaire) a été
également observée chez les agrumes soumis as séiles (Cerdat al, (1990) ; Zekri and
Parsons, (1992) ; Camara-Zapetal, (2004)). La croissance des agrumes greffé®dsite
au niveau des racines en condition de salinisatioissante. Cet effet phénotypique du stress
salin a été plus remarqué chez les agrumes gifésmandarinier Cléopatre ou Macrophylla
gue chez les agrumes greffés sur bigaradier. Poacirus trifoliata lui maintient un
développement continu de son systeme racinairepli@momeéne est appelé "Fine Root

Turnover”, il est unique aB. trifoliata et lui permet d’éliminer I'exces d’ions (Tozéat al,
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2000). A contrario des racines, I'élongation degggiet des ramifications sont trés fortement
réduites par le stress chez ce génotype. Romemdarat al, (1998) ont observé une
augmentation de I'épaisseur des feuilles chez ¢eteqreffe citrange Carrizo et mandarinier
Cléopatre soumis au stress salin. Ceci s’expligupeast une augmentation de la turgescence

des cellules foliaires suite au stress salin (MAa883).

2.La régulation stomatique et des échanges gazeux

L’ascension de l'eau ne nécessite pas d'énergieabuobktiue. Elle est essentiellement
assurée par la transpiration au niveau des stondategeuilles. On considere que l'air est
pratiguement saturé en vapeur d’eau dans la chasome stomatique, alors qu’a I'extérieur
de la feuille, I'air est renouvelé et n'est passlls conditions de saturation. C’est ce gradient
de vapeur d’eau qui va provogquer I'évaporation imeau des stomates. Cette évaporation va
attirer 'eau des cellules et, de proche en prothelépression va étre transmise a toute la
colonne d’eau des vaisseaux du xyleme jusqu’arkexité des racines (Bonner et Galston,
1952). La colonne de seve sous tension, c'est @& @liune pression négative, va rester
cohérente grace aux liaisons hydrogene entre ldécoies d’eau dipolaires et aux forces
d’adhésion de ces molécules aux parois des vasseauarbre de 100 m de hauteur est sur
ce plan I'équivalent de colonnes d'eau s’étendast f@uilles aux extrémités des racines
(Steudle, 1995). L'eau peut donc étre sous unesjpreségative de 10 bars ou plus au niveau
des racines. Ce mécanisme de montée de la sevigueplonc une forte déperdition en eau.

Lorsque le potentiel hydrique du sol décroit celes feuilles doit étre baissé afin de créer
le gradient difféerentiel qui permet la conductioa beau vers les parties aériennes. En
situation de déficit hydrique la plante ferme sesmaites afin de réduire la perte d’eau par
évaporation. La fermeture des stomates est régaléEhormone ABA, qui est synthétisée au
niveau des feuilles et des racines des plantesss&e (Skriver and Mundy, 1990). L’ABA
induit la sortie des ions'Ka I'extérieur des cellules de garde stomatiquesqauant ainsi la
baisse de leur turgescence et la fermeture desastenDe méme un apport exogéne d’ABA
sur les feuilles induit la fermeture des stomatéariung and Davies, 1991). Dans le but de
diminuer les effets néfastes du sel chez les @ads traitements avec différents régulateurs
de croissance ont été étudiés. Les pré-traitendeBA augmentent la tolérance au sel chez
diverses especes telles que le tabac (LaRbsah, 1987), I'orge (Popovat al., 1995), et les
agrumes (Gomez-Cadenetsal.,2003).
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Les agrumes répondent de fagcon immédiate, au défidrique et a la salinité, par
'augmentation de la production endogéne d’ABA (@&zrCadenast al.,1996, 1998), ce qui
entraine la réduction de I'assimilation du £€ de la conductance stomatique (Wakkeal.,
(1982) ; Lloydet al.,(1990) et Gomez-Cadenesal.,(2003)).

3.La photosynthése

Le stress salin réduit le taux de photosynthésewésaki et al, 2001), ce qui en
conséquence entraine la réduction de la croiss&asieurs études ont prouvé I'importance
du photosysteme Il dans la réponse photosynthé@gxechangements environnementaux
(Baker, 1991). Cependant la réponse du PSIl edtasife selon le niveau de tolérance au
stress salin des especes. Certaines études onténfionttibition de I'activité du PSII (Bongi
and Loreto, (1989) ; Mishrat al, (1991) ; Masojidek and Hall, (1992) ; Belkhodjgal,
(1994) ; Everarcet al, (1994)), alors que d’autres n'ont observé ausftet négatif du stress
salin sur le PSII (Robinsoet al, (1983) ; Brugnoli and Bjorkman, (1992) ; Moralssal,
(1992)).

La salinité diminue I'assimilation du GQia les réductions de la surface foliaire (Papp
al., 1983; Munnst al, 2000), de la conductance stomatique (Brugndali laawteri, (1991) ;
Ouerghiet al, (2000) ; Agastiaret al, (2000) ; Paridat al, (2003)), et de I'efficacité des
enzymes photosynthétiques (Seemann and Critchl®g5] ; Yeoet al, (1985) ; Brugnoli
and Bjorkman, (1992) ; Reddst al, (1992)). Par ailleurs le stress salin peut iahila
réparation du PSIl via la suppression de la syethds la protéine D1 au niveau

transcriptionnel et traductionnel (Allakhverdiewal, 2002).

V.Déterminants moléculaires de la tolérance au stes salin chez les plantes : état de
connaissance chez les agrumes
Le stress salin se traduit par des changements hologiques, physiologiques,
biochimiques et moléculaires au niveau de la pladtdentification des déterminants de la
tolérance au stress salin et des effecteurs quird@ient I'expression de ces déterminants
devient aujourd’hui indispensable pour la sélectri’amélioration des espéces cultivées.
L’adaptation de la plante au stress salin dépendiagévation d’'un réseau complexe de

cascades moléculaires impliquées dans la percegtiostress, la transduction du signal du
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stress, et I'expression de génes et de meétabdjiésifigues pour I'adaptation au stress

(Figure 5).

1.La perception du stress salin

Le stress salin est percu au niveau des racinegiffi@rents senseurs membranaires. L'ion
Na' péneétre dans les cellules racinaires par voieiymsga des canaux non sélectifs de
cations NSCC de type VI (indépendants du voltageldesmalemme) et de type DA (activés
par la dépolarisation du plasmalemme) (Shabkalal, 2006) (Figure 6). Une des premiéres
réponses cellulaires au stress salin est la chetdadturgescence qui conduit a des
changements structuraux de la membrane. Ces changesont détectés par un récepteur
kinase-cyclase membranaire qui va rapidement caalla conversion du guanosine 3’-
triphosphate (GTP) en 3’, 5’- guanosine monophotpkgcliqgue (GMPc). L’augmentation
de la concentration cytosolique en cGMP va entrdiaetivation de I'influx du C&" via des
canaux ioniques non sélectifs membranaires CNGk€ e al, 2003) et I'inactivation des

canaux membranaires VI-NSCC afin de réduire I'imfldu N& (Matthuis and Sanders,

(2001) : Rubicet al, (2003)).
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Figure 6. Implication des canaux non séléctifs de cationsQNBdans la perception et la

transduction du signal du stress salin.
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2.La transduction du signal du stress salin

2.1.Les cations C&
L’augmentation transitoire de la concentration sgtimue en Cd favorise :

(1)la libération des stocks intracellulaires erf‘Cals que les vacuoles en activant les
canaux NSCC vacuolaires (SV-NCSS) (Pedteal, 2005) (Figure 6),

(2)la production des ROS par les oxydases membesniElles que la NADPH oxydase et
certaines peroxydases. En effet, les ROS favoriserinflux supplémentaire de €a
dans la cellule via les canaux ROS-NSCC (Figure 6),

(3)et I'activation de diverses protéines fixatrizks C&* responsables de I'activation de

différentes cascades de signalisation du stresS (SAPK).

2.2.L.’hormone ABA (Acide ABscissique)

L’ABA est une phytohormone intervenant dans difféseprocessus physiologiques et
développementaux chez les plantes tels que la atetoy 'induction de la dormance chez les
embryons, linhibition de la germination et dansadaptation aux différents stress

environnementaux (Zeevaart and Creelman, 1988).

L’ABA est synthétisé a partir de la xanthoxine laavoie de biosynthése des caroténoides
(Nagvi, 1995). Chez les plantes supérieures, I'AB#rive des deux C4bis
epoxycaroténoides, lads-neoxanthine et la Bis-violaxanthine, qui sont clivés sous l'action
de la 9-epoxycarotenoid-dioxygenase (NCED) poudpire le précurseur direct de 'ABA, la
xanthoxine (Cutler and Krochko, (1999) ; Liotenbetgal, (1999) ; Tayloret al, (2000))
(Figure 7). L’normone ABA est synthétisée au nivel@s racines et du mésophylle puis est
redistribuée et accumulée au niveau des feuillespérception de I'ABA au niveau des
cellules de garde stomatiques va induire I'accutioadu C&* au niveau cytosolique due a
un influx a travers les canaux NSCC de la membmalasmique (Murateet al, 2001).
Parallélement, I'activation de I'HATPase tonoplastique induit l'alcalinisation dutasol
favorisant ainsi I'efflux du C& de la vacuole.
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Figure 7. Voie et régulation de la biosynthese de I'’ABA.

La fortete concentration cytosolique en?Cantraine la dépolarisation de la membrane
plasmique menant a l'inhibition des canaux &ntrants et a l'activation des canauX K
sortants du tonoplaste et de la membrane plasmiBla#t and Armstrong, 1993) et des
canaux anioniques de la membrane plasmique (Graibal;, 1997). L’efflux massif de Ket
des anions Ch travers la membrane plasmique engendre la plgsendes cellules de garde,

ce qui conduit a la fermeture du stomate.

Outre son role dans la régulation stomatique, I’A&ait impliqué dans la réduction de la
croissance en réponse au stress osmotique (Giratdat, 1994). L’ABA serait aussi
impliqué dans la régulation de la synthése despres Late Embryogenesis Abundant (LEA)
et de I'enzyme-clé de la voie de biosynthese dprddine, la deltal pyrolline carboxylate
synthase (P5CS). Chéwabidopsis,I'apport exogene en ABA induit I'expression de gen
LEA (Dure, (1993); Hundertmark and Hincha, (2008))P&ICS au niveau des feuilles
(Yoshibaet al, 1995).

Chez les plantes en condition de déficit hydrigtescumulation de I'ABA au niveau
foliaire est corrélée avec I'accumulation des teaits du gendNCED (Xiong and Zhu, (2003)
; Nambara and Marion-Poll, (2005)). L’induction kExpression du genBICED en situation
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de stress hydrique a été observée chez lehariagii@t al, 2000) et cheArabidopsis(Tan

et al, (2003) ; Wan and Li, (2006)). Les plants tramsgées surexprimant le gemCED
synthétisent et accumulent de fortesquantités d’ABAléveloppent une tolérance accrue au
déficit hydrique comme observé chez le tabac (Thsmmpt al, 2000),Arabidopsis(luchi et

al., 2001) etNicotiana plumbaginifoliatransgéniques (Qin and Zeevaart, 2002). Chez les
agrumes en condition de stress salin, 'accumuladi® I'ABA a été rapportée au niveau des
racines, du xyleme et des feuilles (Gomez-Cadeetisal, 1998). Chez [I'oranger,
'accumulation de I'ABA a été corrélée a l'induaticdu géneCsNCEDlau niveau des
feuilles (Rodrigcet al, 2006).

2.3.Les Espéces actives de I'oxygéne ‘ROS’

Les ROS sont produits dans différents compartimegitalaires (Halliwell and Gutteridge,
1989) des lors que le potentiel redox du comparttneellulaire est modifié (Asada, 1994) :
lors de certaines transitions développementalésstgue la maturation des graines (Oracz
al., 2007), durant les métabolismes photosynthétiquesspiratoires et dans les conditions de
stress. Les mitochondries et les chloroplasteslesr@ompartiments cellulaires dont I'activité
meétabolique est la plus oxydante. lls représerdaaemble la source majeure des ROS dans
les cellules végétales. La production des ROS Bnehloroplastes est augmentée lorsque la
fixation du CQ est limitée par le stress hydrique ou salin. Damsitochondrie, la réduction
de la chaine de transport d’électrons est a I'négie la synthése de bCen condition de
stress (Moller, 2001). Dans les autres compartimmeetlulaires, les ROS proviennent de
l'activité des peroxydases membranaires telles lguglycolate oxydase (peroxisomes),
I'oxalate oxydase et les amine oxydases (apoplésieet al, (2003) ; Walters, (2003) et la
NADPH oxydase (cytosol) (Lamb and Dixon, (1997)esikanet al, (1996)). En conditions
salines, le C& accumulé dans le cytosol active la NADPH oxydasie gar le moyen de son
flavocytochrome multimerique, agit comme une chaiedransport d’électrons et réduit O

en Q selon la réaction suivante :
NADPH +€+0, — NADP+ O, +H’

La production d'un radical superoxyde @a induire la synthése d'autres ROS tels que les
radicaux hydroxyle OHet I'oxygéne singulefO. Etant chargé le radical,One diffuse pas a

travers les membranes, sa détoxication est compantée dans les zones de production. Au
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cours de I'élimination du radical Q une réaction catalysée par la superoxyde dismutas
SOD, le peroxyde d’hydrogene®, est formé. HO, diffuse a travers les membranes via les
aquaporines pour atteindre d’autres compartimenpaeicipe en tant que second messager
dans les cascades de signalisation déclenchéeddsritoses, de la mort cellulaire (Foyer

and Noctor, 2005) et en réponse aux stress (Malliret al, 2000).

Les ROS jouent le réle de seconds messagers imdiables dans I'activation des cascades
de signalisation tel que la cascade MAPK, et damsglification des défenses de la cellule au
stress (Daet al, (2003) ; Rizhskyet al, (2004) ; Vandenabeekt al, (2004)). De plus ils
contrblent I'expression de facteurs de transcnptels les WRKY, les protéines a doigt de
zinc et les Myb (Rizhsket al, 2004 ; Vandenabeekt al, 2003). A fortes concentrations
dans la cellule, les ROS vont activer les systemmtsoxydants cellulaires incluant les
molécules antioxydantes (ascorbate, glutathion...)estenzymes de détoxication (SOD,
CAT, APX...).

3.Les cascades de signalisation

3.1La voie Salt Overly Sensitive ‘SOS’

La voie SOS est composée de trois protéines (SO68%2 et SOS3) impliquées dans la
réponse au stress salin. La cascade commence figatlan du C&" sur la protéine SOS3,
une protéine senseur fixatrice de *Calliu and Zhu, 1998). Les modifications
conformationnelles provoquées par la liaison d&" @ant favoriser la fixation de la protéine
SOS2. Cette sérine/thréonine kinase contient um cdttalytique kinase a I'extrémité N-
terminale et une région régulatrice C-terminale tepant un domaine d’autoinhibition
(domaine FISL). Les domaines régulateur et catplgtinteragissent entre eux en conditions
normales bloguant ainsi le site catalytique. Lation de SOS3 active SOS2 en relevant son
autoinhibition permettant ainsi de libérer son sialytique (Gucaet al, 2001). La premiére
cible identifiée du complexe SOS2-SOS3 est la pret80S1, un antiport N&d™ situé sur la
membrane plasmique et responsable de I'exclusioNal@ I'extérieur du cytosol (Shet al,
2000 et 2002). La kinase du complexe S0OS2-SOS3veactiantiport SOS1 par
phosphorylation (Quinteret al, 2002). En outre, le complexe SOS2-SOS3 seraitiguoe

dans la régulation dautres effecteurs de la taBgaau stress salin. Il inhiberait le
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transporteur a faible affinité de NEHKT1) (Uozumi et al, 2000) et activerait I'antiport
vacuolaire N&H" (NHX1) (Qiu et al, 2004) afin que les ions Naoient respectivement
empéchés de rentrer dans le cytosol et séquestds ks vacuoles (Figure 8). La
surexpression des gen8®©S1(Shiet al, 2003) etSOS2(Guoet al, 2004) ont amélioré la
tolérance au stress salin chaabidopsis
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Figure 8. Régulation de 'homéostasie des ions Nar la voie SOS durant le stress salin.

3.2La voie Mitogen-Activated Protein Kinase ‘MAPK’

En fonction de I'état oxydatif de la plante soumasestress salin, la transduction du signal
redox se fait au moyen de kinases ou de phosplatase kinases font partie des cascades
MAPK activées par les ROS produites par les plaateseponse a différents stress et a des
stimuli mitogénes. Les phosphatases quant a elgsnj le réle de régulateurs de la voie
MAPK.

Chez tous les eucaryotes les voies MAPK sont impkg dans la régulation de la
croissance, la mort cellulaire, la différenciatida, prolifération et les réponses au stress
(Garrington and Johnson, (1999) ; Chang and K#&2id01) ; Jonalet al, (2002) ; Nakagami

et al., (2005)). La transduction du signal oxydatif eshtcdlée par la phosphorylation des
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protéines impliguant la voie MAPK qui est composiéetrois types de kinases : MAPKKK,
MAPKK et MAPK. En situation de stress oxydatif, uf@te production d’ROS et en
particulier du HO; va induire la voie MAPK (Desikaat al, (1999) ; Kovturet al, (2000) ;
Samuelet al, (2000)). Les MAPKKK sont des sérine/thréonineases qui activent les
MAPKK par phosphorylation des deux résidus sédmédnine du motif ‘S/T-Xs-S/T’
(Garrington and Johnson, (1999) ; Chang and K&2001)). De méme les kinases MAPKK
vont a leur tour activer les MAPK par phosphorylatdes résidus thréonine et tyrosine des
motifs ‘T-X-Y’. Les MAPK, derniers composants de ¢ascade, sont des sérine/thréonine
kinases qui phosphorylent différents substrats deis les facteurs de transcription et les

protéines kinases (Chang and Karin (2001).

ChezArabidopsis thalianales kinases de la voie MAPK sont codées par 2@gdPK
(MAPK group, 2002). Seules les fonctions enzymasdes MPK1, 3, 4 et 6 ont été révélées,
elles sont toutes impliquées dans la signalisalioistress (Ulnet al., (2002) ; Mizoguchet
al., (1996) ; Ichumurat al, (2000) ; Kovturet al, (2000) ; Asakt al, (2002)). La MPK1
(MAPKKK) interagit avec la MPK3 et la MPK6 pour tremettre le signal en condition de
stress salin (Ulnet al, 2002), elle induirait ainsi I'expression de ki@ort Na'/H* vacuolaire
NHX1 et membranaire SOS1 (Apseal, 1999 ; Shit al, 2000). La surexpression du gene
NPK1 (Nicotiana protein kinase 1) a induit la tolérance au fr@dx hautes températures et

au sel chez le tabac transgénique (Sttaal, 2004).

3.3Les phosphatases

L’inactivation de la voie MAPK est contrélée pardéphosphorylation des motifs T-X-Y
au moyen de diverses phosphatases, les MAPK phiasgisa(MKP) (Doket al, 1994), les
tyrosine phosphatases (Wrugler-Murpétyal, 1994) ou les sérine/thréonine phosphatases
(Maeda, 1994). Les sérine/thréonine phosphatasgsksssées en quatre groupes en fonction
de la nature du substrat, de leur besoin en catiivalents et de leur sensibilité aux
inhibiteurs : les phosphatases de type 1 (PP1ljymke2A (PP2A), de type 2B (PP2B) et de
type 2C (PP2C) (Cohen, 1989). Actives sous fornrmeédijue et nécessitant les ions #¥In
et/ou Md", les PP2C possédent un domaine catalytique cahservdes extrémités N-
terminales trés variables. La majorité des PP2@@esosont associées a la transduction du
signal ABA. ChezArabidopsisla transcription des genédl11, ABI2 et AtPP2C-HAcodant
pour des phosphatases de type 2C est réguléevpasitnt par I'ABA (Leuncet al, (1997) ;
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Rodriguezet al, (1998)). L’inactivation du gen@BI1 chez des mutants Afabidopsisa

révélé son réle de régulateur négatif de la répéi (Gostiet al, 1999).
4.Les facteurs de transcription

Difféerentes familles de protéines orchestrent kangduction du signal de stress, du
récepteur senseur (en amont) jusqu’aux promoteggednes codant pour les effecteurs de la
tolérance (en aval). Parmi ces familles on pewr dés protéines a doigt de zinc, WRKY et
Myb. Les transcrits de I'ensemble de ces facteersranscription sont fortement exprimés
chez les plantes en condition de stress oxydaasifanet al, (2001) ; Pnuelet al, (2003) ;
Vranovaet al, (2002)).

4.1.Les protéines a doigt de zinc

Chez les eucaryotes, les facteurs de transcriptom le motif de fixation a 'ADN a été le
plus étudié et caractérisé sont les protéinesgt dei zinc. lls sont également appelés de type
Cys-2/His-2 ou type TFIIIA. Le motif de fixation eformé d’a peu prés 30 acides aminés
dont deux paires de cystéine et d’histidine coréssvet fixées a un atome de zinc,,CX
4CX3FX5L2HX3sH (Paboet al, 2001). Les protéines a doigt de zinc jouentdk de
répresseurs de la transcription des genes sousr®gren condition de stress. Chez
Arabidopsis I'expression des genes codant pour les proté#d#2 et STZ est induite en
réponse a la déshydratation, au stress salin gaié@ment exogene par 'ABA. De méme, la
surexpression d@TZa amélioré la tolérance au stress salin chebidopsis(Sakamotoet
al., 2004) et chez le tabac (Waepal., 2008) transgéniques.

4.2.Les protéines a doigt de zinc de type WRKY

Les protéines WRKY constituent une large famille wyulateurs de transcription
spécifiqgues aux plantes (Eulgesh al, 2000). Elles sont impliquées dans la régulatien
divers processus physiologiques tels la défenseectes pathogenes (Dellagfi al., 2000), la
sénescence (Chen al, 2002), et sont également impliqués dans la pardifférents stress
abiotiques tel que le froid (Huang and Duman, 2002utes les protéines WRKY ont une
séquence N-terminale conservée WRKYGQK, et a Irtrémité C-terminale, elles posseédent
un domaine dit ‘doigt de zinc’ comportant deux éysés et deux histidines qui interagissent
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de facon électrostatique avec un atome de zinag@\rd999). Le domaine doigt de zinc des
WRKY est sensible au statut redox de la cellulsestixe sur 'ADN au niveau des motifs
‘W’. La séquence consensus des motifs ‘W’ corredpanla séquence (T)(T)TGAC(C/T))
présente au niveau des régions promotrices deepissigenes de défense (Eulgetmal,
2000). ChezArabidopsis I'expression dAtWRKY6est induite lors de la sénescence des
feuilles (Robatzek and Somssich, 2001).

4.3.Les protéines Myb

Le premier geneMyb caractérisé correspond au protooncogene cellulairayb
(myelobdastosis), il est impliqué dans le contrdle derfaifération et/ou la différenciation des
cellules hématopoiétiques (Graf, 1992). Les pregiyb sont identifiées a leur extrémité N-
terminale par un domaine commun correspondanttaudsifixation sur ’ADN. Le domaine
est formé de trois répétitions imparfaites de H2aacides aminés, désignées par R1, R2 et
R3, contenant chacune trois résidus Trp espacd8de19 acides aminés (Weston, 1999).
Les Myb a deux répétitions R2-R3 sont majoritagiesz les plantes (Jin and Martin 1999) et
les résidus Trp y sont remplacés par un acide ahyidéophobe (Rabinowicet al, 1999).

Plus d’'une centaine de genklyb ont été caractérisés ch@rabidopsis(Strackeet al,
2001) et chez le mais (Rabinowiet al, 1999). Les protéines Myb jouent le réle de
meédiateurs dans les réponses aux molécules sigmdsixque l'acide salicylique et les
phytohormones ABA et I'acide gibbérellique (Gubkdral, (1995) ; Uraocet al, (1993) ;
Yang and Kessig (1996)). La MYB4 est un régulateégatif de la voie de biosynthése des
phénylpropanoides chekrabidopsis(Hemmet al, (2001)). Chez l'orge, 'lHVYMYBGa est
activée par l'acide gibbérellique et réduit I'exggsmn de difféerents genes durant la
germination des graines (Gubletral, 1995). L'expression du geri@sMYB3R-2Zst induite
par le froid et les stress hydrique et salin cheeziz. La surexpression de ce gene chez
Arabidopsisa conféré aux plants transgéniques la tolérankdrais types de stress (Dei
al., 2007).
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5.Activation de I'expression de génes pour I'adaptan au stress salin

Y

Suite a l'activation des cascades de signalisagbndes facteurs de transcription,
'expression de différents genes va étre régulédribmant a I'adaptation de la plante au
stress salin (Figure 5). Ces génes peuvent coderdas enzymes impliquées dans les voies
de biosynthése des osmoprotecteurs, des protéilepemnnes, des transporteurs

membranaires ou encore pour des enzymes de désatidh.

5.1.0smoprotection

L’ajustement osmotique chez les plantes supériewesréféere au maintien de la
turgescence par abaissement du potentiel osmotiguaccumulation de solutés en réponse
au déficit hydrique (Guei and Wassom, 1993). Loeskupotentiel hydrique foliaire décroit,
le potentiel de turgescence, la conductance stqoeatet I'activité photosynthétique sont
maintenus grace a l'accumulation intracellulaires deolutés. L’'ajustement osmotique
intervient aussi dans le retardement de la sénesc@liaire et dans I'amélioration de

I'extraction de I'eau par les racines (Turner, (AP9Turner et al., (2001)).

L’ajustement osmotique se produit via l'absorpti@ la synthese de différents
osmoprotecteurs par la plante. Dans la partie gjtin®us discuterons de deux acides aminés

jouant le réle d’osmoprotecteurs cellulaires, kcgie-bétaine et la proline.

5.1.1.La glycine-bétaine

La glycine-bétaine (N, N, N-triméthylglycine) est atomposé amphotére, électriquement
neutre a différents pH physiologiques, extrémenmgdtosoluble mais contient toutefois une
moitié non polaire représentée par les trois growgrgs méthyl. Ses propriétés moléculaires
lui permettent d’interagir avec les domaines hytii@s et hydrophobes des macromolécules
comme les enzymes et les complexes protéiquesrf®adiaand Murata, 2002).. En condition
de stress, la glycine-bétaine est considérée cofosmoprotecteur le plus efficace, capable
d’améliorer la disponibilité en eau (Gabbay-Azaaial, 1998) et de protéger les enzymes de
croissance et de photosynthése (Sakamoto and M@@@R). La glycine-bétaine protége
aussi les membranes du froid (Kratlal, 1989), des hautes températures (Joévet., 1982)
et du sel (Joliveet al, 1983) et prévient la dissociation des polypeggiéxtrinseques du

photosysteme Il (PSIl) en présence de hautes ctratiens de sel (Muratet al, 1992).
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D’aprés Sakamoto and Murata (2002), la glycineibétast synthétisée selon deux voies :
au niveau chloroplastique suite a deux oxydatiamsessives a partir de la choline. La
premiére oxydation de la choline en bétaine aldéhgdt assurée par la choline
monooxygenase (CMO). La bétaine aldéhyde est acswnoxydée par la bétaine aldéhyde
déshydrogénase (BADH) pour enfin produire la glgei@taine. Cette voie est privilégiée en
situation de stress. En conditions normales, lacigbrbétaine serait issue de trois
méthylations successives de la glycine (Figure 9).

Ferredoxin
dependant

CMO - ) BADH
A Choline ——»  Bétainealdényde =2 1 ine ataine
(forme hydratée)
B Glycine —» N-méthylglycine ——» N-N-diméthylglycine —— Glycine bétaine
) Sarcosine )
glycine sarcosine
sarcosine Dimethylglycine
methyltransferase methyltransferase
GSMT SDMT

Figure 9. Voies de biosynthese de la glycine-bétaine enitiond stressante (A) et normale

(B).

Chez les espéces accumulatrices de la glycineAgételi que la betterave, il a été rapporté
une nette accumulation de la glycine-bétaine etindhection de I'expression du ge@MO
codant pour la choline monooxygénase en condit@stikss salin (Subbarabal., 2001). Le
niveau d’accumulation de la glycine-bétaine corpaetivement avec le degré de tolérance
des plantes au sel (Saneaddaal, 1995). Les agrumes accumulent de la cholineeetad
glycine-bétaine en condition de stress salin (Rapiet al, 1996). Les espéces non
accumulatrices de la glycine-bétaine tellesAgabidopsis le riz, la pomme de terre, le tabac
et la tomate ont eux par contre servi de ciblegmialles pour I'ingénierie génétique de la
synthese de la bétaine (McCue and Hason, 1990ndliaration de la tolérance aux stress a
été observé chez les espéces surexprimant le@@bggene codant pour la choline oxydase
chez les bactéries), la tolérance au stress dadinArabidopsis(Hayashiet al, 1998) et chez
le tabac (Nuccicet al, 1998), la tolérance au froid (Aliet al, 1998a) et la tolérance aux

hautes températures chembidopsig(Alia et al, 1998b).
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5.1.2.La proline

La proline fait partie des vingt acides aminés duec génétique. En plus d’étre un
osmoprotecteur, elle joue un réle important dangdalation du potentiel redox (Saradhi and
Saradhi, 1991). L’accumulation de la proline caralec la tolérance des plantes au stress
oxydatif induit par les stress hydrique ou salisftret al., 1995). En effet la synthése de la
proline est accompagnée d’un renouvellement deskstde NADP qui intervient dans le
maintien du potentiel redox durant le stress. LeDRA joue un rdle majeur dans les
mécanismes de défense antioxydante. Un signal panvaeles processus de métabolisme et
de catabolisme de la proline, probablement le pielemedox des pools de NADP
contrblerait I'expression des genes en réponsdragssosmotique. La proline est impliquée
dans la régulation du pH cellulaire (Bellinger drather, 1987) afin de protéger et stabiliser
les macromolécules en conditions de déficit hydriqu de hautes forces ioniques (Hartla
al., 1986). La proline protége les membranes coatygeloxydation en piégeant les radicaux
libres (Aliaet al, (2001) ; Smirnoff and Cumbes, (1989)) et coustibrs des levées de stress
une source de carbone et d’azote pour la plantkin(@er and Larher, (1987) ; Haet al,
(1998)). Il existe deux voies alternatives de bndkgse de la proline chez les plantes
supérieures (Figure 10). En condition de stressotigoe, la voie du L-Glutamate est
considérée comme la source majeure de la prolieta(Deyet al, 1993). La conversion du
glutamate en glutamate-5-semi-aldéhyde (GSA) edblys#e par une enzyme bi-
fonctionnelle, la deltal-pyrolline-5-carboxylateatlyase (P5CS). La P5CS, par son activité
semi aldéhyde glutamique déshydrogénase (GSA-Did@)yertit le GSA en pyrolline-5-
carboxylate (P5C) qui, par la suite, est réduitepeiine par la P5C Réductase (P5CR). En
conditions normales, la production de la prolineassurée par la voie de I'ornithine. La P5C
y est obtenue par transamination de ['ornithine ssdaction de I'ornithine oxo-acid

transaminase, et est ensuite réduite en prolinaf25CR.
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CYTOPLASME MITOCHOMNDRIE

Proline Proline

PSC réductase Froline déshydrogénase

L J Orninithine
8- aminotransférasze o
P&C PEC 44— Omithine
PSC synthétaze PSC déshydrogénase
L
Glutamate Glutamate

Figure 10.Métabolisme de la proline chez les plantes.

Les agrumes accumulent la proline de maniéere datigé et préférentielle au niveau des
feuilles (Kato, (1986) ; Maas, (1993) ; No#tal, (1997)). Les quantités de proline produites
sont augmentées en réponse au stress hydriquer@nabbal, 1991), au stress salin (Gomez-
Cadenast al, (1998) ; Mademba-Sgt al, (2003) ; Piquerast al, 1996) et au froid (Purvis
and Yelenosky, 1983). D’aprés Mademba-@yal, (2003) une corrélation positive existe
entre I'accumulation de proline et le degré de ibdité au sel chez les agrumes. Les
génotypes sensibles au sel tels que le cédratreg Et le kumquat Marumi accumulent
d’avantage de proline que les génotypes toléraglts que le mandarinier commun, le
clémentinier et 'oranger Shamouti. Chez les agmugreffés soumis au stress salin, aucune
différence n'a pu étre relevée entre le niveau rddine accumulé dans les feuilles du porte-

greffe et celles du greffon (Purvis and Yelenosi883).

L’expression du gen®5CSest régulée positivement par le stress salin @nd Zhu,
(1997) ; Uedeet al, (2004)), la déshydratation (Hat al, 1992), le traitement exogéne a
'ABA (Yoshiba et al, (1995) ; Xin and Li, (1993)) et le froid (ChendalLi, (2002)). La
surexpression du gene5CSa permis le maintien du potentiel osmotique fodiaide la
biomasse racinaire et a conféré la tolérance agsstwsmotique chez le tabac (Kiskoml,
1995), et la tolérance au sel et au déficit hydrighez le riz (Zhwet al, 1998). Chez les
agrumes, la surexpression du géne codant pour &S Rbconféré au porte-greffe citrange

Carrizo une meilleure tolérance au déficit hydriqiolinari et al, 2004). La suppression
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antisense de I'enzyme de dégradation de la prdengroline déshydrogénase, a augmente la

tolérance au froid chexrabidopsis(Nanjoet al, 1999).

L’accumulation des transcrits AAP5CSinduite par le stress salin est régulée chez les
mutants déficients en I’hormone ABAal{a) ou les mutants insensibles a I'ABA. Chez le
mutantabal-] le traitement salin n’induit pas d’augmentatianrdveau de transcription des
AtP5CS1 et AtP5CS2 L'ABA est donc indispensable comme molécule digdans
I'activation de la synthése de la proline en caonditle stress salin (Temesvaring, 2004).

5.2.Les protéines chaperonnes : Late Embryogenesis Abdant ‘LEA’

Les protéines LEA sont des protéines hydrophilesoquété découvertes dans les graines
du coton durant 'embryogénese (Dwekal., 1981). Par la suite les LEA ont été retrouvés
dans divers organes chez différentes plantes sesmis froid, au déficit hydrique et au stress
salin (Ingram and Bartels, (1996) ; Thomashow, @P9La présence des LEA a été
généralement associée a la tolérance cellulaiee d&$hydratation induite par les différents
stress environnementaux. Elles seraient impliquieess la protection de la machinerie

cellulaire et dans le maintien des structures mandires et protéiques (& al, 1996).

La corrélation entre I'expression des génes coldahtEA ou 'accumulation des protéines
LEA et la tolérance aux stress chez différentesitpha signifie leur implication dans la
tolérance au stress. L'accumulation de hautes géarde protéines LEA3 chez différents
blés a été corrélée a la tolérance a la déshydmnatéRied and Walker-Simmons, 1993) et
celle des protéines LEA2 et LEA3 a été corréléa @lérance au stress salin chez différentes
variétés de riz (Moonst al, 1995).

Selon Naotet al, (1995), I'expression foliaire du gem&EAS5 codant pour la protéine
cLEAS5 chez les agrumes est induite par le stregdaii causé par trois types de stress, les
stress salin et hydrique et les hautes températBegmi les protéines LEA chez les agrumes,
la protéine CuCOR19 joue un réle cryoprotecteurcgra sa structure secondaire formée
majoritairement d’hélicesaléatoires, lui conféréag propriétés de fixation de l'eau et de
maintien des structures protéiques. L'expressiorCACOR19 est fortement induite par le
froid mais est faiblement stimulée par les traitetaesalin ou a 'ABA (Harat al, 2001). La

transformation du tabac avec: le transgeneCd€COR19du Citrus unshiului a conféré la
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tolérance au froid (Harat al, 2003). La surexpression des génes codant psysrtgéines
LEA a amélioré la tolérance au stress chez diveptmstes transgéniques. Par exemple la
surexpression du gemév/Al, codant pour la protéine LEA (HVA1) chez I'orgecanféré la
tolérance au déficit hydrique chez le blé (Sivametnal, 2000) et chez le riz (Xet al,
1996).

5.3.La régulation de I'homéostasie ionique

En milieu salin (NaCl), les plantes accumulent ilmss Nd et CI en fonction de leur
capacité de tolérance. L'accumulation de ces ianstd I'absorption des autres ions
indispensables pour la croissance de la plantefieh le Nd entre en compétition avec les
ions K, C&*, Mg® et Mrf*, tandis que le Clrestreint linflux du N@, PQ? et SQ*
(Termaat and Munns, 1986). Les perturbations mdgginques et physiologiques produits par
la salinité sont souvent associées a l'accumulaties deux ions Naet CI. Le mais
accumulent les mémes quantités dé BacCI (Izzo et al, 1991). Chez le riz, Lessani and
Marschner, (1978) ont rapporté une accumulatiogalie des deux ions. Chez les agrumes,
'accumulation des ions Cést plus importante et plus rapide que celle dii (Romero-
Arandaet al, 1998). La capacité des agrumes a tolérer laisalest clairement liée a la
capacité du porte-greffe a exclure les ions(Cboperet al, (1952) ; Walkeet al, (1983) ;
Bafiulset al, (1997) ; Storey and Walker, (1999) ; Romero-Alaet al, (1998) ; Bafuls and
Primo-Millo, (1995) ; Maas, (1993)). Les chlorodekaires et la défoliation sont directement
lites a la toxicité des chlorures chez les agrusmsnis a NaCl (Moyaet al, (2003) ;
Romero-Arandeet al, (1998) ; Bafulset al, (1997) ; Bafuls and Primo-Millo, (1995) ;
Walkeret al, (1982) ; Cooper, (1961)). L’addition d’ions tejge les nitrates et €adans la
solution saline semble améliorer la tolérance &uolsez les agrumes (Iglesiasal, 2004).

Afin de maintenir une croissance continue et limiés effets toxiques du Nat CI, les
plantes développent différents mécanismes leur giganmt d’une part de minimiser I'influx
des ions a partir du sol et d’autre part de rédiareeoncentration de ces ions dans le

cytoplasme.
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5.3.1.Transport de Nd

La tolérance au sel chez les plantes dépend despteeurs responsables de la
séquestration du Nalans les vacuoles (NHX1) (Blumwald and Poole, 168%987) et des
transporteurs d’efflux de Na(SOS1) (DuPont, (1992); Skit al, (2002)) (Figure 11).
L'influx de Na dans les vacuoles est controlé par un gradiemprd®sns généré par les
ATPase (H-adenosine triphosphatase) et les PPasepy{fbphosphatase) du tonoplaste
(Blumwald and Poole, (1987); Horie and Schroed@f04)). Outre son rble dans la
minimisation des dommages de *Ndans le cytosol, la séquestration des ion$ déms les
vacuoles permet I'entrée d’eau dans la cellulensi & maintien de turgescence (Glegiral,
1999). La surexpressionAtNHX1chezArabidopsisa mis en évidence un phénotype tolérant
au sel et a permis une séquestration vacuolaire@ct Na (Apseet al, 2003). De méme,
'amélioration de la tolérance au sel par surexporsde IAtNHX1 a été démontrée chez
Brassica (Zhang et al, 2001), chez la tomate (Zhang and Blumwald, 206i)par
surexpression @sNHXThez le riz (Fukudat al, 2004). L'induction de I'expression du
génecNHX1 a été rapportée chez les agrumes en conditiorstrdss salin et des hautes
températures. Le cDNA isolé est un fragment de Zit8avec un ORF de 1626 pb, et code
pour un polypeptide de 542 acides aminés et deemasculaire de 59.8 kDa. La protéine
cNHX1 est identique a 83, 78 et 56% avec respauive les NHX1 dArabidopsisthaliana,
d’Atriplex gmeliniet du riz (Poragt al, 2004).

Chez les agrumes, la capacité d’exclusion desNafisau niveau du greffon va se traduire
par un comportement différent en fonction du pagrieffe utilisé (Maas, 1993). Cependant,
cette capacité d'exclusion se perd chez certaindeqgoeffes en présence de hautes
concentrations de sel (Zekri, 1993). Les portefgsemandarinier Cléopatre et le bigaradier
sont des accumulateurs de'N&ooper, (1961) ; Zekri, (1987)). [Roncirus trifoliataest un
excluant de Na(Tozluet al, 2000).
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— Salt stress — > [Na*] A
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lonic / Hyperosmotic stress

Figure 11.Régulation de ’homéostasie cellulaire du’Na situation de stress salin ctfez
thalianad’aprés Yokoiet al (2002)

5.3.2.Transport de CI

Les canaux de transport de” €bntrdlent la composition ionique du cytoplasmeleet
volume cellulaire. D’aprés Jentsehal, (2002), le transport du Qe fait en interaction avec
divers canaux ioniques tels que les antiporty#aet HCQ/CI™ et les pompes HATPase.

La régulation du volume cellulaire nécessite l'aation des canaux Ket CI pour induire
lefflux des sels et réguler ainsi le pH cytoplagome. Tres peu est connu sur le rble des

canaux Cldans la régulation du transport dé €1 conditions salines.

D’aprés Hechenberget al, (1996), les canaux Gliépendants du voltage (de type CLC)
sont retrouvés chez tous les organismes procargbtesicaryotes. lls sont responsables du
transport passif des ions Gbus le contréle du gradient électrochimique. dbszanimaux,
les canaux de type CLC régulent le potentiel mendira et I’'homéostasie du pH cellulaire.
Leur inactivation par mutagénese engendre des mealtglles que les néphropathies (Dutzler,

2004). Chez les plantes, les génes codant powalesux de type CLC ont été tout d’abord
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identifiés chez le tabac (Luret al, 1996). CheArabidopsis 7 genes codant pour les canaux
de type CLC ont été identifiéeAtCLCaAtCLCg (Hechenbergeet al, 1996) et certains des
canaux ont été localisés. L’AtCLCa jouant le rotentiport NO;/H™ au niveau du tonoplaste
(De Angeliet al, 2006) et les AtCLCe et AtCLCf localisés respemtient au niveau de la
membrane des thylacoides chloroplastiques et deswes de Golgi (Marmagnet al.,
2007).

En situation de stress salin, I'expressio®sICLC1 vacuolaire est induite chez le riz
tolérant aux ions Clet est réprimée chez le riz (lignée IR29) sensiobe Cl (Nakamuraet
al., (2005) ; Diédhiou and Golldack, (2005)). Cesulidés montrent I'implication du canal
OsCLC1 dans I'homéostasie du.lous ne disposons que de tres peu d’informasonses
transporteurs de Clichez les agrumes. Colmenero-Floegtsal, (2007) ont identifié et
caractérisé recemment un géne codant pour traespatcondaire de Qjui serait impliqué

dans les processus développementaux et dans $pdratongue-distance duCl

5.4.L’homéostasie hydrique : les aguaporines

Une fois absorbée au niveau des cellules de I'émidales racines, I'eau doit traverser des
séries de couches cellulaires incluant I'épiderias, cellules du cortex, I'endoderme, le
péricycle, les cellules parenchymateuses et lessgaux (Steudle and Peterson, 1998). Que ce
Soit au niveau racinaire ou au nouveau des autgaes de la plante, I'eau est transportée
dans les tissus suivant trois voies : a travergpéesis cellulaires (voie apoplastique) ou de
cellule en cellule via des ponts cytoplasmiques giasmodesmes (voie symplastique) ou a
travers les membranes (voie transcellulaire) (Jami Maurel, 2002). Les aquaporines
régulent la conductivité hydraulique des membraogselles sont intégrées et peuvent
augmenter de dix a vingt fois leur coefficient dgméabilité de I'eau (Pf). Les aquaporines
spécifiques du transport d’eau peuvent transparsgiu’a un milliard de molécules d’eau par
seconde et par sous-unité, en fonction du gradismiotique qui leur est imposé (Chaumont
et al, 2001).

Les aquaporines sont des protéines membranairsbtike masse moléculaire (24-30 kDa)
appartenant a la famille des protéines membranaiteaseques (MIP) (Agret al, 1998).
En se basant sur 'hnomologie de leurs séquencedVle ont été classés en quatre groupes.

Les Protéines Intrinseques de la membrane Plasmigiie ; les Protéines Intriseques
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tonoplastiques, TIP ; les Protéines Intrinsequssemblant & la Noduline 26, NIP, et enfin les
SIP (Small Intrinsic Proteins) (Johnsen al, (1990) ; Danielset al, (1994) ; Weiget al,
(1997) ; Johansoet al, (2001)). Les NIP et les SIP ont fait I'objet jpleu d’études, toutefois
leur localisation dans la plante et leur companitagon dans la cellule sont connues. La NIP
NOD26 a été localisée au niveau des membranesapéibides des nodules racinaires chez
le soja (Fortiret al, 1987). En ce qui concerne les SIP, elles onlioéddisées au niveau de la
membrane du réticulum endoplasmique cheabidopsiset seraient impliquées dans le

transport de I'eau et d’autres petites moléculedemiions (Ishikawat al, 2005).

Les aquaporines ont une structure commune compteséix domaines membranaires liés
par trois boucles extracellulaires et deux intdataires. Les extréemités N- et C-terminales
des aquaporines baignent dans le cytosol (Fujiyetshli, 2002). Les aquaporines sont actives
sous la forme de tétramére et chaque monomére faommmore indépendant. Un trés grand
nombre d’isoformes d’aquaporines ont été rappoctéez les plantes. En effet les genes
codant pour les aquaporines sont au hombre de &b Afabidopsis (Quiglegt al, 2001 ;
Johansoret al, 2001), de 31 chez le mais (Chaumental, 2001) et de 33 chez le riz
(Sakuraiet al, 2005). La diversité des aquaporines est atteba grand degré de leur
compartimentation dans la cellule et leur implicatdans le contréle du transport de I'eau

pour I'adaptation aux changements environnementiabxansoret al, 2001).

La majorité des aquaporines sont exprimés dangt@ses et les parties aériennes de la
plante a I'exception de quelques unes telles qUd¢O®26 qui n'est exprimée qu’au niveau
racinaire (Fortiret al, 1987). En plus de leur role dans le transpoiitedl chez les plantes,
certaines aquaporines faciliteraient le transpestghaz tels que le GQPrasacet al, (1998) ;
Flexaset al, (2006) ; Katsuhara and Hanba, (2008)),sN#tiNH," a travers les membranes
(Holm et al, (2005) ; Loqueet al, (2005)) et le KO, (Bienertet al, 2007). La réponse des
MIP a été décrite chez les plantes soumises aeliffe stress tels que la sécheresse, les basses
températures, le stress salin, la lumiére, lesgg@thes ou encore aux stimuli hormonaux. Les
genes, codant pour différentes aquaporines, squ&®s ou surexprimés en condition de
stress hydrique ou salin ont été décrits chezbidopsis le riz, le tournesol, le chou-fleur, le
blé, I'orge, et le mais (Kawasa#t al, (2001) ; Seket al, (2002) ; Maathuigt al, (2003) ;
Martinez-Ballestaet al, (2003) ; Wanget al, (2003b) ; Janet al, (2004)). L'expression des
genes codant pour les MIP est régulée par I'ABAzdhmbidopsis I'orge, le radis, la tomate,
Brassica napu®t Craterostigma plantagineurtFrayet al, (1994) ; Mariauet al, (1998) ;
Gaoet al, (1999) ; Hothet al, (2002) ; Seket al, (2002) ; Sugat al, (2002)). Hoset al.,
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(2000) ont remarqué que '’ABA augmentait la contlitét de I'eau au niveau racinaire et sa

perméabilité au niveau des cellules du cortex thezais.

La famille des PIP est formée de deux groupes d&ipes PIP1 et PIP2 différenciées par
la longueur de leurs extremités N- et C-termindles. PIP2 ont une plus courte extension N-
terminale que les PIP1 et une plus longue extenSkterminale comprenant des sites de
phosphorylation (Schéffner, (1998) ; Chaumental, (2000) ; Johanssoet al, (2000)).
Parmi les 35 génes codant pour les MIP chez Araisidp13 sont homologues aux PIP (Jang
et al, 2004). L'expression des PIP est régulée négatwt par le stress salin et osmotique tel
gue chez I'orge (Katsuhasd al, 2002), chez Arabidopsis (Jaagal, 2004) et chez le mais
(Zhu et al, 2005). La régulation de I'expression des gerniagudporines serait une maniere
pour la plante de réduire la perte d’eau a pags ckllules, de diminuer I'entrée d’eau dans
les cellules et/ou réduire les flux d’eau a travesstissus. L’ABA serait impliquée dans la
régulation de I'expression des PIP chez le maisi €ftal, 2005), cheArabidopsis(Janget
al., 2004) et chez le radis (Suggal., 2002).

Les études sur les mutants PIP-antisens Ahalzidopsisont permis de mettre en évidence
la nécessité des deux aquaporines PIP lors deupééation d’'un stress hydrique (Margae
al., 2002). La surexpression des protéines PIP ncarement amélioré la tolérance au sel
chez les plantes transgéniques. La surexpressidhAtRIP1b chez le tabac a amélioré la
vigueur des plantes transgéniques dans des camgliti® croissance normales, par contre n'a
eu aucun effet en condition de stress salin et desueffets néfastes en condition de stress
hydrique (Aharoret al, 2003). La surexpression de la PIP2 de I'orgeRIf2) a amélioré la
conductance et l'assimilation du @@Hanbaet al, 2004) en conditions normales et a

amelioré la tolérance au sel (Katsuhetral, 2003) chez le riz.

5.5.La détoxication antioxydante

La production des ROS est régulée par un systéndétdeication qui maintient I'équilibre
entre leur production et leur destruction. En cbadide stress, cet équilibre est rompu et il
en résulte une production massive d’ROS. Les R@Scapables d’activer des endonucléases
qui peuvent endommager 'ADN (Hagar al, 1996). Les radicaux hydroxyle augmentent la
susceptibilité des protéines cellulaires aux ataqurotéolytiques (Casamb al, 1994) et la

peroxydation des lipides.
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Deux différents mécanismes de détoxication sonteaniplace par la cellule. Le premier
systeme de détoxication est composé de molécutesxgaantes telles que I'ascorbate et le
glutathion et le deuxieme systeme comprend luédéffites enzymes de piégeage des ROS, la
catalase CAT, la superoxyde dismutase SOD, l'asteriperoxydase APX, la gluthation
peroxydase GPX et la glutathion reductase GR.

5.5.1.L’acide ascorbique et '’Ascorbate peroxydase

L’acide ascorbique avec le glutathion sont congisl&domme les antioxydants majeurs
capables de tamponner le potentiel redox dangllldegels interviennent dans la croissance,
le développement et dans les réponses aux stresen@®, (2000) ; Pastoret al, (2003) ;
Mittova et al, (2004)). L'acide ascorbigue est présent danschésroplastes, le cytosol, la
vacuole et I'espace apoplastique des cellulesifetia(Foyeret al, (1991) ; Polleet al,
(1990)). L'oxydation de l'ascorbate a lieu en deitapes, la premiere étape catalysée par
'ascorbate peroxydase (APx) permet I'éliminationingé molécule de pD, et produit le
mono-dehydro-ascorbate (MDA). L'ascorbate estséilcomme premier substrat de la voie
cyclique de détoxication enzymatique du peroxydg/diogéne (Daltort al, 1986) (Figure
12). Le MDA produit suit deux voies : une parti¢ Buite par la MDA reductase pour la
régénération de l'ascorbate et l'autre partie réjde cycle ascorbate-glutathion GSH
permettant la régénération du glutathion sous sadoréduite. L'ensemble des enzymes
impliquées dans la régénération de I'ascorbate dmponibles au niveau du chloroplaste
(McKersie, 1996).

GSSG NADFH
H2O2
ASCORBATE

superoxide R monodehydro it
dismutase ida ascorhate i ¢ ducta

peru}a\~ se — SELTate reductase

ductase
\ re
/ MDHA,_/ NADPH / \
- DHA 2 GSH NADP
0O, H,0 o

Figure 12. Cycle ascorbate-glutathion d’Asada-Halliwell :vaie de piégeage du,B, et de
régénération de I'ascorbate.
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L'ascorbate peroxydase (APx) est I'enzyme respdasibl'élimination du kD, chez les
plantes en condition de stress oxydatif. On leotate chez les plantes supérieures, les algues
et plusieurs cyanobactéries (Gamble and Burke,)1@8%z les plantes supérieures, 'activité
de I'APx est localisée a la fois au niveau desroplastes (chAPXx) et du cytosol (cytAPx)
(Chen and Asada, (1989) ; Tanaiaal, (1991)). La chAPx est divisée selon sa locabsat
en deux isoformes: I'APx du stroma (sAPX) et I'ARyakoidale (tAPx) (Miyake and Asada,
(1992) ; Miyakeet al, (1993)). La tAPx élimine le #D, généré lorsque la chaine de transfert
d'électrons est surchargée au niveau des thylakdMigake and Asada, 1992). La chAPx et
la cytAPx partagent plusieurs propriétés molécatamais elles different les unes des autres
par plusieurs caractéristiques. Comparée a la cytAfttivité de la chAPx est rapidement
inactivée dans un milieu pauvre en ascorbate gtlestsensible aux thiols et aux inhibiteurs
(Nakano and Asada, (1981) ; Chen and Asada, (1982))s les chloroplastes, l'ascorbate
peroxydase réduit le #, en HO en utilisant I'acide ascorbique comme donneuedt®ns

selon la réaction :
H,O, + 2 ascorbate—— 2 monodehydroascorbate2+#,0

L'activité de 'APx est augmentée en réponse aiglus types de stress (Tanadiaal,
(1985) ; Gillhan and Dodge, (1986) ; Smirnoff anessel, (1988)). Chez le riz en condition
de stress salin, I'expression du gene codant moaytiAPx (OsAPx8) est induite au niveau
racinaire alors qu’OsAPx1, OsAPx2 (cytosoliquessA®x3, OsAPx4 (peroxisomales),
OsAPx5, OsAPx6 et OsAPx7 (chloroplastiques) ne det as (Honget al, 2007). La
surexpression du gemePX chezArabidopsisa montré une amélioration de la tolérance aux
hautes températures (Stial, 2001).

5.5.2.Le glutathion et la glutahion réductase (GR)

Le glutathion, glutamyl cysteinyl glycine (GSH) dstplus petit composé thiol chez les
plantes (Kunert and Foyer, (1993); Foysr al, (1997)). En plus de son role dans la
détoxication cellulaire des RO%Q et hydroxyle), d’autres roles lui ont été attébudans
divers autres processus physiologiques tels quaglaalisation du stress (Wingag&t al.,
(1988) ; Foyeret al, (1997)), la détoxication des produits de pératimh de lipides
(Mullineaux et al, 1998) et la stabilisation des enzymes nécessitangroupement thiol

réduit pour leur activité (Foyet al, 1997). Il joue un role tres important dans lgér@ration
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de l'ascorbate a partir du dehydro-ascorbate (DK8)s I'action de la DHA reductase
(DHAR). Pendant la régénération de I'ascorbategligathion GSH est oxydé en glutathion
disulfide (GSSG), il est ensuite régénéré par lataghion reductase (GR) (Figure 12).
L’enzyme GR a été retrouvée dans les fractions roplastiques, mitochondriales et
cytosoliques chez le petit-pois (Hernan@¢zl, 2000) et chez le haricdtigna unguiculata

(Hernandezt al, 1994) soumis au stress salin.

La glutathion réductase (GR) joue un rOle essentigls la protection des chloroplastes
contre le dommage oxydatif tout en maintenant yppoa GSH/GSSG élevé (Gamble and
Burke, 1984). Dans les chloroplastes, lorsque #nehde transport d'électron est surchargée,
le cycle de Haliwell-Ashada (cycle ascorbate-ghitat) est activé (Figure 12). Dans ce
cycle, l'activité de la GR n'est qu'un maillon dechaine de réaction, mais constitue selon
Tanakaet al, (1985) une étape limitante dans la réductiol&®$G (glutathion oxydé) par le
NADPH. 1l est donc possible que l'activité de la @Rte, dans une certaine mesure, la
tolérance des plantes aux stress oxydatifs (Taatkh, 1988). Cette hypothése est appuyée
par les résultats de Tanald al, (1990) et Davenporet al, (2004), qui ont observé
respectivement chez le tabac et le tournesol, aléance plus élevée au stress chez les
cultivars ayant une plus forte activité de la GRslgénotypes tolérants au froid chez la
tomate, le mais et le blé accumulent le GSH en itondde froid et ont une activité
constitutive de la GR par rapport aux génotypesibs (Walker and McKersie, (1993) ;
Kocsy et al, (1996, 1997 et 2000), suggérant l'implication G8H et de GR dans
lamélioration de la tolérance au stress. La sumsgion du gene codant pour la
dehydroascorbate reductase DHAR cAeabidopsislui a conféré la tolérance au stress salin
(Ushimaruet al,, 2006)

5.5.3.La superoxyde dismutase (SOD)

La SOD a été tout d’abord isolée par Mann and Klesh1938 qui lui ont attribué le role
d'une protéine impliquée dans le stockage du cui@esuite, la SOD a été nommée
indophénol oxydase ou encore tétrazolium oxydasguja la découverte de sa fonction
catalytigue par McCord and Fridovitch, (1969). L®[C5 catalyse la dismutation du
superoxyde en peroxyde d’hydrogéne et en oxygeee thus les organismes aérobies et au
niveau de I'ensemble des compartiments subceladagénérateurs d’'ROS. Elle joue un role

central dans la défense contre le stress oxydeydret al, (1991) ; Bowlert al, (1992) ;
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Scandalios, (1993)). Il existe 3 types de SOD quiété classées sur la base de leur co-facteur
métallique : les isozymes Cuivre/Zinc (Cu/Zn - SQOBjanganése (Mn-SOD) et Fer (Fe-
SOD) (Bannisteret al, 1987). La Mn-SOD agit au niveau des mitochorsddes cellules
eucaryotes, certains isozymes Cu/Zn-SOD agissenivaau cytosolique et d’autres dans les
chloroplastes des plantes supérieures. Ces trogy/nmes (Mn/Cu/Zn-SOD) ont été aussi
localisées au niveau des peroxisomes et des glgmes chez le melorCitrullus vulgarig
(Sandalio and Del Rio, 1988). Kliebensteinal, (1998) ont rapporté la présence de trois Fe-
SOD chloroplastiques che&rabidopsis Toutes les formes de la SOD sont codées par le
génome nucléaire et sont ensuite transférées gars tompartiments respectifs (Bower

al., 1992). Chez le petit pois en situation de stezdi, il a été rapporté 'augmentation de
l'activité des SOD et particulierement celle d&=&SOD et de la Mn-SOD et la réduction de
I'activité de la Cu/Zn-SOD Il (Hernandet al, (1993) ; Hernandeet al., (1995) ; Gomeet

al., (1999)). L'accumulation de la SOD a été obsenh&z les agrumes soumis au stress salin
(Ferreiraet al, (2004) ; Gueta-Dahaat al, (1997)).

Les pommes de terre transformées avec les trarsGénetZn-SODde la tomate (Pedt
al., 1993) et le tabac transformé avec les transgéimesoplastiques de llsin-SOD (Slooten
et al, 1995) et ld&ce-SOD(Van Campet al, 1996) ont montré une tolérance accrue au stress

oxydatif.

5.5.4.La catalase (CAT)

La catalase est une enzyme a héme qui catalyssnautétion du peroxyde d’hydrogéne
en eau et en OLa CAT se trouve chez tous les eucaryotes aé&aiiest impliquée dans la
destruction du kD, produit dans les peroxysomes via les oxydasedmiaf-oxydation des
acides gras et lors de la photorespiration. Deiptest formes de catalases ont été isolées chez
plusieurs plantes. Le mais en posséde trois iseé®r@AT-1, CAT-2 et CAT-3. Les genes
codant pour les trois catalases sont situés sur ateemosomes différents et sont
differemment exprimés et indépendamment réguléan@aios, 1990). CAT-1 et CAT-2 ont
été localisées au niveau des peroxisomes et dsaytors que la CAT-3 est mitochondrial.
Les conditions de stress telles que la salinit®,hi@utes températures ou le froid réduisent
I'activité de la catalase (Hertwigt al, (1992) ; Feierabenet al, (1992)). L'expression des
trois genes codant pour la catalase en réponsdféaedis stress semble dépendre de la

lumiere chez le radis, la CAT1 s’exprimant et standlant en présence de lumiere et la
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CAT2 et CAT3 a l'obscurité (Kwoet al, 2007). Les mutants Arabidopsisn’exprimant pas
la catalase exhibe un retardement du développestenhe haute sensibilité aux longues
expositions a la lumiere (Vandenabegtial, 2004)

L’accumulation de la CAT a été observée chez leamgs soumis au stress salin, cette
accumulation tend a diminuer quand la concentrat®ia solution saline (NaCl) dépasse 150
mM (Ferreiraet al, 2004).

VI.La polyploidie et son impact chez les plantes

1.La polyploidie

La polyploidie est définie comme étant 'augmentatiu nombre de chromosomes au dela
du lot diploide (2n). Elle peut étre la conséquededa non-disjonction des chromosomes
homologues durant la mitose ou la méiose commepells se produire suite a une division
normale de chromosomes en mitose ou en méiosecgmuinese ultérieure. Des polyploides
peuvent eégalement étre produits en laboratoiretdéisamt de la colchicine qui empéche la

formation des microtubules et donc la séparatienaotieomosomes en mitose.

Lorsque la polyploidie provient du dédoublementndumbre de chromosomes on parle
d’autopolyploidie. Les autopolyploides possedemisgue des génomes identiques et sont
issus d’hybridation intraspécifique (auto-pollinisa avec des gametes diploides (2n)) ou de
dédoublement somatique des chromosomes. L’allofmityip est un type de polyploidie issue
de croisement entre deux différentes especes mamutuiun hybride interspécifique. Les
allopolyploides possedent alors deux génomes diftér Les allo- et autopolyploides sont
traditionnellement différenciés selon le mode dapgment et d’héritabilité chromosomique,
les autopolyploides étant a appariement multivakng héritabilité polysomique et les

allopolyploides a appariement bivalent et héritebdisomique (Stupar et al., 2007).

2.La polyploidie chez les plantes

La polyploidisation est un phénoméne qui a ététatdshez les levures (Wolf and Shield

1997), les invertébrés (Foighil and Thioriot-Quiewx 1999) et les vertébrés (McLysaght
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2002). Chez les plantes, les statistiques ont réaqie 2 a 4% des événements de spéciation
chez les angiospermes impliquent le phénoméne Ilgplpiisation, ce qui permet d’associer
la duplication du génome a la diversification despeezes (Otto and Whitton, 2000).
L’estimation de la fréquence des polyploides am slgis angiospermes est d’environ 70%
(Masterson, 1994). La non-ségrégation des chromesopeut produire des séries de
polyploides tel que le cas de@ardamine pratensik., 2n = 16, 24, 28, 30, 33 a 38, 40 a 46,
48, 52 a 64 et 67 a 96 (Lihoea al, 2003). La plasticité du génome des angiospeshbsur
capacité a tolérer I'impact de la polyploidie sargénome sont remarquables (Leitch and
Leitch, 2008).

La stabilisation des allopolyploides implique deéxénements majeurs. Le premier
événement correspond a la diploidisation cytologigu chromosomique lors desquelles
'appariement méiotique des chromosomes homéologeesupprimé ce qui conduit a un
profil d’appariement similaire aux diploides. Leud&me événement est la diploidisation
géneétique lors de laquelle les génes dupliqguésssmninactivés soit sous-exprimés (Feldman
et al, 1997). Le succes de survie des espéces polgsloabt probablement lié a
laugmentation de I'hétérozygotie et de la flexitidildue a la présence d’alléles additionnels
(Allard et al.,, 1993).

3.Impacts de la polyploidie chez les plantes

3.1lmpact phénotypique

La taille des cellules et I'épaisseur des orgamsgedialement celle des feuilles) est en
corrélation positive avec le niveau de ploidie gdiemtes (Stupaet al, 2007). La taille des
cellules de garde stomatiques tend a augmenterlay#oidie (Masterson, 1994). Plusieurs
traits phénotypiques varient entre les polyploieleleurs géniteurs diploides. Parmi ces traits
on peut citer les traits de reproduction tels cauellirée et l'initiation de la floraison, la
fertilité, I'auto-compatibilité, I'apomixie, la gerination et la taille des organes (Jackson,
(1976) ; Lewis, (1980) ; Lumaret, (1988) ; Segraaed thompson, (1999) ; Cook and Soltis,
(2000) ; Schranz and Osborn, (2000)) et les traftgétatifs tels que la croissance et la
tolérance a la sécheresse, comme aussi la susliEptdux attaques dinsectes et de
champignons (Jackson, (1976) ; Lewis, (1980) ; aret) (1988)).
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3.2lmpact génomique

Trés peu d’études ont été consacrées aux conségudacl’autopolyploidisation sur le
génome (Wanget al, (2006) ; Storchovat al, (2006)). L’activation et I'inactivation des
genes et d'autres changements génomiques ont é&etak chez les polyploides néo-
synthétisés cheBrassica(Songet al, 1995), chez le blé (Feldmaat al, 1997), chez la
pomme de terre (Stupat al, 2007), cheArabidopsis(Comaiet al, 2000) et chez le coton
(Zhaoet al, 1998). Durant I'allopolyploidisation différentbangements peuvent se produire,
incluant les réarrangements chromosomiques ethi@sgements dans I'expression des genes.
La polyploidie peut aussi induire des pertes deegdBonget al, 1995 ; Pire®t al, 2004 ;
Ponteset al, 2004), des translocations des séquences répdesRN ribosomal (Wendel
et al, 1995), I'expression inégale des génes duplidpadsologues ou l'inactivation de l'une
des copies (Lee and Chen, (2001) ; Udall and Wen@€l06)), et les changements de
méthylation de 'ADN (Salmoret al, (2005) ; Lukenst al, (2006)). Selon Adamst al.,
(2004), les genes homologues chez les allopolypoigeuvent s’exprimer differemment
selon I'organe de la plante.

Une étude d’expression par puces a ADN chez desaiploides dArabidopsisa montré
une surexpression des genes impliqués dans laatéguhormonale et en particulier ceux de
la voie de biosynthese de I'éthylene, dans la d&faellulaire et dans la sénescence tels que
les Heat Shock Proteins (Wagrgal, 2006). Chez des allopolyploides de coton I'eggian
des génes codant pour des facteurs de transcrijgismue les Myb et WRKY et pour des
protéines impliquées dans les voies de signalisgtitytohormonale tels que I'auxine, I'acide

gibbérelique, I'ABA et I'éthylene a été fortememtiaée (Yanget al, 2006).

Différents mécanismes moléculaires sont sollicitéss 'inactivation, la sous-expression,
la surexpression des genes homologues chez leplpiolgs. L’hyper-méthylation des
cytosines a été responsable de l'inactivation adegdomologues chez les polyploides chez
Arabidopsis(Lee and Chen 2001). En utilisant un inhibiteur déthyltransférase ou par
inactivation du géne codant pour la méthyltransiéravec un ARN interférant (RNAI) il est
facile de réactiver les génes inactivés. L'actmatiles rétrotransposons par l'allotétraploidie
chez le blé a induit I'inactivation de plusieursngé (Kashkustet al, 2003). De méme des

modifications d’histones suite a des déméthylatiehsacétylations ont induit chez des

46



allopolyploides dArabidopsisl’activation de la copie du géne FLC (Flowering uedC) du
parentArabidopsis thalianalLe gene FLC est impliqué dans la régulation dpdeaode de

floraison, il régule négativement la floraison (Waat al, 2006).

4.Impact de la polyploidie chez les agrumes

Chez tous les agrumes et genres apparentés, lereaaintomosomique de base est n=9
(Krug, 1943). Les agrumes sont majoritairement diges (2n=2x=18) sauf quelques
exceptions dont les plus connus sont la lime detiTaiploide, le kumquat Hong Kong
(Longley, 1925) et la lime triphasia desert (Esed Soost, 1972) tétraploides. Les triploides
sont issus de I'hybridation entre deux diploidésn Id’eux fournit le gamete femelle non
réduit (2n) et l'autre le gaméte male haploide lpef tétraploides sont issus du dédoublement
du lot chromosomique des tissus nucellaires et ga#ents a une fréquence allant de 1 a 10
% dans les semis de graines polyembryonnées. Adsp des triploides qui présentent des
gualités en tant que variéteés tels que I'asperesetetraploides eux peuvent avoir des qualités
trés recherchées en tant que porte-greffe. En, dfetont résistants aux contraintes biotiques
et abiotiques (Syvertseaat al, (2000) ; Salelet al., (2008)).

Les tétraploides d’agrumes sont caractérisés pactaissance plus lente, des feuilles plus
larges, plus épaisses et plus sombres, une pe&witdplus épaisse et par la présence de
moins de jus et de plus de glandes a huile comgae@r diploides respectifs (Spiegel-Roy
and Goldschmidt, 1996). De méme, 'augmentatiodadiille des stomates, de I'épaisseur
des feuilles, de la concentration cellulaire enoddphylle et la diminution de la densité
stomatique ont rapportées chez les agrumes tétdagl¢Romero-Arandat al, (1997) ; de
Carvalho Costat al, 2004). Barrett (1992) a observé la réductionad&aille des arbres,
'augmentation du calibre des fruits et de la tatée a la sécheresse chez certains agrumes

tétraploides.

5.Amélioration de la tolérance des agrumes aux st8 via I'hybridation somatique

L’hybridation somatique consiste a fusionner de®tqplastes (cellules végétales
dépourvues de parois pectocellulosiques) obtentes afigestion enzymatique soit de cals
embryogenes soit de feuilles. Cette fusion peuae entre des protoplastes originaires de
deux cals différents ou entre des protoplastesatietade feuille par électrofusion ou fusion
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chimique. Soumis a un champ électrique induisanmt p@larisation dans un milieu de faible
conductivité, les protoplastes s’alignent formaes files. Des impulsions de courant continu
de forte intensité sont ensuite appliquées afid@mrganiser momentanément les membranes
et permettre ainsi I'échange du matériel génét{uereuxet al, 1988).

L’hybridation somatique permet I'accroissement dediversité des pools géniques des
especes cultivees avec la possibilité de réalises Hybridations interspécifiques et
intergénériques. Sans étre confrontée aux incobifiEts rencontrées lors des hybridations
sexuées, cette méthode autorise des hybridatiortse etles parents sexuellement
incompatibles. Chez les agrumes, I'hybridation stioma a permis I'élargissement du pool
des géniteurs tétraploides utilisés pour I'obtentie triploides aspermes (de Rocca Serra et
Ollitrault, 1992) et pour 'amélioration de la résince des porte-greffe aux facteurs biotiques

et abiotiques.

La fusion des protoplastes peut produire différemtedeles d’associations nucléo-
cytoplasmiques. D’aprés Ollitrawdt al, (2000), quatre produits sont réalisables : {gsiles
somatiques allotétraploides, les alloplastes dip&iles cybrides diploides et les hybrides

asymetriques aneuploides (Figure 13).

o5 WO
R or ox

Hybides somatiques allotétraploides

@@ > @
e @ O

Cybrides diploides Hybides asymétriques aneuploides

o noyau D chloroplaste A mitochondrie

(D’apr®llitraultet al,, 2000)

Figure 13. Les différents produits de I'hybridation somatique
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Les hybrides somatiques possédent la somme desngénuucléaires des deux parents et
différentes possibilités de combinaisons nuclé@@gsmiques. Les cybrides renferment un
des deux génomes nucléaires parentaux et des genoytmplasmiques recombinés. De
méme les alloplastes contiennent un des génomekaimes parentaux mais aucune
recombinaison ne touche leurs génomes cytoplassiidgieroduit de fusion n’hérite que I'un

des génomes chloroplastiques et mitochondrialesnfaaux.
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VII.Présentation des travaux de theése

Mon travail a eu pour but de mettre en évidencedéwrminants physiologiques et
moléculaires impliqués dans la tolérance au steasin des porte-greffe d’agrumes
polyploides. Pour cela, nous avons choisi de coengdarréponse au stress salin de porte-
greffe diploides [Poncirus trifoliatacv. Pomeroy et le mandarinier comm@itfus deliciosa
cv. Willow leaf)], avec celles de leurs autotétmges respectifs et de leur hybride somatique
allotétraploide FLHORAGL1 obtenu par fusion de pptdastes. Le Poncirus Pomeroy est le
porte-greffe d’agrumes le plus sensible au selisagde le mandarinier commun est une
variété tolérante au sel. Ce contraste de toléramceel devait nous permettre de mieux
comprendre les déterminismes physiologiques et cut@&es de la tolérance au sel chez les
agrumes. Le choix d'inclure des génotypes tétrdpmidans notre étude avait pour but de
comparer I'effet de l'auto- et de I'allopolyploidison (FLHORAG1) sur la physiologie et sur

'expression de génes candidats de la toléranselau

Dans une premiére partie, je me suis intéressétuaé du comportement de ces différents
génotypes de porte-greffe francs de pied, en situale stress salin modéré. L’anatomie et la
morphologie des feuilles des différents génotypes tout d’abord été étudiées. Dans un
second temps, l'accumulation des ions chloruressatium au niveau foliaire a été
caractérisée. Au moyen de la technique de cDNA-AFRdiRérents genes potentiellement
impliqués dans la tolérance au sel ont été idéstifiEnfin, 'analyse des profils d’expression

de ces genes aux niveaux diploide, autotétrapktid#otétraploide a été réalisée (article 1).

Dans une seconde partie, j'ai voulu confronterréssiltats obtenus précédemment a une
nouvelle expérience de forte contrainte saline. t@sditions de stress appliguées avaient
pour but de s’affranchir autant que possible dediamposante hydrique du stress salin. Une
étude physiologique de la tolérance au sel desgrdifts génotypes a été réalisée. Celle-ci a
été couplée a une étude de I'expression de gemekdess par PCR en temps réel pour les

différents génotypes (article 2).

Dans une troisieme partie de la these, je me suéseissée a I'étude des porte-greffe
polyploides greffés avec du cédratier de Corsel el@mentinier commun SRA92 placés dans
les mémes conditions que dans la seconde partia th&se. Le but de cette étude était de
vérifier la capacité des porte-greffe tétraploidetsansmettre leur tolérance au niveau de la

variété greffée et ainsi confirmer ou infirmer I&ntérét pour I'agrumiculture.



Enfin, je présente un article consacré a I'étuddaddiversité mitochondriale chez les
agrumes a laquelle j'ai participé (article 3). lrearqueurs mitochondriaux de type PCR que
j'ai défini pour cette étude nous ont été utilessléa caractérisation génétique du génome
mitochondrial hérité chez I'allotétraploide FLHORAG



MATERIEL ET METHODES

l. Matériel végétal

L'impact du stress salin a été étudié sur le pgredfe le plus sensible au sé€lpncirus
trifoliata cv. Pomeroy. De méme on s’est intéressé a unéteatiagrumes tolérante au sel, le
mandarinier commun Qjtrus deliciosacv. Willow leaf). Dans le but d’'une meilleure
compréhension des mécanismes physiologiques etcataiées impliqués dans la tolérance
au sel chez les polyploides d’agrumes, notre rebleea inclus les autotétraploides spontanés
respectifs aux deux génotypes diploides étudiéndiRs Pomeroy et le mandarinier
commun), et leur hybride somatique allotétraplolFleHORAGL1 (Poncirus Pomeroy +
mandarinier commun) qui a été créé par le CIRADsdarcadre de I'amélioration des porte-

greffe d’agrumes via I'approche ‘hybridation sorgat’.

Pour compléter notre étude, nous nous sommes $st&ge I'étude du comportement de
ces porte-greffe polyploides lorsqu’ils sont greffBeux variétés d’agrumes, le cédratier de
corse Citrus medicacv. Corsican) et le clémentinier commun SRA@2trs clementina

hort. ex Tanaka) ont servi de greffons.

II.Conditions de croissance et application du stressalin

Deux expériences de stress salin ont été condditesnt cette recherche dans deux
conditions de croissance différentes. La liste gi&sotypes utilisés dans chacune des deux

expériences est resumée dans le tableau 3.

- Expérience 1 (stress salin modérépix plants agés d’un an ont été placés en chadwre
culture dans des conditions contrdlées de tempéré28°C), de photopériode (16/8) et
d’humidité relative (60-80%)Le traitement salin a été appliqué pendant uneedde 9
semaines, la concentration en NaCl appliquée é@®0mM. D’aprés Tozlet al (2000), la
concentration optimale en sel pour étudier I'effetstress salin sur Roncirus trifoliataet sa
descendance est comprise entre 40 et 60mM. Leteplde chaque génotype ont été divisées
en deux lots : un premier lot témoin correspona@amnt pots ayant été trempés deux fois par
semaine pendant une durée d’1h dans de I'eau awligiite de solution nutritive ((Fertil 28-14-
14 (%N-P-K)) et un deuxieme lot soumis a une camigasaline correspondant aux pots ayant
été trempés deux fois par semaine pendant une diitéedans de I'eau salée (50mM)

additionnée de solution nutritive.



- Expérience 2 (stress a salinité croissantepix plants agés de deux ans ont été placés en
serre. Le traitement salin a été effectué pendaatdurée de 8 semaines a une concentration
de 50mM pendant les deux premieres semaines, daM@@&ndant les 3 efA*semaines, de
200mM pendant les 5 ef & semaines et de 400mM durant les trois derniéresises
Contrairement a I'expérience 1, les plants ontagtésés quotidiennement pour éviter tout
déficit hydrique. Le lot contrdle a été arrosé asled’eau additionnée de solution nutritive et
le lot stressé a I'eau salée (50, 100, 200 et 40@mMacCl) additionnée de solution nutritive.

Tableau 3.Liste des génotypes d’agrumes étudiées lors des @quériences de stress salin

Génotypes Nom et niveau de ploidie Expérience 1  éEapce 2

Francs de pied Poncirus trifoliata cv. Pomeroy diploide (PP2X) ‘SRA + +
1074
Poncirus trifoliatacv. Pomeroy autotétraploide (PP4X) + +
Mandarinier commun Gitrus deliciosacv. Willow leaf) + +
diploide 'SRA 133
Mandarinier commun Gitrus deliciosacv. Willow leaf) + +
autotétraploide
FLHORAG1 + +
Greffés Cédratier/PP2X - +
Cédratier/PP4X - +
Cédratier/FLHORAG1 - +
Clémentinier SRA92/PP2X - +
Clémentinier SRA92/PP4X - +
Clémentinier SRA92/FLHORAG1 - +

+, génotype utilisé ; -, genotype non utilise



[ll.Méthodologie

1.Caractérisation génétique des agrumes polyploides

1.1. Recherche des individus autotétraploides : aymnétrie en flux

Les autotétraploides spontanésRancirus trifoliataet du mandarinier commun ont été
identifiés parmi les plants diploides au moyen aeytométrie en flux (Partecl, France) en
utilisant le DAPI (4’, 6-diamino-2-phenylindolepmme fluorochrome. Le DAPI se fixe au
niveau des paires de bases A-T de la double hdl&BN permettant ainsi de mesurer la
fluorescence relative de I'ADN nucléaire total palmaque noyau coloré. Les spectres
d'absorption et d'émission maximale sont respetive de 340nm et de 465nm. Un tri des
noyaux s'effectue alors selon la densité des frémpgedes différents niveaux de fluorescence.
Les résultats obtenus sont sous forme d'histograouni@ moyenne du pic est proportionnelle
au contenu en ADN des noyaux. Pour ce faire, O’Sdenfeuille de chaque génotype est
broyé dans 250uL de tampon d’extraction (Parteenmpttant ainsi de libérer les noyaux des
cellules dans le tampon, puis passé sur filtrepen2Q_e filtrat obtenu est mélangé a 400uL de
fluorochrome DAPI, homogénéisé, puis passé au tbetecLe FLHORAG1 a été utilisé

comme témoin interne tétraploide.

1.2.Recherche et élimination des individus zygoticgs

Les individus diploides et tétraploides ont éténssua une seélection par marqueurs
moléculaires afin d’éliminer les individus zygotegiet ne garder que les nucellaires pour les
expériences de stress salin. A cette fin, deux woeang nucléaires de type SSR
(mCrCIR01F04a et mCrCIR0O7EQ5) définis par Froeliatteal, (2008) et trois nouvellement
définis (mCrCIRCI02D03, mCrCIR05A05 et mCrCIR02G b2y été utilisés (article 1).

Si on suppose un individu hétérozygote pour undadonné, aprés auto-fécondation, on
obtient 50% de descendants homozygotes, donc dithdi zygotiques identifiés et 50%
d’individus hétérozygotes (et donc identiques ar lmere pour le locus considéré). La

probabilité qu’un individu zygotique soit identigaela mere pour n loci hétérozygotes sera



donc: P = (0,%) Si cing marqueurs hétérozygotes sont étudiésgue d’identification des
zygotiques est de 1-(0%oit 97 % (Ollitrault et Faure, 1992).

2.Caractérisation de l'allotétraploide FLHORAG1

2.1.Comptage chromosomique

Dans le but de confirmer la présence du double du dhromosomique chez
l'allotétraploide FLHORAG1, les chromosomes ont d&nombrés selon le protocole de
D’Hont et al, (1996).

2.2.Héritabilité des génomes nucléaire et cytoplamiies chez le FLHORAG1

De multiples combinaisons nucléo-cytoplasmiquesveeu étre créées a lissue de
I’hybridation somatique. Afin de déterminer qugbéyd’association nucléaire, chloroplastique
et mitochondriale renferme I'hybride FLHORAG1, noasons amplifi€ des marqueurs
nucléaires et chloroplastiques de type microstsliSSR et des marqueurs mitochondriaux

de type PCR qui sont polymorphes entre les paRmtsirus et mandarinier (article 1).

2.2.1.Extraction et quantification de ’ADN total

Les ADN totaux des deux parents diploides : le raangtr commun et IdPoncirus
Pomeroy, et de leur hybride allotétraploide FLHORA@t été extraits selon le protocole de
Doyle et Doyle (1987). L’ADN total a été extraipartir d’1g de feuilles broyées dans I'azote
liquide. Le tampon d’extraction TE1 (annexes) egputé au broyat afin de libérer les ADN
totaux. Le mélange est vortexé et ensuite incul@e durant 1h. Afin d’éliminer les
protéines, le mélange chloroforme/alcool isoamyiq@4/1 ; v/v) est ajouté au mélange.
Apres centrifugation a 12000g pendant 5min, la ehagueuse contenant les acides
nucléiques est additionnée de 0,8 volume d’isopropd.e culot obtenu (ADN total) apres
centrifugation a vitesse maximale, est séché paparation rotatif sous vide et est ensuite
resuspendu dans 50uL d’eau déminéralisée stérile.



La qualité des extraits d’ADN total obtenus estifié par électrophorése sur gel
d’agarose a 1% dans du tampon Tris-Acétate 1x (#dfthexes). 8uL de 'ADN total
extrait sont additionnés de 2uL de tampon de char(gnnexes) puis déposés dans le gel.
Apres I'électrophorese du gel durant 30min a 126 ,dernier est placé dans un bain de

bromure d’éthidium (BET) (10 ng/mL) durant 20minigast visualisé sous UV.

Les concentrations d’ADN total ont été quantifiépar fluorimétrie (Hefer). Le
flurochrome utilisé, le Hoechst 33258 (2-[2-(4-Hgxyphenyl) 1-6-benzimidazolyl]-6-(1-
methyl-4-piperazyl)-benzimidazole-trihydrochloridsd lie spécifiqguement aux bases azotées
A et T de 'ADN. Il absorbe, s’excite a 360nm etetnun signal fluorescent a 470nm. La
concentration en ADN d'un échantillon donné estpprtionnelle a la quantité de
fluorescence qu’il émet. 2uL de I'échantillon d’AD#trait est mélangé a 2mL de la solution
fluorescente contenant 10pL de H33258, 10mL de ¢ammpris NaCl EDTA (TNE

10x/annexes) et 90mL d’eau déminéralisée.

2.2.2.Amplification par réaction de polymeérisationen chaine PCR

L’amplification des génomes nucléaire, chloroplasti et mitochondrial a été réalisée par
PCR a l'aide d'un thermocycleur de type Primus 96s pMWG Biotech. Le mélange
réactionnel était composé de 0.8 unités de I'enzyia@ polymérase (Eurogentec), 10ng
d’ADN total, 0.2mM de dNTP, 1.5mM de Mg£I175mM de Tris-HCI (pH 8.8), 20mM de
(NH4),SOy, 0.01% (v/v) de Tween 20, 0.2uM de I'amorce Fodu@) et 0.2uM de I'amorce
Reverse (R) dans un volume total de 15uL. Le progra d’amplification débute par une
dénaturation de 'ADN a 94°C pendant 5min suivie 4@ cycles d’amplification de :
dénaturation a 94°C pendant 30s, hybridation audlntouple d’amorces et élongation a
72°C pendant 1min30s. A la fin des cycles, uneidegrélongation a 72°C pendant 4min est
appliguée. Les produits d’amplification sont réeébar électrophorése sur gel d’agarose 1%

dans du tampon de migration TAE 1x .

2.2.3.Electrophoreses sur gel de polyacrylamide déturants et non dénaturants

Les produits PCR de taille inférieure a 500pb géntlés par électrophorése sur gel de
polyacrylamide 5% dénaturant (acrylamid:bisacrytfiio:1 ; 40% (w/v)), urée 7M) a une
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puissance électrique constante de 60W. Les fragnuanit la taille est comprise entre 600pb
et 1kb sont révélés sur gel de polyacrylamide 5% dénaturant (acrylamid/bisacrylamid
(29:1, 40% (w/v)), et sur gel de polyacrylamidé Aon dénaturant (acrylamid/bisacrylamid
(29:1, 40% (wl/v) pour ceux dont la taille est goive entre 1 et 2kb, a une puissance
électrigue constante de 12W. La composition des delpolyacrylamide dénaturants et non

dénaturants est détaillée dans le tableau 4.

L'électrophorése est effectuée dans un tampon TBEk. Qe gel est soumis a une pré-
migration durant 30min et a une puissance éledricpnstante de 60 ou de 12W selon la
nature du gel. Les échantillons d’ADN sont parudesdénaturés en présence de formamide
et de formaldéhyde a 94°C pendant 5min avant lépdddans le gel. Dépendante de la taille
des produits d’amplification, la migration est daudurée de 2h pour les gels dénaturants et de
6 a 7h pour les gels non dénaturants. En se basamés travaux de Liet al, (2000), un
changement du tampon de migration est effectuésaghe de migration sur gels non

dénaturants.

La révélation des gels de polyacrylamide est réalesu nitrate d’argent selon la méthode
de Beidleret al, (1982). La révélation débute par une fixatiors d@ndes sur le gel de
polyacrylamide par un bain d’éthanol 10% durant#f suivi d’'un bain d’acide nitrique 1%
de 5min. Deux lavages de 5min a I'eau déminérabsée réalisés avant de placer le gel dans
le bain de nitrate d’argent (2g/L) durant 30min.det est ensuite rincé a I'eau déminéralisée,
puis est révélé dans un bain de solution de catbateasodium (NaC£B0g/L, formaldéhyde
600 uL/L) jusqu’a I'apparition des bandes et egéldans un bain d’acide acétique 5%.

3.Anatomie foliaire chez les agrumes polyploides

3.1.Mesure de la surface stomatique

La surface stomatique des plants diploides et piglides est mesurée sur un
échantillonnage de 24 feuilles par génotype a ¢'atln microscope optique (Laborlux K)
selon le protocole de Morillon and Chrispeels, (20Qa longueur et la largeur sont mesurées

sur 50 a 60 stomates par feuille.



3.2.Mesure de I'épaisseur foliaire

L’épaisseur foliaire des plants diploides et tdofes est mesurée sur 10 feuilles a l'aide

d’'un micrometre (Mitutoyo, IP65, Japan).

3.3.Mesure de la croissance

Durant un mois, la croissance des plants diploédeétraploides est suivie et mesurée a la

regle chaque semaine.

3.4.Dosage du taux de chlorophylle

Le contenu foliaire en chlorophylle des plants dligés et tétraploides est mesuré sur les
feuilles au moyen d’'un SPAD meter (Minolta, SPAR5Wapan). En se basant sur les
propriétés photoréceptrices de la chlorophyllegantité dans les feuilles a été déterminée
par la mesure de I'absorbance dans deux plagesndedur d’ondes: le bleu (400-500nm) et
le rouge (600-700nm).

4.Déterminants physiologiques du stress salin chézs agrumes polyploides

4.1.Mesure de I'efficacité du photosystéme I

L’efficacité du PSII est évaluée par la mesure aléiuorescence de la chlorophylle ‘a’.
Cette mesure permet d’étudier le devenir de I'éeelgnineuse absorbée par les systemes
photosynthétiques et d’estimer le rendement de Hatgsynthése. En effet, I'énergie
lumineuse absorbée par les molécules de chloraphgll au niveau des feuilles a trois
finalités. La majeure partie de la lumiere absorbée utilisée pour la photosynthese et
'excédant d’énergie est soit dégagé sous formehdéeur soit est réémis par la chlorophylle
sous forme de fluorescence. Cette derniere repeésaniquement 1 ou 2% de la lumiere
absorbée. Comme les trois processus se déroulentompétition, le rendement en

fluorescence n’est élevé que lorsque la photosgethet le dégagement de chaleur sont



réduits. En effet, lorsque le PSII absorbe de haidue, le récepteur d’électron Quinone A Q
recoit directement un électron qu'il va transfélans le cas normal a un deuxieme récepteur
d’électron, Quinone B R Dans le cas ou I'électron n'est pas transférgdevers @, le
récepteur ne recoit plus d’autres électrons, onqdé le centre réactionnel est fermé. La
fermeture des centres PSII méne a une réductidoaiglale I'efficacité de la photosynthése,

entrainant ainsi 'augmentation de la fluorescettderophyllienne.

L’efficacité de la photosynthése a été évaluée aentbute la durée du stress salin de
I'expérience 2. Les mesures de rendement de floeneg chlorophyllienne ont été effectuées
une fois par semaine sur les plants sains et égessl’aide du fluorimetre (Hansatech Ltd,
Kings Lynn. UK), le rendement a été détermine, sygeposition de la feuille échantillon a
une lumiére de longueur d’onde connue, par la needarla quantité de lumiére émise a une
longueur d’onde différente. Le rendement de fluoeese chlorophyllienne est exprimé par le
rapport K/Fn,

FW/Fm = (Fm — R)/Fm

ou ky : fluorescence minimale émise par la chlorophlexcitée au niveau des PSII (valeur
enregistrée lors de I'oxydation compléte da) Q

Fm : fluorescence maximale, mesurée quand lesdpt completement réduites ;

F, : fluorescence variable (E Fy-Fo).

4.2.Dosage minéral : concentrations foliaires et racirises en Nd et en ClI

Pour I'échantillonnage de I'expérience 1, deux g@réiments de feuilles ont été effectués
sur les plants témoins et stressés chaque semasrdiradu début du stress salin. Les feuilles
sont séchées a I'étuve a 60°C pendant une sentdiaes.sont ensuite broyées au moyen d’'un
broyeur a bille (RETSCH). Entre 50 et 100mg du htaybtenu sont mis en combustion dans
un four a 400°C durant 2h. La cendre obtenue esiienresuspendue dans 100mL d’acide
nitrique (0.5N). 30mL de cette solution sont uéiispour le dosage du sodium foliaire et les
70mL restant ont servi pour le dosage des ionsratds. Le dosage des cations’ Maété
réalisé par ICP-MS ‘Inductively Coupled Plasma-M&sectrometer’ au laboratoire de



I'Office de 'Equipement Hydraulique de Corse (OEHCe dosage des ions chlorures a été

effectué au moyen d’une électrode spécifique alorgtes (Thermo Orion).

Pour I'expérience 2, nous avons suivi la méme phaque pour I'expérience 1. De plus,
le contenu en ions chlorures a été également memurgiveau des racines a la fin du
traitement salin. Les dosages ioniques ont étecteifs par ICP-MS a I'US 49 (CIRAD-
PERSYST, Montpellier).

5.Etude transcriptomique de la réponse au stress lgachez les agrumes polyploides

5.1.Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits a partir de 3g delkesibroyées dans I'azote liquide selon le
protocole de Chomczynski and Sacchi (1987). Au étrdg feuilles sont additionnés 10mL de
tampon d’extraction TE2 (annexes). Un volume denphiéhloroforme/alcool isoamylique
(25/24/1 ; viIviv) est ajouté au mélange, puis l@mble est soumis a une agitation rotative
durant 30min. Apres centrifugation a 5000g durdmih, la phase aqueuse est récupéree et
est mélangée a 0.2 volumes d’acétate de sodiumtsA2pet 0.25 volumes d’éthanol absolu
dans le but d’éliminer les polysaccharides. Le ageant, récupéré aprés centrifugation a
5000g durant 10min, est additionné d’'un volume Hrare de lithium 4M afin de faire
précipiter les ARN totaux. Le mélange est gardédpah une nuit a 4°C puis centrifugé a
17000g durant 1h. Le culot d’ARN est lavé a I'éhlain0% et est resuspendu dans 1.5mL
d’eau traitée au DEPC. La solution d’ARN est sowrasdeux extractions organiques pour
éliminer le maximum de protéines. Une premiere ation au phénol/chloroforme/alcool
isoamylique (25/24/1 ; viviv) puis une deuxiémectloroforme/alcool isoamylique (24/1 ;
v/v). Les ARN contenus dans la phase aqueuse sécipfiés par 2 volumes d’éthanol absolu
en présence d’acétate de sodium 3M a pH5.2 puispesdus dans 100uL d’eau traitée au
DEPC (annexes) et stockés a -80°C.

La qualité des ARN totaux est vérifiee par éledagse sur gel d’agarose dénaturant a
1.2% contenant 20mM de MOPS a pH7 et 3.7% de fakdéhgide. L'échantillon d’ARN
extrait (4pL) est additionné de 16uL de tamponltege 2 (annexes) et le mélange est par la

suite dénaturé & 65°C durant 10min puis est dineete déposé sur le gel. La migration est

9



réalisée dans du MOPS 20mM a pH7 pendant 1h a 80488bservation du gel sous UV
révéle deux bandes distinctes correspondant aux ABdsomaux, 28S (4.7 kb) et 18S
(1.8kb). La quantification des ARN totaux est ré@di par spectrophotométrie. L'absorbance
de I'ARN total est mesurée a 260 et 280nm. Un reppsd/Azso de 1.8 a 2 est indicateur que
I'ARN est purifié.

5.2.Analyse transcriptomique par la technique de cDNA-ALP (Amplified
Fragment Length Polymorphism)

5.2.1.Principe de la technique cDNA-AFLP

La technique cDNA-AFLP permet I'obtention du pradiés transcrits d’un tissu sous une
condition donnée, reflétant ainsi I'état d’expressdes genes correspondants. Contrairement
aux autres techniques dédiées a I'étude de I'egzjnesdes genes telles que la RT-PCR en
temps réel et les puces a ADN, le cDNA-AFLP ne ssite aucune connaissance préalable de
la séquence du génome de la plante étudiée ni testrootion de banques d’ADN
complémentaire (ADNCc). L'’AFLP combine les deux teicjues de RFLP (Random Amplified
Length Polymorphism) et de PCR. Elle se base @t gifir 'amplification PCR de I'ensemble
des ADNCc (construits a partir des transcrits ARNiigérés a l'aide de deux enzymes de
restriction tels que les enzymes Asel et Taqal. Bouts cohésifs créés par la digestion sont
rajoutés des amorces arbitraires de 20 nucléotiites adaptateurs. Les adaptateurs sont
utilisés comme sites d’amorcage pour 'amplificataes fragments digéreés.

Cette étape dite de préamplification permet d’afigpli 'ensemble des fragments
possédant les bases complémentaires aux basasisbitles amorces. Les conditions sont
prévuespour privilégier I'amplification des fragments ASedqal au détriment des fragments
Asel-Asel et Tagal-Tagal. Dans une deuxieme ancpliibn dite sélective, les mémes
amorces prolongées a l'extrémité 3' d’'un a 3 ntidés arbitraires sont utilisées. Cette étape
permet de n‘amplifier que les fragments complém&staux bases arbitraires entrainant ainsi
une réduction du nombre de fragments amplifiés. thretaine de fragments sont au final
révélés par électrophorése sur gel de polyacrylardé&haturant. Un fragment présentant un
profil contrasté entre deux conditions données espond a un transcrit exprimé
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differemment lors de chacune d'elles. Les fragmenésentant ainsi des profils d’expression

différentiels sont ensuite excisés, réamplifiéséefuencés.

5.2.2.Technique

La technique de cDNA-AFLP a été appliqguée aux ABfdux extraits a partir du mélange
de feuilles prélevées sur quatre plants par g@eatiyrant la 7" semaine du traitement salin

de I'expérience 1.

5.2.2.1lsolement des ARNm et synthese des ADNc double brin

Les ARNm sont isolés a partir de 200pug d’ARN totaanx utilisant le kit PolyATtract
MRNA Isolation System Il and IV (Promega). La dyde du premier brin d’ADNc est
réalisée par rétrotranscription sur 2ug des ARNstéss L’ADNc simple brin sert ensuite de
matrice pour la synthese des ADNc double brin disamt la RNase H et la DNA polymerase
I (Universal Riboclone cDNA Synthesis System, Prga)e Les ADNc double brin sont
purifiés par extraction organique dans 1 volumepbénol/chloroforme/alccol isoamylique
(25/2411 ; viviv) saturé au tampon Tris-EDTA (10ntfi4-HCI pH8.0 ; 1mM EDTA). Apres
centrifugation, la phase aqueuse est récupérést eidditionnée de 0.1 volume d’acétate de
sodium 2.5M pH5.2 et de 2 volumes d’éthanol absafin de précipiter les ADNc. Le
mélange est ensuite placé pendant 30min a -70°@. dénniere centrifugation permet de
récupérer le culot d’ADNc qui est ensuite lavé éh#inol 70% et resuspendu dans I'eau

déminéralisée stérile.

5.2.2.2La réaction AFLP

Les réactions AFLP sont réalisées selon la méthed€oset al, (1995).250ng d’ADNCc
double brin ont été dans un premier temps digénéprésence de 20 unités d’enzyme de
restriction Asel (BioLabs, UK) dans un volume tadal 40uL apres incubation & 65°C durant
3h. Les fragments digérés avec Asel sont soumiseaseconde digestion avec 10 unités
d’enzyme de restriction Tagal (BioLabs, UK) dansvoiume total de 50uL aprés incubation

a 37°C durant 3h. Pendant les incubations de digeshzymatique, les adaptateurs double
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brin sont préparés. 0.495umoles d’adaptateur Aset B5.168umoles d’adaptateur Asel 3’
sont incubés dans un tampon d’hybridation (Tris-B80mM pH 7.5 ; MgGl 5mM) pendant
2min a 94°C puis a 24°C avec un refroidissementld€/30s. De méme les adaptateurs
double brin Tagal ont été préparés en utilisan6R.9noles de Taqgal 5 et 1.773umoles de
Tagal 3'. Par la suite les bouts cohésifs des feagasndigérés (50uL) ont été liés avec les
adaptateurs double brin Asel (1uL) et Tagal (1ullaile de 'ADN ligase T (Universal
Riboclone cDNA Synthesis System, Promega) dansolume final de 60uL.

Dans une deuxieme étape, dite de présélectiofragments sont préamplifiés par PCR en
utilisant comme amorces des oligonucléotides cpardant a la séquence des adaptateurs,
prolongés en 3’ par une base arbitraire, 'amonmeamp Tag (5-GATGAGTCCTGACCGA-
3’) et 'amorce Preamp Ase (5-GACTGCGTACCTAAT-3Da réaction de préamplification
est réalisée dans un volume total de 50uL conte@jahtdes ADNCc liant les adaptateurs,
1.5mM de MgCJ, 75mM de Tris-HCI pH8.8, 20mM de (NMSO,, 0.01% de Tween 20,
0.25mM de dNTP, 100ng de chacune des amorces Prkseh@t Preamp Taql et 1.25 unités
de l'enzyme Taq polymérase (Eurogentec). La réaction PCR est sémlidans le
thermocycleur MWG-Biotech Primus 96 selon le progree suivant : 30s a 72°C suivi de 25
cycles de : dénaturation de 30s a 94°C, hybridat®B0s a 52°C et élongation d’1min 30s a
72°C, et enfin une derniére élongation de 10mi@°&7 Les produits de préamplification sont
ensuite révélés sur un gel d’agarose 1% qui pedeetisualiser une trainée de bandes
correspondant aux fragments digérés et amplifiés.

Les fragments préamplifiés sont ensuite diluésoBOdt réamplifiés en utilisant les mémes
amorces utilisées pour la préamplification, sawd gelles-ci sont prolongées a leur extrémité
3’ par deux bases arbitraires supplémentairesp@ggl (5-GACTGCGTACCTAATNN-3’)
et Oligo Tagl (5-GATGAGTCCTGACCGANN-3’) (Tableau )5 Cette amplification
sélective est conduite dans un volume total de 2&pritenant 5uL des préamplifiats dilués,
1.5mM de MgCJ, 75mM de Tris-HCI pH8.8, 20mM de (NMSO,, 0.01% de Tween 20,
0.25mM de dNTP, 50ng de chacune des amorces Okgb & Oligo Taql (tableau 5) et 1.25
unités deTaqpolymérase (Eurogentec). 48 combinaisons d’amdpige Asel et Oligo Taql
ont été testés: Aseld/(Taql2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, Ael5/(Taql2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9),
Asel6/(Taql2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9), Asel7/(Taql2435, 6, 7, 8, 9), Asel8/(Taql2, 3, 4,5, 6, 7,
8, 9) et Asel9/(Taql2, 3, 4,5, 6,7, 8,9).
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L’amplification AFLP est réalisée avec le thermdewr MJ Research, PTC 200
programmé sur: 30s a 94°C, (30s a 94°C, 30s a ga%¥ec un refroidissement de -
0.7°C/cycle) et 1min a 72°C) x12, (30s a 94°C, 3P, 1min 72°C) x23 et une élongation
finale de 10min a 72°C.

Tableau 4.Liste des amorces utilisées lors de I'amplificatsgéhective en cDNA-AFLP.

Amorces Asel Séquence 5’-3’ Amorces Taq| Séquen&e 5

OligoAsel4 GACTGCGTACCTAAT CA  OligoTagl2 GATGAGTCG3ACCGA AG

OligoAsel5 GACTGCGTACCTAAT CG  OligoTaql3 GATGAGTCTIACCGA AT

OligoAsel6 GACTGCGTACCTAAT CT  OligoTaql4 GATGAGTCGIACCGA CA

OligoAsel7 GACTGCGTACCTAAT GA  OligoTagl5 GATGAGTCG3IACCGA CG

OligoAsel8 GACTGCGTACCTAAT GC  OligoTaql6 GATGAGTCMTIACCGACT

OligoAsel9 GACTGCGTACCTAAT GT  OligoTaql7 GATGAGTCGIACCGA GA

OligoTaql8 GATGAGTCCTGACCGA GC

OligoTagld ~ GATGAGTCCTGACCGA GT

5.2.2.3Electrophorése sur gel de polyacrylamide dénaturant

Les fragments d’ADNc amplifiés sont séparés surdgepolyacrylamide 5% dénaturant
(acrylamid:bisacrylamid (19:1; 40% (w/v)), urée YNTableau 3) puis révélés au nitrate

d’argent.

5.2.2.4lsolement et séquencage des TDFs (Transcript Derigdd-ragments)

Les TDFs correspondent aux transcrits exhibant rofil pd’expression contrasté par
génotype et/ou par condition sur le gel de cDNA-RFILes TDFs sont excisés du gel de
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polyacrylamide, réhydratés pendant une nuit a 4°@amplifiés par PCR dans les mémes
conditions que I'amplification sélective. Les pradud’amplification sont purifiés en utilisant
le kit de purification des produits PCR (Qiagen]lalude) et ensuite envoyés a séquencer par

MWG en Allemagne.

5.2.2.5Analyse fonctionnelle des TDFs

La fonction des protéines correspondantes aux ségqaedes transcrits TDFs est
recherchée sur le BLAST Network Service de la bang8T d’agrumes (Citrus Functional

Genomics Project CFGP database ; http://bioinfociiompv.es/genomics/cfgpDB/blast.php
et sur NCBI BLAST Network Servic§NCBI, National Center for Biotechnology
Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST en utilisant les deux algorithmes
BLASTX et tBLASTX.

5.3.Analyse transcriptomique par PCR quantitative : RT-PCR en temps réel

5.3.1.Principe

La PCR quantitative (PCR en temps réel (sur ADNogéque), RT-PCR en temps réel
(sur ADNCc)) repose sur la mesure continue de lardition de fluorescence au cours des
cycles PCR reflétant 'accumulation du produit P@R.RT-PCR en temps réel permet la
détermination/comparaison des niveaux d’expresgeamgenes via I'amplification des ADNc
en présence d’un fluorochrome. La quantificatiosid@ dans la détermination du cycle seuil
CT (Cycle threshold), ou dit encore le point CPo&3ing Point), qui correspond au nombre
de cycles minimum nécessaire pour que la fluorescatépasse le seuil (Figure 14). Ce
dernier représente le début de la phase exporerdiamplification et est situé au dessus du
bruit de fond. En effet, le CT pour une conditimndée est égal au nombre de cycles a partir
duquel le signal de fluorescence dépasse le demilquantifiant la fluorescence émise a
chaque cycle, on peut suivre la réaction PCR dwarnphase exponentielle ou la premiére
augmentation significative dans la quantité d’asgis est en corrélation directe avec la

guantité initiale de la matrice originale cible.
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Figure 14. Modéle graphique de la PCR en temps réel (fluerese en fonction du nombre
de cycles PCR).

La quantification peut étre réalisée de deux masjaxbsolue ou relative. La quantification
absolue consiste en la détermination du nombretexde copies de la matrice cible. Cette
mesure nécessite une gamme calibrée dont on comeitement le nombre de copies. La
guantification relative consiste elle en la comsma directe de deux conditions données et
en la détermination du rapport de la quantité ddesientre les deux conditions. Cette

derniére approche nécessite la quantification eallpe pour chaque condition.

Il existe deux principes généraux pour la détectjoantitative des amplicons : les sondes
fluorescentes et les agents se liant a ’ADN dotioie tel que le SYBR Green |. La PCR en
temps réel basée sur le SYBR Green | ne nécesgit;a sonde fluorescente, sa spécificité
repose entierement sur ses amorces (Bustin, 2808)n’est pas affectée par des mutations
dans I'’ADN cible qui influencent I'hybridation de®ndes spécifiques (Mackay et al, 2002).
Toutefois la technique SYBR Green | a des limitde présente des risques de détection de
diméres d’amorces (mis-primering) et de produitsRP@n spécifiques. D’'une part les
diméres d’amorces sont facilement détectables slrdglectrophorése car ils générent
souvent des bandes d’ADN superflues. D’autre pas, produits PCR non spécifiques
peuvent étre détectés grace a la courbe de fusigratiuit PCR final. La courbe de fusion
correspond au suivi de la variation de la fluoraseedu produit PCR en fonction de la

température. Elle dépend de I'état d’hybridationpiladuit PCR et varie le plus lorsque la
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température est égale au Tm. Afin de détecter poadiuit PCR non spécifique, le produit
PCR final est soumis a une augmentation de tempérde 65 a 85°C a raison de 0.1°C/sec,
si la courbe montre un pic unique a la méme tentperade fusion pour toutes les
amplifications, I'amplification est spécifique. Avontraire, si la courbe de fusion montre plus

d’un pic, les couples d’amorces sont considérésnmemon spécifiques.

5.3.2.Technique

Les ARN totaux utilisés pour les RT-PCR en tempd ofit été extraits a partir des

feuilles prélevées lors de 18" semaine du traitement salin de I'expérience 2 [E&ab3).

5.3.2.1Purification et quantification des ARN totaux

Les ARN totaux extraits sont purifiés au moyen dyeBsy Mini Kit (Qiagen, Hollande)
incluant un traitement DNase (Qiagen, Leusden,Nétherlands). Une fois purifiés, les ARN
totaux sont dans un premier temps dosés au spbotmpétre a 260nm. Ensuite les ARN
totaux sont quantifiéess avec précision au fluorimétFLUOstar Galaxy (BMG
Labtechnologies, Allemagne) en utilisant le fludramme RiboGreen du RiboGreen RNA
Quantitation kit (Molecular Probes, USA). Une caurétalon est préalablement établie a
I'aide d’'une série de dilution de 'ARN standardifoi dans le kit.

5.3.2.2.Choix et définition des couples d’amorces

Contrairement a la nature aléatoire des couplanatees utilisés en cDNA-AFLP, la RT-
PCR en temps réel nécessite des couples d’amquéegfigues aux génes dont I'expression
est étudiée. Les séquences matrices sur lesqustles définis les couples d’amorces
correspondent aux séquences des transcrits (ARNmgdnes définis par cDNA-AFLP et
ceux des genes candidats disponibles sur les bauitfi€ d’agrumes et d’autres especes. La
définition des couples a été réalisée sur le legicien ligne Primer3
(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.nfm Les parametres de définition étaient les

suivants : le Tm entre 58 et 61°C, la taille dexdpits d’amplification entre 160 et 180pb, la
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taille des amorces entre 18 et 20pb et le % GC dsmaptre 45 et 55 % afin d’éviter les
appariements d’amorces. Dans l'article 2, les aamipglamorces définis et utilisés sont décrits
pour I'étude de I'expression des genes candidats.

5.3.2.3.Elaboration des courbes de calibrage

Le standard consiste en une solution titrée d’ARNsdquence identique a celle de 'ADN
d’intérét a quantifier. Pour chaque géne étudi@DNc correspondant est construit par RT-
PCR sur 100ng d’ARN total du mandarinier communaggbide stressé. L’ADNc obtenu a
servi d’ADNc standard pour I'élaboration de la dmeide calibration. Une série de dilution est
réalisée et chacune des dilutions est utilisée poaramplification. Il s’agit ensuite de définir
le nombre idéal de cycles pour se placer dans d&elexponentielle de la réaction. Apres
vérification des courbes de fusion, les coupleandi@es amplifiant des fragments non
spécifiques sont écartés. La courbe de calibrateochaque géene est ensuite établie avec les

dilutions de ’ADNc standard (fluorescence = fonat{concentration)).

5.3.2.4.Quantification relative par RT-PCR en tempséel

La quantification relative est réalisée sur deypétitions biologiques par génotype et par
condition. Par échantillon, trois amplificationsxsconduites en paralléle avec I'amplification
de l'une des dilutions standards de la courbe dibradon et d’un témoin négatif (sans
ARN). L'appareillage LightCycler 2.0 instrument (&, Diagnostics GmbH, Allemagne)
utilisé réalise de maniére successive la rétrotrgston et la réaction PCR sur le méme
échantillon. Dans les capillaires (LightCycler dpies (20uL)), la réaction PCR est
préparée dans un volume final de 10uL. 2.5uL d’ARRlI (20ng/pL) sont rajoutés au
mélange réactionnel contenant 2uL de viall (Liglet®yFastStart DNA Masté’s SYBR
Green |), 0.25uM de I'amorce F, 0.25uM de 'amdR;e2.5 unités de I'enzyme SuperScript
Il Reverse Transcriptase (Applied Biosystems) eurilté de I'enzyme RNase Inhibitor
(Applied Biosystems). Aprées la rétrotranscriptiom 30min a 48°C, les ADNc obtenus sont
amplifiés selon le programme PCR : dénaturatiori@min a 95°C, (dénaturation de 2s a
95°C, hybridation de 10s au Tm du couple d’amoftasieau 4), élongation de 15s a 72°C)
x45. Les produits PCR finaux sont ensuite soumiseéaugmentation de température de 42 a

95°C a raison de 0.1°C/s permettant [|'obtention de courbe de fusion.
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RESULTATS

|. Résultats sous forme d’articles

1.Article 1

Comportement physiologique et expression geénomiqud’autotétraploides de Citrus
deliciosa et de Poncirus trifoliata, et de leur hybride intergénérique allotétraploide
comparés aux parents diploides en condition de sgg salin.

(Article 1, soumis a Tree Physiology)

Présentation de I'article 1

Les agrumes font partie des espéces cultivéeslisssensibles au stress salin et plus
particulierement aux ions chlorures. Les probleshesalinisation des sols dus a l'irrigation
obligent la sélection et la création de nouveautepgreffe d’agrumes tolérants au sel. Une
des voies les plus prometteuses permettant la stomdes traits de résistance aux stress
biotiques et abiotiques chez un méme individu &dlecde I'hybridation somatique. Le
FLHORAG1, un des hybrides somatiques intergénésiqaktotétraploides créés par le
CIRAD, a été obtenu par fusion de protoplastes dadrinier communGitrus deliciosa et
du Poncirus trifoliatacv. Pomeroy. Au cours d’études antérieures, cbtithy a montré une
tolérance au virus de la tristeza (trait héritépdrent Poncirus) et des propriétés de tolérance

accrue au stress salin (trait hérité du parent axamer).

Dans notre étude nous avons comparé le comporteneenthybride allotétraploide
FLHORAG1 en condition de stress salin modéré awecdmportement de ses parents
diploides et de leurs autotétraploides respechifgant le traitement salin, nous avons
caractérisé le matériel végétal a différents nixeagénétique, morphologique et végétatif,

selon les approches suivantes :

(1)vérification du niveau de ploidie des autotdtates par cytométrie en flux
(2)numération chromosomique de I'’hybride FLHORAG1

(3)vérification de I'origine nucellaire des génodgpdiploides

18



(4)caractérisation des génomes nucléaire, chlosbiglee et mitochondrial de I'’hybride
FLHORAG1 au moyen de marqueurs de types SSR et PCR.

(5)mesure du contenu des feuilles en chlorophyllaesure de I'épaisseur des feuilles et
de la surface des stomates pour I'ensemble degygpEso

(6)mesure de la croissance des plantes.

Une fois caractérisé, le matériel végétal a éténs®dwa un stress salin modéré (50mM
NaCl, arrosage deux fois par semaine). Chaque semdurant les 9 semaines de stress, des
feuilles ont été prélevées sur 'ensemble du meltgédgétal de maniere a réaliser des dosages
ioniques et a étudier I'expression des génomexcuiaulation des ions sodium et chlorures
dans les feuilles a été quantifiée pendant la dertieére du stress et a permis de choisir la
date de prélévement (3% jour de stress salin) qui semblait la plus adatéer étudier
I'expression des génomes. Dans le but d'isolergdgmes impliqués dans la tolérance au sel
des génomes diploides, autotétraploides et abgiéiides, nous avons utilisé la technique de
cDNA-AFLP. Le cDNA-AFLP est une technique quantitatde I'expression différentielle
des génes: nous nous sommes basés sur l'absé&sesipe de bandes afin d'isoler les
transcrits exprimés de facon différentielle eng® ¢onditions témoins, de stress, et/ou entre
les diploides et tétraploides. Les transcrits quiroontré des expressions contrastées ont été

isolés et séquences.

Par cette étude, nous avons pu démontrer qu’eatisitude stress salin modéré, les
agrumes polyploides sont plus tolérants que leipisides respectifs. LEoncirus trifoliata
diploide présentait des nécroses et une chuteedée$ au bout de 7 semaines de stress. Les
Poncirus diploide et autotétraploide accumulaienfiodtes concentrations d’ions chlorures au
niveau des feuilles, ces mémes génotypes n'accuinpias d’ions sodium. Nous avons
toutefois noté que les tétraploides du Ponciruprésentaient aucun symptéme de chlorose.
Les mandariniers diploides et autotétraploidesraataient moins d’ions chlorures au niveau
des feuilles que les Poncirus. En revanche, ilsiraotaient de fortes concentrations de
sodium, les concentrations les plus fortes étagéiees chez les génotypes autotétraploides.
L’hybride FLHORAGL, n'a présenté aucun symptdmech®drose, ce génotype accumulant
comme son parent Poncirus de fortes concentratenshlorures mais pas d’ions sodium.
Ainsi, chez les génotypes tétraploides d’agrumasslimulation des chlorures ne serait pas le
seul critere lié a la sensibilité au sel. La mailketolérance au sel des génotypes tétraploides
pouvant étre liée a une meilleure régulation ddsmmges gazeux associée a un ajustement

osmotique et une détoxication cellulaire plus effies par rapport aux diploides. La technique
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cDNA-AFLP nous a permis par ailleurs de mettre @idence des expressions différentielles

pour différents génes possiblement impliqués danslérance au sel.

Enfin, 'analyse des profils d’expression de I'emdde des fragments de cDNA-AFLP,
nous a permis de vérifier qu’en condition témoas, ¢énotypes autotétraploides présentaient
des profils similaires a leur parents diploidesje¢ I'allotétraploide présentait des profils
hérités soit du Poncirus, soit du mandarinier, ateedefois une certaine dominance du
mandarinier. En situation de stress salin, desgdraents de profils d’expression ont pu étre
mis en évidence entre diploides et tétraploidesyéagt I'implication de mécanismes
moléculaires pouvant réguler I'expression des g@asoet permettant aux tétraploides de

mieux s’adapter au stress salin.
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Abstract

Drought, calcareous soil, iron deficiency and salimre the main abiotic constraints that
encounter citrus trees. In the Mediterranean b&#soause of water shortage, irrigation using
water loaded with salt is frequent. Providing neetstocks more tolerant to salt stress is then
a requirement for a sustainable citrus industry. this article, we investigated the
physiological behaviour under salt stress conditind genomic expression of autotetraploids
and an allotetraploid intergeneric hybrid (FLHORAGdompared to their diploicCitrus
deliciosaandPoncirus trifoliataparents.

The polyploid status of FLHORAG1 was checked byoompsomes count and using SSRs
markers, the addition of the nuclear DNA of bothepés in FLHORAG1 was demonstrated.
As well we showed that this allotetraploid inhettitehloroplasts from trifoliate orange and
mitochondria from willow leaf mandarin. Leaf anatp@nd plant growth of tetraploids were
studied when compared to diploids. Plants were sluemitted to a soft salt stress during nine
weeks. At the end of the experiment, trifoliate nga tetraploids, Willow leaf mandarin
genotypes and FLHORAG1 were clearly more tolerantdlt stress than diploid trifoliate
orange since this last genotype was the only oma¢ pnesented symptoms of chlorosis.
Monitoring of the leaf sodium contents showed tidbliate orange and FLHORAG1 were
clearly sodium excluders whereas willow leaf mamdgenotypes accumulated sodium. In the
meantime trifoliate orange genotypes and FLHORAG®ds@ented much higher leaf chloride
accumulations than willow leaf mandarin genotypdsing the cDNA-AFLP methodology,
several transcript derived fragments (TDFs) showgoglitative expression alterations were
identified. Diversity analysis of the studied geypEs using expression profile (expression
versus non expression in control and stress conditionf)tlee TDFs showed that
autotetraploids are very closely related to thespective diploids. FLHORAGL1 inherited
genes expression profiles from its both parentk wilominance of its Willow leaf mandarin
parent. Purification, sequencing and analysis ef TDFs revealed several genes involved in
different biological processes such as the bioggith of osmoticum or involved in the

regulation of transcription.
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Introduction

In order to cope with biotic and abiotic stress#sus varieties are grown on rootstocks. The
main rootstocks currently used in the citrus indubelong toCitrus andPoncirus trifoliata
genus. Indeed, numerous fertile hybrid rootstocksewobtained by crossing of members of
the Citrus or by the crossing of members @itrus with trifoliate orange RPoncirus trifoliata)
(Barrett 1985). Generation of new hybrids such itarnge (Sweet orange x Ponciyus or
citrandarin (mandarin x Poncirus) allowed cumulgtinaits of tolerance to biotic stresses
such as Tristeza, inherited from their trifoliatammgeparent, and a greater tolerance to abiotic
stresses inherited from their sweet orange parent.

Citrus rootstocks are propagated by polyembryoe&ds due to partial apomixis. As well,
spontaneous tetraploid plants may arise in seesjliwgh a frequency varying from 1 to 7 %
(Barrett and Hutchinson 1982, Saleh et al 2008gs€&htetraploids arise from chromosome
stock doubling of nucellar cells (maternal tissud)e rate of polyploids obtained in seedlings
seems to be dependant on physiological and enveatahfactors (Barrett and Hutchinson
1982), the generated plant being the result ofrarcbsome stock doubling of the nucellar
tissues (Cameron and Soost 1969). In citrus, duapleid varieties have a little interest for
human consumption because they present a poor, detlick and an irregular fruit peel
(Soost and Cameron 1975).

In a recent study, the interest of the use of attaploid citrus varieties as a new source of
more resistant rootstocks to salt stress was imgatetl (Saleh et al 2008). Autotetraploid
plants of trifoliate orange, Carrizo citrange an@édpatra mandarin were shown to be more
salt tolerants than their respective diploids.

Polyploid present specific morphological behaviosush as larger stomata and a decrease of
stomata density (Rathnam et al 1980, Byrne et &1,1€hen 2007), an increase of the number
of chloroplasts per cell and an increase of therdphyll content (Byrne et al 1981, Jellings
and Leech 1984, Warner et al 1987, Mathura et B6R0Citrus tetraploid rootstocks had
lower growth than their respective diploids thatsvessociated to loweates of whole plant
transpiration (Syvertsen et al 2000, Saleh et 8B20Hexaploid and tetraploid of wheatgrass
were shown to be more tolerant to water deficinttgoloid (Franck 1980). As well, Xiong et
al (2006) shown that hexaploid wheat lines were entwlerant to water deficit than
tetraploids. Tetraploid, pentaploid and hexaplduthptree and paper birch were shown to be
more tolerant to water deficit than their respestiliploids (Pustovoitova et al 1996, Li et al
1996). Allopolyploidization is often accompanied bgpigenetic processes such as

modification in DNA cytosine methylation and traesfble element activation. As well,
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genetic remodelling caused by DNA rearrangemeretse @gctivation, silencing and loss were
also reported (Osborn et al 2003, Adams et al 20@®, we may expect that in
allotetraploids, the increase of the number of eppf alleles and epigenetic processes are
factors leading to improved plasticity (Osborn ¢t2803) and in our case improved

tolerances.

Citrus rootstocks tolerance to salt stress has badely investigated. Unlike most plant
species that are affected by salt stress througbmditm accumulation, damage caused by
salinity in citrus trees is usually associated wagtcumulation of chloride (Cooper 1961,
Bariuls et al 1997, Moya et al 2003). One way torowe salt stress tolerance is to limit the
leaf chloride accumulation by limiting its absogptiat the root level (Cooper et al 1952,
Bafuls and Primo-Millo 1992, Bafiuls and Primo-Mill§95). Indeed, Cleopatra mandarin
and Rangpur lime that are salt tolerant rootstoskse shown to be chloride excluders
(Coopers 1961, Zekri and Parsons 1992) whereadidtd orange and its hybrids that are
much more sensitive to salt stress, appear to Heimoexcluders and chloride includers
(Zekri and Parsons 1992, Garcia-Sanchez et al 200&6)date, mechanisms involved in
chloride uptake are poorly documented. Identifmatiof genes coding for chloride

transporters is then a requirement.

In this work, we investigated a new allotetraplaidtstock, the FLHORAG1 (Ollitrault et al
2000), with its two diploid parents, trifoliate aige and willow leaf mandarin, as well as their
autotetraploid genotypes, for salt stress toleramt¢lee same conditions described by Saleh et
al (2008). Using the cDNA-AFLP methodology we ideth genes differentially displayed
between tolerant and sensitive genotypes that aii@ipely related to salt stress sensibility

and tolerance.
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Materials and methods
Plant material

Diploid and autotetraploid of trifoliate orang@dncirus trifoliata(L.) Raf., cv Pomeroy, SRA
1074) and willow leaf mandarirC{trus deliciosa SRA133) were provided by the Research
Station of San Giuliano in Corsica, France. A samaybrid FLHORAG1 (Ollitrault et al
2000) which was obtained by electrofusion betweapto willow leaf mandarin and diploid

trifoliate orange protoplasts, were investigated.

Plant conformity: plant ploidy status, plant nueell/ zygotic status and cytoplasm DNA
origin in FLHORAG1

Tetraploid plants of trifoliate orange and willowaf mandarin were identified by flow
cytometry (Partec I, France) among diploid seedlifg.HORAG1 seedlings were obtained

from a tetraploid mother tree and all the seedlingse found to be tetraploid.

Eighteen previously reported simple sequence repratkers (SSRs) (Froelicher et al 2007,
2008, Luro et al 2008) presenting polymorphic pesfifor FLHORAG1 parents were selected
to check its nuclear origin . Fourteen new polynmicSSR markers between trifoliate orange
and mandarin parents have been developed usingrebh@col described by Froelicher et al
(2008) (Table 1).

The genetic constitution of the diploid and tetaaghlseedlings was analysed using 5 SSRs
markers: mCrCIR0O1F04a, mCrCIRO7EO05, mCrCIRCIO2DO3CrCIRO5A05 and
mCrCIR02G12 (Table 1).

Total DNA was extracted from leaf samples accordinthe method developed by Doyle and
Doyle (1987). Amplifications were performed accoglito Kijas et al (1996) in a
thermocycler (PTC 200, MJ Research) using 10ng MADO.5uM of each primer and 0.8
unit of Tag polymerase (Goldstar, Eurogentec). The anneaéngpérature was fixed for all
primer pairs at 55°C. Separation of alleles wasopered on a 6% polyacrylamide sequencing
gel containing 7M urea in 0.5X TBE buffer at 60 0f 2h to 3h. Three microliters of PCR
product was mixed to an equal volume of loadingdyuontaining 95% formamide, 0.25%
bromophenol blue and 0.25% xylen cyanol, and 10mME®TIA. This mixture was heated for
5 min at 94°C to denature the DNA before loadinglsGvere stained with silver nitrate
following the protocol detailed by Beidler et aB@R), for gel electrophoresis analysis and by
comparison with the 10bp DNA standard ladder (hogén).
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To end, we characterized the chloroplastic and ehdadrial origin of the FLHORAGL1. In
order to investigate the chloroplast origin, thi®8R markers were used: ccmp3, ccmp4
(Weising and Gardner 1999) and NTCP9 (Bryan eB8B). To investigate the mitochondrial

origin, we used two different markersad7/1-2 andnadb/2-1 (article 3/annexes).
Chromosomes numbering

Chromosome squash of FLHORAG1 was performed agibdledcin D’Hont et al (1996) in
order to confirm its tetraploid status.
Tetraploid leaf morphology, plant growth rate

A total of twenty diploid and tetraploid homogensqulants of each genotype were selected
and transplanted on the same substrate in 3 L gaaisgrown in greenhouse. Plants were
watered with half diluted nutritive solution (fdizer 28-14-14 (ref 205), Fertile, France).

At six months, leaf anatomy and morphology of ptiygs were investigated when compared
to their respective diploids: total leaf chloroghgbntent was estimated using a SPAD meter
(Minolta, SPAD-502, Japan). Leaf thickness of 1&vks of each genotype was measured by
using a micrometer (Mitutoyo, IP65, Japan). Prejpamaof slides for stomatal size analysis
was performed according to Morillon and Chrispe@602). Stomatal size of 50 to 60
stomata was measured under a microscope. As wgatlg a ruler, plant growth of diploids
and tetraploids was monitored for one month ingrenhouse.

Salt stress experiment

For each genotype, one-year-old plants were trenesfein growth chamber. For each
condition, salt stress and control conditions, ibgeneous plants were selected. After one
month of acclimating, plants were watered by sagkiats for 1 hour twice a week either in
water supplemented with half diluted nutritive smua, either in 50 mM NaCl solution
supplemented with half diluted nutritive solutidexperiments were performed for 63 days.
Temperature ranged from 16-18°C at night and fr@&ma230°C during the day, the relative
humidity was maintained between 60 to 70% anditie/dark period was 16/8.

Mineral analysis: sodium and chloride content

Samplings for chloride and sodium content anal&ee performed along the stress. For each
date, two leaf samplings were harvested. Each saghplas the mix of two leaves of two
different trees. All samplings were oven-dried @t® for several days, weighted, crushed in

hammer-mill and stored at room temperature. Sodinchchloride analyses were carried out
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on dried leaves according to Saleh et al (2008)itBo and chloride content were expressed

in mg / gdry weight.

Gene expression : cDNA-AFLP analysis
Sampling for gene expression analysis was regupaetiormed (0-d, 15-d, 35-d, 56-d). Each
sampling was the mix of leaves of four differemies. Samplings were kept at minus 80°C.
RNA extractionTotal RNA was extracted from leaves collected tix¢thsweek of the salt
treatment according to Chomczynski and Sacchi (1987
cDNA synthesisPoly(A) + RNA were isolated from 200 pg of total RNA using a
biotinylated oligo(dT) probe (PolyATtract mRNA Istion System Il and IV, Promega)
according to the instructions of the manufactuBsmthesis of the first-strand of cDNA was
driven by reverse transcription on 2 pg of poly(ANA, from which the second-strand was
synthesized using RNase H and DNA Polymerase Ivg@isal Riboclone cDNA Synthesis
System, Promega).
cDNA-AFLP. AFLP reactionswere performed according to Vos et al (199850 ng of
double-stranded cDNAvere digested byfag and Asd restriction enzymes, ligated to Taq|
and Asel adapters and pre-amplified with Taq (5’T&RAGTCCTGACCGA-N-3’) and Ase
(5’"GACTGCGTACCTAAT-N-3") primers, corresponding edaptors sequences added with
an additional base. Pre-amplified fragments weréoBDdiluted and a selective amplification
was carried out by the use of combinations of Trad) Ase primers with two additional bases
on their 3’ extremitiesAmplified cDNA fragments were separated by eledtapesis in
denaturing polyacrylamide gel (5% acrylamide / biglamide 19:1, 40% (W/V), urea 7M)
and revealed by silver staining according to Beidteal (1982).
Data analysis of transcript derived fragments, TDFs
The data matrix was composed of 35 TDFs (fragméhéd showed qualitative gene
expression alterations, appearance or disappeafarber to condition on the different gels)
as variables and 5 genotypes. Fragments were sesed for the presence or O for the
absence. Tree representations were obtained fremprésence or absence of the variables and
matrices of Dice dissimilarities using @DARwin &0ftware (CIRAD Montpellier, France).
Dice’s dissimilarities were calculated as follows:

dij))=b+c)(2a+b+c)
whered(i,j) ) dissimilarity between genotypésandj, a ) number of variables whenrd )
presence angj ) presenceb ) number of variables where ) presence angj ) absence¢ )

number of variables whese ) absence anxj ) presence.
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Isolation and sequencing of transcript derived freents, TDFs.

Ploidy and/or salt stress-regulated TDFs were excfsom the cDNA-AFLP polyacrylamid
gels, hydrated and then recovered by PCR undewsdéhee conditionsised for the pre-
amplification. Purified PCR products were ligatedhe pUCm-T vector (Bio Basic Inc. DNA

cloning vector kit). The clones were then sentstequencing to MWG-Biotech (Germany).

Gene function analysisDatabase searches were performed using the BLASHvdde
Service (NCBI, National Center for Biotechnology Informatio
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLASY. Each TDF was searched among all sequenctdse
non-redundant databases using the BLASTNTBIJASTX algorithms and in the citrus EST

database (CFGP database, Citrus Functional Genomigroject,

http://bioinfo.ibmcp.upv.es:genomics:cfgpDP:blalspp
Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SIGMASTATom SPSS (Chicago;
www.spss.com_software_science) to analyze the dlatt test and ANOVA test were used

to detect differences at the usual probability leveof P < 0.05.

28



Results
Tetraploid obtaining and genetic constitution arsady

Using flow cytometry, tetraploids were screened agngeedlings from mother trees of the San
Guiliano germplasm. The percentage of tetraploitbltate orange (5.1 %) was almost
identical than in Saleh et al (2008) since seedlwgre obtained the same year and from the
same mother tree. For willow leaf mandarin, 1208hflets were screened and 4 percent of
tetraploids were obtained. SSRs markers were wseantrol the nucellar (apomictic) origin of
seedlings. Among 77 plants we screened, only tvpbodi were found to be zygotic (one
trifoliate orange over 40 plants and one willowfleaandarin among 37 plants we tested).

Only nucellar plants were kept for further inveatigns.

Chromosome squash and microscopic observation pegfermed for FLHORAGL1. On Figure
1, 36 chromosomes can clearly be observed. UsingS32s markers, we checked as well that
FLHORAG1 arise from the addition of the whole naclgenome of its two parents. Specific

alleles of each parent were always present in FLAGR (Table 1).

The parental chloroplastic and mitochondrial origihFLHORAG1 was investigated. Three
SSRs, ccmp3, ccmp6’ and NTCP9’, clearly revealed FLHORAGL1 inherited chloroplasts
from its trifoliate orange parent as shown on TahleAs well, using mitochondrial markers,
we characterized the parental mitochondrial origih FLHORAG1 (Table 2). Both
mitochondrial markers clearly showed that FLHORA@herited mitochondria from its

Willow leaf mandarin parent
Tetraploid leaf morphology, plant growth rate

FLHORAG1 inherited trifoliate leaves from its trifate orange parent. All the tetraploid
plants were greener when compared to their resgediploids. Chlorophyll contents
measured using SPAD meter confirmed those resuiise sthe chlorophyll contents of
tetraploids were at least 20% higher than for diggdqTable 3). As well leaf thickness of
tetraploids was greater as shown on figure 2B. dtigation of stomatal size revealed that
tetraploids presented much bigger stomata thamwidgpl(Table 3). Trifoliate orange, Willow
leaf mandarin and FLHORAG1 plant growth rates weneestigated. In the greenhouse
growth conditions, autotetraploid plants height wamificantly smaller when compared to
their respective diploids as already observed HglSat al (2008), (Table 3). FLHORAG1

plants were more vigorous than trifoliate orangeapdoids since a grater growth rate was
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observed, even so, a three weeks delay of germmmatas observed when compared to other

genotypes (Table 3).
Salt stress and ion content

One year diploid and tetraploid plants were suladito a 50 mM salt stress for 56 days in a
growth chamber. At the end of the experiment dgploifoliate orange was the only genotype
that presented leaf fall and symptoms of chloroBedtraploid trifoliate orange, Willow leaf

mandarinand FLHORAGL1 did not present any symptom.

Leaf ion contents were monitored each week. Onrdig? is presented the sodium and
chloride leaf contents measured along the stresdiu® accumulation was almost inexistent
in trifoliate orange genotypes and FLHORAG1 (FigA & C). However, Willow leaf

mandarin genotypes accumulated a lot of sodium. (Eg), tetraploid plants accumulating
significantly more sodium than diploids. Trifoliamrange and FLHORAGL1 presented a
significant increase of chloride content that wasilar for diploid and tetraploid genotypes
(Fig. 2D & F). Chloride accumulation was very sligh Willow leaf mandaringenotypes,

accumulation being similar for diploid and tetraglplants.
Gene expression - cDNA-AFLP analysis

After 35 days of stress, a significant increasecloride leaf content was observed for
FLHORAGL1 stressed plants when compared to contAasvell, a significant increase of the
leaf sodium content was also observed for Willoaf lgenotypes. However, after 35 days of
stress, no symptom of chlorosis was yet observetipioid trifoliate orange. We choose this
date for genes expression analysis assuming thabanesms for salt stress tolerance were
triggered. On the different gels have detected B&<that presented contrasted expression
depending of the genotype, the ploidy level or ¢gihewth conditions: 23 TDFs presented
polymorphism in control condition, whereas 29 TDp®sented polymorphism in stress
condition. FLHORAGL1 presented additive profiles 22 TDFs when compared with its
diploid parents. However, FLHORAG1 presented 6csjge TDFs (5 expressed in stress
condition). Moreover one TDF expressed in diplaid autetraploid in both stress and control
condition appeared to be repressed in FLHORAG1D&sTwere specific of autotetraploid
Willow leaf mandarin (4 expressed in stress coad)ti 2 being specific of autotetraploid
trifoliate orange (2 expressed in control condifjod being specific of diploid and
autotetraploid Willow leaf mandarin (stress corafi)i All the TDFs observed were used to

compare the dissimilarity between parents, thapeetive autoteraploid and the allotetraploid
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FLHORAG1 hybrid. On figure 3 is presented the lelahip tree obtained from 35 TDFs
profiles characterized. Clusters obtained for aaraind stress conditions were very similar.
Whatever the conditions, dissimilarities betweerHEIRAG1 and Willow leaf mandarin
were about half smaller than between FLHORAGL1 aifoliate orange. In a single addition
of genomes producing the allotetraploid hybridsthdifferences reflect the higher number of
genes expressed in FLHORAG1 inherited from its maandparent than from its trifoliate
orange parent. Furthermore, this relationship spr&ation revealed the effect of salt stress
on genome expression. For Willow leaf mandarin ¢gves, in control condition, no
difference was observed in cDNA-AFLP profiles betwediploid and tetraploid plants.
However, under salt stress, the dissimilarity betwéhem, increased to 0.16. It is worth to
note that in stress condition, tetraploid trifadiarange is getting closer to FLHORAGL1. All
TDFsused for genetic analysigere excised, amplified and sent for sequencingr@ve 35
products of PCR sent for sequencing, 23 did notcimatith any known genes and 12
presented similarity E value 1.6° with EST citrus sequences of the database. Omehe
those 12 genes were identified to be up or downlatgd depending of the genotypes, the
level of ploidy or the plant growth condition (Tab#t). One cDNA coding for a putative
group 5 late embryogenesis abundant protein (TCHy is°expressed only in diploid parents
and the respective autotetraploids and not in FLUGR. A putative choline monooxygenase
cDNA (TDF n°2) was shown to be specific of tetragéo Three TDFs were expressed only in
stressed Willow leaf mandarin (n°1, 5, 7) and twdadtraploid trifoliate orange (TDFs n° 4,
6). Other identified TDFs were expressed in FLHORA&Nd in one of its two genitors
(TDFs n° 8 to 13).
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Discussion

In ligneous plants such as plum tree and papeh birastovoitova and al, (1996) and Li and
al, (1996) shown that tetraploid, and even pentd@ad hexaploid plants, are more tolerant
to water deficit than the respective diploids. Imeaent study, we observed that tetraploid

rootstocks are more tolerant to salt stress thain tbspective diploid (Saleh et al 2008).

In this article, we characterized genetically ahgigiologically a new allotetraploid rootstock.
As well, we investigated its property of salt stréslerance when compared to respectively its
diploid parents and their autotetraploid. Using @OAFLP methodology we isolated genes

up or down regulated depending of ploidy statusthedyrowth conditions.

Search of tetraploid and zygotic plants shown thast of the seedlings from a diploid
mother tree are nucellar (less than 5% of tetrdpgbténts and less than 3% of zygotic plants)
as already oberved by Saleh (2008). ChromosomeskgqufaFLHORAG1 and use of SSRs
markers, allowed checking that this allotetraghlarise from the addition of the whole
nuclear genome of its both parents without any taeleevents and inherited chloroplasts

from trifoliate orange and mitochondria from Willdeaf mandarin.
Tetraploid leaf anatomy and morphology, plant growadte

Tetraploid leaves are greener and thicker tharoties of diploids. We then may expect that
the greater chlorophyll content measured in tetidplwith the SPAD could be explained by
the leaf greater thickness (Tab. 2A & B). IndeddiiDPRAG1 presented the same chlorophyll
contents than tetraploid trifoliate orange andrtbentents were greater than for diploids. This
result is not surprising since FLHORAGL1 is tetraghland it has been shown that tetraploids
have more chloroplasts than diploid and then arease of the chlorophyll content (Byrne et
al 1981, Jellings and Leech 1984, Warner et al 1987naturally occurring tetraploid and
hexaploid varieties of wheat, it has been repotted plants present larger stomatal size and
reduced stomatal density (Li and al 1996, Xion@leR006), as well as an increase of the
photosynthesis activity for wheatgrass polyploidsafck 1980). In tetraploid trifoliate
orange, Willow leaf mandarin and FLHORAG1, stomatesre clearly bigger than for
diploids (Fig. 2C). As well, tetraploid plant grdwmivas faster for diploids when compared to
their autotetraploids (Table 3). We may assume ithaton limited growth condition, plant
growth is mainly dependant to the photosynthetitvitg and then to the stomata conductance
and leaf conductance to GQGarret 1978). Because of the differences in stahsze and

leaf thickness between diploids-and tetraploidss idifficult to clear up what is the most
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important factor responsible of the slower growthtairaploids. However, Syvertsen et al
(2000) observed that citrus tetraploid rootstocid lowerrates of whole plant transpiration
suggesting that the control of stomata conductames be the most important factor
controlling the growth of polyploids. Interestingyne allotetraploid FLHORAGL1 presented a
growth rate faster than the autotetraploid of d@septs suggesting heterosis (Table 3). In the
salt-marsh speci8partinaanglica allopolyploids werecharacterized by rapid expansion and
larger ecological amplitude than their respectiygoid progenitors (Salmon et al, 200%)r
those authors, allopolyploid speciation seems toabsociated with rapid genetic and

epigenetic changes facilitating plant adaptatiaridad invasiveness.
Symptoms of chlorosis and ions contents in leaves

In our salt stress conditions diploid trifoliateange is the only genotype that presented leaf
fall and chlorosis as already reported by Salehl §2008). Investigation of ions contents
clearly shown that trifoliate orange genotypes wssdium excluders as mentioned in the
literature (Elgazzar et al 1965, Zekri et al 1992)reas Willow leaf variety genotypes had
the property to accumulate sodium (respectively. By & B). Interestingly, Willow leaf
mandarin tetraploids accumulated more sodium tharréspective diploid. So, it is possible
that a greater leaf thickness associated to aegreall size in tetraploids may lead to a grater
sodium accumulation. FLHORAGL1 inherited from itfolfate orange parent the capacity to
exclude sodium (Fig. 2C). According to the literatucitrus salt stress sensitivity is due to
chloride (Romero-Aranda et al 1998). Indeed diploifbliate orange that presented leaf
chlorosis, presented also high chloride contenig. (BD). However, as mentioned before,
even if the chloride contents for diploid and tptogd trifoliate orange genotypes were
similar, no leaf fall and no symptom of chlorosiere observed in tetraploid. In our
conditions, it is not surprising that Willow leaf amdarin variety genotypes did not
accumulate much chloride since Willow leaf is clastated to the Cleopatra mandarin
rootstock that is one of the most salt tolerantstmeck known to be chloride excluder (Cooper
1961, Zekri et al 1992). As well, in FLHORAGL, thats not affected of any salt stress
symptom, chloride accumulation was not significauifferent than for diploid and tetraploid
trifoliate orange genotypes. Altogether, those ltessuggest that the leaf chloride content is
not the only criteria for salt sensitivity as allggoroposed by Saleh et al (2008). In stress
conditions, better regulation of gas exchangesciest®al to a better osmotic adjustment and a

better efficiency to eliminate reactive oxygen specmay explain the greater tolerance
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observed in polyploids as it was described in dipkpecies (Du Plessis 1985, Syvertsen and
Levy 2005, Mittler et al 2004).

Gene expression - cDNA-AFLP analysis

After 35 days of stress, change of leaf chloridel andium contents were respectively
observed for willow leaf and FLHORAG1 genotypesem®\so no symptom of stress was
observed. As well, changes in genes expressiorilggofvere observed on cDNA-AFLP
electrophoresis gels suggesting that plants redotelde stress. All the TDRAsagments we
analyzed were excised, newly amplified and sequknGhanges of expression of genes
involved in biosynthesis of osmoticum such as cl®lmonoxygenase or group 5 late
embryogenis abundant protein genes were observied. choline monooxygenase genes
encode for an enzyme of the biosynthesis pathwaglyafine betain. This gene was only
expressed in tetraploid suggesting that more osonotimay be synthesized in polyploids and
may facilitate their adaptation to abiotic strebkyashi et al 1998, Saneoka et al 1995).
Genes coding for different serine/threonine phosgd®a or involved in regulation of the
transcription (zinc finger protein) were up or dovagulated depending if they were studied
in trifoliate orange, willow leaf mandarin or FLH@A&S 1.

The differentiation of gene expression betweendtuglied genotypes was greater in stress
condition (29 polymorphic TDFs) than in control dition (23 polymorphic TDF). The
dissimilarity clusters obtained from TDFs in comtamd stress conditions were very similar
for diploid and tetraploid genotypes and FLHORAGNly in between its two parents (Fig.
3). 6 TDFs were specific of FLHORAG1, 4 were specif autotetraploid Willow leaf
mandarin, 2 were specific autotetraploid trifolimeange. In control condition, the data we
obtained were in agreement with previous resultgiobed in arabidopsis in non stress
condition. Indeed it has been shown that changegeime expression due to epigenetic
regulation occurred mostly in allotetraploid andrywdimited changes were observed in
arabidopsis autotetraploid genotype (Wang et ab(8owever, it is interesting to note that
stress condition, changes in genes expression eddarbetween Willow leaf and trifoliate
orange diploid and autotetraploid plants suggestimg involvement of gene expression
regulation mechanisms. In allotetraploid plantscofton, it has been shown that among 40
gene pairs, 27 homeologues contributed equalllggdranscriptome and 13 of them exhibited
biased expression or silencing (Adams et al 20B¥@restingly, it seems that FLHORAG1
inherited a dominance of gene expression of itdoWileaf mandarin parent when compared

to trifoliate orange (Table 4), the dissimilariteibg smaller between FLHORAG1 and
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Willow leaf mandarin than between FLHORAG1 andalidte orange (Fig. 3). This result is

in agreement with a proteomic study in allotetragdacitrus (Gancel et al 2006) that shown a
predominant protein expression of diploid Willovalenandarin when compared to the other
parents, lime and kumquat. In stress conditiofolitite orange tetraploids were found closer
to FLHORAGL. It is possible those convergent gexgression changes could be associated
to greater adaptation to salt stress of tetraplbiowever, we may not exclude that other
mechanism such as post transcriptional processealso involved and may lead to a better

tolerance in autotetraploid and allotetraploid.

In order to confirm the involvement of those gemegitrus salt stress tolerance or in the
phenotypical making of tetraploids, it will be rexd to characterize the expression of those
genes by real time RT-PCR. It would be also intargdo study autotetraploid rootstocks and
allotetraploid genotypes such as FLHORAG1 whentgdafas well as gene expression to

confirm the interest of tetraploid as a new sowfceotstocks for the citrus industry.
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Figure captions

Figure 1: Chromosomic number of the FLHORAGL1 allotetraplo@n the picture, 36

chromosomes are clearly present.

Figure 2: Leaf sodium and chloride content (mg/g dry weidtdn diploid and tetraploid of
trifoliate orange (4A & 4D), willow leaf mandaridB & 4E) and their allotetraploid
FLHORAG1 (4C & 4F). {: diploid / control condition po: diploid / stress condition ¥:
tetraploid / control condition(]: tetraploid / stress condition). Vertical barsigade the mean
value (n= 2 SE.

Figure 3: Organization of genetic diversity based on profileexpression of contrasted
transcript derived fragments obtained on cDNA-AFQEIs. The tree was constructed

according to the neighbour-joining method usingi@eDnatrix of dissimilarity.
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Fig. 1
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—=[rifoliate orange (diploid, stress)

——=Trifoliate orange (diploid, control)

—=eTrifoliate orange (tetraploid, stress)

= —— = Trifaliate orange (tetraploid, contral)
——=FLHORAGT (stress)
—F | HORAGT (contral)

Willow leaf mandarin (tetraploid, contral)
Willowe [eaf mandarin (diploid, contral)

Willowe leaf mandarin (diploid, stress)
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Fig. 3
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Tables

Table 1L Nuclear SSRs markers useful for the allotetrapleLHORAG1 characterization.
Numbers presented in the table correspond to the ®iae obtained for each genotype. *SSR
markers defined in this papePSSR marker used for analysing of the genetic comtgrof

the seedling.
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SSRs markers Genotypes
Primer name Primers sequence (5'->3) Ta (°C)| Trifoliate | Willow FLHORAG1
orange leaf
mandarin
cio1cov Froelicher et al 2008 55 272 258/260 258282
Ci02A04 Froelicher et al 2008 55 180 184 180/184
Ci02B07 Froelicher et al 2008 50 184 178/186 176/184
Ci02C09 Froelicher et al 2008 50 253 269 253/269
Ci0O2F03 Froelicher et al 2008 55 174 186 174/186
cio7cov Froelicher et al 2008 50 225 243255 225//245
Ci07D06 Froelicher et al 2007 55 161 179/187 169/187
CiO7EO6 Froelicher et al 2008 55 256 244 244256
mCrCIR01D06a Froelicher et al 2008 50 244 248/250 44/248/250
mCrCIRO1F048  Froelicher et al 2008 55 200/206  214/218 200/206/218
mCrCIR01F08a Froelicher et al 2008 50 32 136 132/13
F: TAAATGGTGACTGGTGAG 55
mCrCIR02A01* R : GCTTATGGATTGCGTT 312 304 312/304
F: GTATTTGGCGTGATGAA 55
R:
mCrCIR02B11* CAAAGTAAATAGGGTGTGAG 247 256/264 247/256/264
F : CAGACAACAGAAAACCAA 55
mCrCIR02D03* R : GACCATTTTCCACTCAA 292/312  296/312 292/296/312
F:CTCTCTTTCCCCATTAGA 50
mCrCIR02D04b* R : AGCAAACCCCACAAC 211/213 215/244 211/213/215/244
F : GAGTTGACCGAGAAGATT 55
mCrCIR02D11* TGAGTTTCAGTAAGTGTATGAG 192 218/220 192/218/220
F : AGTGAGAAAGACTGGTGTG 50
mCrCIR02EO2a* R : ACTTTCCCCATTTTGAT 220/222 210/220 210/220/222
F:GGTTTGTGGGAGGTG 50
mCrCIR02E08* R : TGATTAGCATGTTGCG 316 276/284 276/284/316
F : CAATAAGAAAACGCAGG 55
R
mCrCIR02G02* RTGGTAGAGAAACAGAGGTG 130/134  136/140 130/134/136/140
F : CATGCAATGTTCCACTT 50
mCrCIR02G08* R : AGGCAGTTGTTAGACCC 250 260 250/260
F : AAACCGAAATACAAGAGTG 55
mCrCIR02G12¥ R : TCCACAAACAATACAACG 278 266 266/278
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F : CGTCCATCTAAGTGACC 55
MCrCIR03F09* R :TTTAACCTTCAGTAGAAACC 158 176 158/176

F : GGACATAGTGAGAAGTTGG 55
MCrCIR04H06* R : CAAAGTGGTGAAACCTG 202 208/214 202/208/214

F : ATACCTGTGAGCGTGAG 55 146/165  156/160 146/156/160/165
mCrCIRO5A05* R : CCTCTTCCCTTCCATT

F : TCAACATTCCTTACCAGA 55
mCrCIR05D11* R : ATCATTCTCACTGCACC 268 248 248/268
mCrCIR06B05 Froelicher et al 2008 55 0 222/244 222/
mCrCIR07B05 Froelicher et al 2008 50 216 222/266  6/222/266
mCrCIR07DO7 Froelicher et al 2008 55 216 222 21B/22
mCrCIR07EO0S Froelicher et al 2008 50 146/148  136/138 136/188/M48
mCrCIR07G11 Froelicher et al 2008 50 214/220 220/22 214/220/226
MEST0010 Luro et al 2008 55 178 168/170 168/170/178
MEST0817 Luro et al 2008 55 146 172/196 242/252/254

Ta, annealing temperature.
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Table 2 Chloroplast and mitochondrial parental originstioé¢ alloteraploid FLHORAGI.

Three SSRs markers (ccmp3, ccmp6' and NTCP9') uwszd for the chloroplastic analysis

and three PCR markersgdr/1-2andnadb/2-1) were used for the mitochondrial analysis.

Numbers in the table correspond to the band sitarada for each genotype.

SSRs chloroplastic markers Mitochondrial markers
Genotypes ccmp3 ccmp6’ NTCP9' nad7/1-2 nadb/2-1
Willow leaf 104 127 255 152 220
mandarin
Trifoliate 103 139 254 132 210
orange
FLHORAG1 103 139 254 152 220
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Table 3. Leaf chlorophyll content, leaf thickness, storhaiae and growth rate of diploids
and tetraploids of trifoliate orange, Willow leafandarin and their allotetraploid, the
FLHORAG1. Values (mean valug¢ SE) with a same letter are not significantly diiet (P<
0.05).

Trifoliate orange Willow leaf mandarin FLHORAG1

diploid tetraploid diploid Tetraploid tetraploid
Chlorophyll content 55.2+ 0.7 63.1+£ 0.6 34.2+ 0.6 542+ 1.3 62.8+£ 0.9
(SPAD unit) A b C A b
Leaf thickness 0.273+ 0.007 0.341+0.010 0.267+0.009 0.310+0.013 0.339+ 0.009
(mm) A b a B b
Stomata size 384+ 13 583+ 20 295+ 11 540+ 23 584+ 18
(length x width, prif) A b c B b
Growth rate
Slope value /7 0.32/0.99 0.20/0.97 0.15/0.99 0.11/0.98 0.24/0.99
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Table 4. Molecular characterization of contrasted traqgaerived fragments (TDFs) obtained by cDNA-AFLP.

TO: Trifoliate orange, WLM: Willow Leaf Mandarin X2 diploid, 4X: tetraploid, C: control condition, $&lt stress condition

TDFs cDNA-AFLP patterrfs Corresponding protein E value General sequence Accession number Citrus sequence
TO2X TO4X WLM2X WLM4X FLHORAG1 similarity” similarityd
C S C S C S C S C
1 - - - - - - - + - Protein arginine N-methyltisfarase protein 1% Arabidopsis NM_100365 Poncirus trifoliata
thaliana
2 - - + + - - + + + Choline monooxygenase e Arabidopsis NM_119135 Citrus sinensis
thaliana
+ + + + + + + + - Group 5 late embryogenesisratant protein 6€& Citrus unshiu DQ424891 Citrus unshiu
- - - + - - - - - Kelch repeat-containing Sexithreonine 1.e™ Arabidopsis AT2G27210 Citrus reticulata
phosphoesterase thaliana
5 - - - - - + - + - Serine/threonine kinase Ale Arabidopsis NM_102350 -
thaliana
6 - - + + - - - - - Putative mitochondrial prosegy peptidase beta 2.e% Arabidopsis AK226251 Poncirus trifoliata
subunit thaliana
7 - - - - - - - + - Amino acid permease 1 (amaudd transporter) 4% Nicotiana AT5G41800 Citrus sinensis
sylvestris
8 + + + + - - - - + 65 kDa regulatory subunitpsbtein phosphatase 8.e* Arabidopsis NM_113479 Citrus paradisix
2A thaliana Poncirus trifoliata
9 - - - - + + + + + Inorganic pyrophosphorylase 1 3.e% Arabidopsis NM_099987 Citrus sinensis
thaliana
10 - - - - + + + + + Zinc finger protein (C3HCype Ring finger) 2& Arabidopsis NM_125268 Citrus x paradisi
thaliana
11 - - - - + + + + + 5'-AMP-activated protein lase beta-1 2.e* Arabidopsis NM_123342 Citrus sinensis
subunit-related thaliana
12 + + + + - - - - + 23kDa polypeptide of the gep-evolving complex 2. Arabidopsis AT1G06680 Poncirus trifoliata
of photosystem |l thaliana
13 - - - - + + + + + Unannotated protein He Arabidopsis AT5G45410 Citrus paradisix

thaliana

Poncirus trifoliata

3 + Transcript present ; - Transcript abséhiSimilarity was significant for E values < P&, Similarity was checked using the BLAST progranNeiBI ; ¢, Similarity was checked using the BLAST program on

citrus database (high similarity, E values = 0
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2.Article 2

La tolérance au stress salin chez les porte-greftBagrumes tétraploides dépend du déficit
hydrique : sans déficit hydrique, les porte-greffed’agrumes tétraploides ne sont pas plus

tolérants au stress salin que les diploides.

Présentation de l'article 2

Comme nous avons pu le voir dans l'article 1, lgorése du Poncirus (sensible au sel), du
mandarinier commun (tolérant au stress), des dtaptéides respectifs et de I'hybride
allotétraploide FLHORAG1 a un stress salin modérévpnt étre tres différentes. Dans ces
conditions, I'accumulation des ions chlorures oudligm au niveau des feuilles n’induit pas

forcément de symptémes de chlorose.

Nous avons voulu vérifier si les résultats obteanscondition de stress salin modéré étaient
également applicables aux situations de fortesrammés salines. Pour cela, nous avons arrose
chaque jour les plants avec une solution salée ddirs’affranchir autant que possible de la
composante déficit hydrique du stress salin. L'expéntation a duré 8 semaines et les
concentrations en sel appliguées ont été augmeptégsessivement (de 50mM a 400mM en
NacCl).

Au cours de ces 8 semaines de stress salin, dif®eparamétres ont été mesurés dans le but
de caractériser autant que faire se peut, les iptéprde tolérance des différents génotypes
diploides, autotétraploides, et allotétraploides. nhesure de la fluorescence chlorophyllienne
[(Fm-Fo)/Fr] des feuilles a été étudiée tout au long du stilessméme, nous avons mesureé les
contenus en eau, en chlorures et en sodium fdiairesi que I'épaisseur des feuilles. A la fin du
stress, les contenus racinaires en ions chlordaresddum ont également été dosés. En se basant
sur les resultats physiologiques obtenusg{f&)/Fn, et concentrations en ions], nous avons choisi

la 7™ semaine de stress comme la date la plus pertipente étudier I'expression de genes
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candidats impliqués dans la tolérance au sel chezyénotypes diploides, autotétraploides et

allotétraploides.

Différents genes candidats identifiés au coursateertravail présenté dans l'article 1 ont été
étudiés. D’autres génes candidats impliqués damépanse au stress salin ont également été

étudiés. Ainsi, nous nous sommes intéressés awesgapliqués dans :

(1)la transduction du signal et la régulation derénscription $0S3, PAM1zinc
finger protein Myb8

(2)la synthese de TABANCEDY),

(3)le transport des ions sodium et chloru$HX1, SOS1CCC12A9,
(4)la synthese des osmoticums : glycine-bétadM@) et proline P5CS,
(5)la protection des macromoléculesEAY),

(6)la détoxification cellulaire des ROSAT2et GR).

Les modalités d’'application du stress (stress salims limitation en eau) avaient pour but de
limiter au maximum l'application d’'un déficit hydpie. La composante majeure du stress salin
appliquée était donc une composante ionique. Auscde ce second travail, nous avons observé
que I'ensemble des génotypes accumulaient de footesentrations en ions chlorures et sodium,
les tétraploides accumulant davantage que les yggwtiploides. Il est probable que le flux de
transpiration ait été peu affecté, du moins au tddbustress, pour I'ensemble des génotypes. Par
la méme, le maintien d’un flux de transpiration ortant pourrait étre a l'origine des tres fortes
concentrations en ions sodium et chlorures mesulaes les feuilles. En effet, il est admis que le
transport des ces ions des racines vers les fegdldait dans le flux de transpiration. Au niveau
moléculaire, I'étude de I'expression des ARNm diéiients genes candidats impliqués dans la
tolérance au sel, renforce cette hypothese. Eh &fegénotypes les plus sensibles présentent des
expressions supérieures a celles des génotypeplusstolérants (genes codant pour des
transporteurs ioniques ou des enzymes de syntlessesinoticums). De méme, le génotype le
plus sensible (le mandarinier Willow leaf autotptoéde) est le seul a induire trés fortement les
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genesNCED1et GR impliqués respectivement dans la synthed#AB& médiant la régulation
de I'état d'ouverture des stomates, et la détoxinatellulaire.

L’ensemble de ces résultats suggerent qu’en 'atesda déficit hydrique au cours d’un stress
salin, la fermeture des stomates reste limitéejdes chlorures et sodium étant accumulés de
facon importante dans les feuilles de I'ensemble gienotypes. L'anatomie et la morphologie
particulieres des tétraploides pourrait étre ddioe de la plus forte accumulation observée chez

ces génotypes par rapport aux génotypes diploides.

52



Salt stress tolerance of tetraploid citrus rootstoks is dependant of water shortage

Wafa Mouhaya®, Thierry Allario !, Fernando André€, José Manuel Colmenero-Flores

Manuel Talon?, Patrick Ollitrault * and Raphaél Morillon®
Keywords: citrus, polyploidy, rootstocks, salt stress

Centre de Coopération Internationale en Rechercheondmique pour le Développement
(CIRAD), UPR amélioration génétigue des especes Wltiptication végétative. Instituto

Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) 46t1oncada — Valencia, Spain.

“Centro de Genomica, Instituto Valenciano de Ingesibnes Agrarias (IVIA) 46113 - Moncada
— Valencia, Spain.

*Author to whom correspondence should be addreddB& amélioration génétique des espéces
a multiplication vegetative du CIRAD, Centro de @Gerica, Instituto Valenciano de
Investigaciones  Agrarias  (IVIA) 46113 - Moncada - aldhcia  Spain.
Phone: (00 34) 963 424 143 Fax: (00 34) 963 424. Bail: raphael.morillon@cirad.fr

53



Abstract

In the Mediterranean basin, salinity and drought,dso calcareous soil and iron deficiency are
the main abiotic constraints that face up the sitttees. With climatic changes, providing
rootstocks more tolerant to abiotic stress is thepriority. In this article, we investigated
tolerance to high salinity constraint of one telmap rootstock genotype when compared to its
respective diploid (trifoliate orange), one tetmgl variety when compared to its respective
diploid (Willow leaf mandarin) and the allotetralaootstock (FLHORAGZ1) obtained from the
protoplast fusion of trifoliate orangend Willow leaf mandarin. Plants were watered edahin
order to apply a constant soil water potentialif®0 mM to 400 mM NaCl. Maximum quantum
yield of PSIl as well as the leaf and root chloraed sodium content were monitored. We
observed that tetraploid plants were not more &olethan their respective diploid. Indeed,
chloride accumulation in leaves was greater inapdtid when compared to diploid. The
expression of several candidate genes such as gemdged in signal transduction, sodium and
chloride transport, osmotic adjustment and regutatf the stomata opening, detoxification
processes were investigated by real time RT-PCRouin condition, a good correlation was
observed between sensitivity to the stress andciimuof genes involved in salt stress tolerance.
In our hands, the application of a high salt stesscentration with no water limitation do not
limit the transport of chloride and sodium to teaues, tetraploid genotypes being more affected
than diploids. Our results suggest that tetrapigidotypes are more sensitive to salt stress if no

water limitation is associated to this salt stress.
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Introduction

Citrus industry is confronted to many biotic andotib stresses. In order to cope with those
stresses and to maintain fruit quality, citrus @&aes are grown on rootstocks. To date, most of
the rootstocks used belong to tBérus and Poncirusgenera, or to hybrids obtained between
those two genera (Barrett, 1985). In the field, hudshe rootstocks are clones from their mother
tree because of partial apomixis. Indeed, the pgage of zygotic plants we obtained in
seedlings of trifoliate orange and willow leaf marid was minor than 3% (Saleh et al., 2008 ;

Mouhaya et al., submitted for publication).

Citrus rootstocks tolerance to salt stress has heesstigated for decades. To date, damages
caused by salinity in citrus trees were usuallypeaisged with chloride accumulation but not with
sodium (Cooper, 1961 ; Bafuls et al., 1997 ; Moyale 2003). One strategy that has been
developed to improve salt stress tolerance is ® na®tstocks that limit the root chloride
absorption and by the way limit the leaf chloridew@mulation (Cooper et al., 1952 ; Bafiuls and
Primo-Millo, 1995). On one han@oncirus trifoliataand its hybrids were shown to be sodium-
excluders (Elgazzar et al., 1965 ; Zekri and Pastf92) and are known for their capability to
accumulate chloride. On the other ha&itrus such as Cleopatra mandarin and Rangpur lime are
known to be salt tolerant rootstocks and were shtiwhe chloride-excluders (Cooper, 1952 ;
Zerki and Parsons, 1992). Mechanisms involved idilso compartmentation out of the
cytoplasm are well documented Amabidopsisand citrus and many encoding genes fof bia
transporters and regulators suciN&$X1, SOS1S0OS2andSOS3were characterized (Apse et al.,
2003 ; Porat et al.,, 2004 ; Shi et al., 2003 ; Gual., 2004). However chloride uptake and
associated transporters is still poorly documentadcitrus, Colmenero-Flores et al. (2007)
characterized recently a chloride transporter wmedlin long-distance transport and development
process. If chloride absorption is not limited fa root level, those ions will be translocated to
the leaves throughout the transpiration stream evttezy will cause necrosis and even defoliation
(Moya et al., 2003). When a salt stress occurgragenes are also triggered such as encoding
genes for transcription factors involved in sigtr@nsduction (zinc finger and Myb proteins)
(Sakamoto et al., 2004 ; Dai et al., 2007), andegenvolved in the biosynthesis of osmoticum
such as choline monooxygenaseéMO) and Al-pyrroline-5-carboxylate-synthetas®5C3
(Subbarao et al., 2001 ; Liu and Zhu, 1997 ; Ueddal.e 2004) and chaperon proteins such as
Group 5 Late Embryogenesis Abundant ProtelBA5 (Moons et al., 1995 ; Naot et al., 1995).
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Genes involved in ABA biosynthesis and then to sttanopening regulation such HEED will
also be triggered (Rodrigo et al., 2006). To emheg coding enzymes involved in detoxification
processes such as catalase and gluthatione reelwagthalso be expressed in order to cope with
ROS injuries (Davenport et al., 2004 ; Ferreiralgt2004).

Most citrus (varieties and rootstocks) are diplaigd only some natural polyploids such as
Fortunella hindsii, Tahiti lime, and some citrutatives were identified (lIwamasa et al., 1988).
Spontaneous tetraploid plants may arise in seeslidfigapomictic genotypes, with a quite high
frequency varying from 1 to 7% (Barret and Hutcbims1982 ; Saleh et al., 2008). Those plants
are the result of a chromosome stock doubling efiincellar tissues (Cameron and Soost, 1969),
the rate of polyploid seedlings being dependanploysiological and environmental factors
(Barrett and Hurtchinson, 1982). Polyploids presgmcific behaviour such smaller tree size
associated to lower rates of whole plant transpmathicker leaves or greater cell size (Romero-
Aranda et al., 1997). Stomata size increases imtbantime of the polyploidy status while the
stomata density is decreased (Romero-Aranda et397). As well, the number of chloroplasts
per cell and chlorophyll is increased in tetraptodhen compared to diploids (Jellings and
Leech, 1984 ; Warner et al., 1987). In 1980, Frangkstigated wheatgrass polyploid tolerance
to water deficit. According to this author who sedithe photosynthesis activity in control and
water deficit conditions, hexaploid and tetraplpigsented greater traits of tolerance associated
to higher capacity of fixing CO In a more recent study, Xiong et al. (2006) shibwieat
hexaploid wheat lines were more tolerant to watdicd than tetraploids, those last genotypes
being more tolerant than diploid. Indeed, when gttiech to water deficit (progressive decrease
of the soil water content), hexaploids were thstfio decrease their stomata conductance when
compared to tetraploids and to diploids. In the mieze, polyploids (hexaploid and tetraploids)
were able to maintain longer a constant leaf ndatvater content than diploid (Xiong et al.,
2006). In polyploids, it is then possible that therease of the cell volume and the number of
chloroplasts per cell is a way to maintain higletes of photosynthesis (Jellings and Leech, 1984
; Warner et al., 1987). In ligneous plants, higtraits of tolerance to water deficit were also
reported for tetraploid, pentaploid and hexaplaidnsas plum tree and paper birch relatively to
their respective diploids (Puttovoitova et al., 892 et al., 1996).

Polyploid genome expression in non stress conditembeen tremendously investigated this last

decade. In allopolyploid, numerous changes suathemmosomal rearrangement and change in
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gene expression may occur (Song et al., 1995 nkaidet al., 1997 ; Comai et al., 2000 ; Wang
et al., 2006). Recently we investigated citrus tattaploid and allotetraploid rootstocks for salt
stress tolerance when compared to their respedipleid parents (Saleh et al., 2008 ; Mouhaya
et al., submitted for publication). Autotetrapldidt also allotetraploid rootstocks were observed
to be more tolerant to salt stress than their spe diploid. However, the molecular
determinisms of the greater tolerance to salt osé¢hpolyploids remained elusive because it is
still difficult to separate mechanisms that regeildte expression of polyploid genomes and those
specific to each diploid genotype that may lead tugher salt stress tolerance. Indeed, cDNA-
AFLP methodology revealed that genes expressiofilgrof autotetraploid plants trifoliate
orange and Willow leaf mandarin were most of thmetisimilar to their respective diploid.
However, gene expression pattern of the allotedtidpFLHORAG1 (obtained by somatic
protoplast fusion between trifoliate orange andldMilleaf mandarin) was similar to one of its

two parents depending of the studied gene (Moubkagh, submitted for publication)

In this work, we investigated the allotetraploidtsiock FLHORAG1 (Mouhaya et al., submitted
for publication), with its two diploid parents, foliate orange Roncirus trifoliatg and willow
leaf mandarin Citrus deliciosa and their respective autotetraploids in highrsgliconditions.
Plants were watered each day at the field capacityder to get a water potential dependent of
the saline solution. Maximum quantum vyield of PifHy-Fo)/Fm], chloride and sodium contents
were determined in order to characterize the $edss sensitivity of all the studied genotypes.
We then investigated the transcriptional level efesal genes we identified recently using
cDNA-AFLP methodology (Mouhaya et al., submitted publication) and of some candidate
genes known to be expressed in salt stress comd{fiar results suggest that in high salt stress
conditions without water limitation, autotetraplsidnd the allotetraploids are not more tolerant
than diploid. We propose that water shortage thay otcur during a salt stress, will lead to a
more efficient stomata regulation in tetraploid whmmpared to the respective diploid, which

could limit chloride and sodium absorption and acualation.
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Materials and methods
Plant material

Seedlings were provided by the INRA-CIRAD statiofh @orsica, France. Diploid and
autotetraploid seedlings of Willow leaf mandari@itus deliciosa SRA133) and trifoliate
orange Poncirus trifoliata(L.) cv. Pomeroy, SRA 1074) as well as their a&fdploid somatic
hybrid FLHORAG1 (Ollitrault et al.,, 2000) were grawfor 6 months in greenhouse.
Identification of autotetraploid plants among digk and diploid genetic conformity checking
(nucellar status of the plants) were performed abog to Mouhaya et al. (submitted for

publication) using the same SSRs markers.

Twelve diploid and tetraploid plants of each gepetyere then selected and transplanted on the
same substrate in 3 L pots and grown in greenhd&laats were irrigated twice a week with half
diluted nutritive solution [fertilizer 28-14-14 {&05), Fertile, France]. At one year, plants were

pruned in order to homogenize the plant size dbdig and tetraploids.
Salt stress experiment

For each genotype, 5 two-years-old plants werectslefor each condition. Salt stress was
applied by watering plants daily at the same heiiher with 0.5L water supplemented with half
diluted nutritive solution for control plants, orttv 0.5L water supplemented with half diluted
nutritive solution and 50 mM of NacCl for 2 weekldiseh 100 mM for 2 weeks, then 200 mM for 2
weeks, and finally 400 mM for the last 2 weeks.\viatering plants daily, pots were at the field
capacity and the water potential was expected todsly dependent of the salt solution that was
applied. Experiments were performed during the semin greenhouse in the following
conditions: photoperiod (16/8), temperature (3856C) and relative humidity (60 to 85%).

Leaf water content, leaf thickness and maximum wuaryield of PSlanalysis

Leaf water content was monitored along the sadtsstexperiment at the same hour of the day:
five leaves per genotype were harvested and fresh gndelghts were measured. Prior to be
dried, leaf thickness of each genotype was meadoyedsing a micrometer (Mitutoyo, IP65,
Japan). Dry leaves were used for mineral analydeximum quantum yield of PSII, {F Foy

Fm] was monitored along the same period by usingiaréiscence meter (Hansatech Ltd, Kings

Lynn,. UK). Maximum quantum yield of PSII was megeslion three leaves of each genotype.
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Mineral analysis: sodium and chloride content

Leaf samplings were performed along the stressrarpat and root samplings were harvested at
the end of the stress, for chloride and sodiumertdrdnalysis. Those fractions were oven-dried at
60°C for one week, weighed, crushed in hammer-amtl stored at room temperature. Sodium
and chloride analyses were carried out on driedeleand roots according to Saleh et al. (2008).
For leaves, sodium and chloride contents were esprein ug.mm (taking account of leaf area
and thickness) and in mg-@f dry material for roots. ICP assays were perfmrat the US49,
CIRAD-PERSYST in Montpellier, France.

Gene expression: Real time RT-PCR analysis

Samplings for gene expression analysis were rdgysa@rformed (7-days, 21-d, 35-d, 49-d, 56-
d). Each sampling was a mix of leaves from four tr&snplings were kept at minus 80°C.

Total RNA were extracted from leaves collected rasieven weeks (49-d) of the salt treatment
according to Chomczynski and Sacchi (1987). Trgtéc assays were performed on two
independently collected leaves. Total RNA were fiadi using RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Leusden, The Netherlands) including an RNase fridade treatment using RNase free-DNase
set (Qiagen, Leusden, The Netherlands). The tdtsh Boncentration was measured at 260 nm
and checked with RiboGreen RNA Quantitation Reagemt kit (Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA) using FLUOstar Galaxy fluorometer (BMK&abtechnologies,Offenburg,
Germany). Retrotranscription and Real time RT-PCRrewperformed together using the
LightCycler 2.0 instrument (Roche, Diagnostics Gmi&¢rmany). Standard curves were done
for all studied genes. To obtain standard curvesl time PCR was performed on dilutions of
cDNA obtained by retrotranscription of 100 ng afigen RNA sample.

2.5 pL of DNase-treated total RNA (20ng/uL) weredisn 10uL reactions containing 2uL of
viall PCR mix (LightCycler FastStart DNA Mastef® SYBR Green 1), 0.25uM gene-specific
primers (Table 3), 2.5 units of SuperScript || ReeeTranscriptase (Applied Biosystems), 1 unit
of RNase Inhibitor (Applied Biosystems). PCRs weoaducted by the following steps: a first
step of retro-transcription at 48°C for 30min felled by a temperature program strating with
10min at 95°C then 45 cycles consisting of 2s 4C99.0s at primer annealing temperature and
15s at 72°C, and finally the melting temperaturs 42 95°C. Internal control (a reproducible
point in the gene-specific standard curve) and tagaontrol (without RNA) were included for
each PCR.
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The primers that were used in real time RT-PCR i@&) were defined using the software
Primer3 {ttp://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_wwegi) to select primer pairs with

minimal number of potential primer dimers and prirhairpins as possible.

Statistical analysis

Data are expressed by the mean vatuSE. We used SIGMASTAT from SPSS (Chicago;
www.spss.com_software_science) to analyze the @&t test and ANOVA test were used to
detect differences between the genotypes and thwimgg conditions at the usual probability
level of P= 0.05.
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Results
Tetraploid obtaining and genetic constitution arsadyand plant growth

Using flow cytometry, tetraploids were screened agplantlets from mother trees of the San
Guiliano germplasm among the same set of plantleis in Mouhaya et al. (submitted for
publication). Removal of zygotic plants was as|warformed according to Mouhaya et al.
(submitted for publication). Only nucellar plamtere kept for salt stress investigations. At one
year, tetraploid plants were smaller than diploid®lants were pruned in order to homogenise
them. 10 two-years-old homogeneous plants of epatotype were selected for salt stress

experiment.
Salt stress
Phenotyping of polyploids when confronted to higlh stress condition

Experiment was conducted in greenhouse duringgheg Two years-old diploid and tetraploid
plants of trifoliate orange, Willow leaf mandarimca FLHORAG1 were submitted to a
progressive increasing salt stress for 56 daysn(fs®@ mM to 400 mM). Plants were watered
each day with 0.5L of solution in order to maintpts at the field capacity. 0.5L was sufficient
to get leaching from the pot of the exceeding smtutlLeaf thickness and leaf water content was
measured for control and stressed plants alongtperiment. Along the experiment, the leaf
water content of each genotype in control conditthad not change up to 2% and was not
significantly different (data not shown). On Talllare presented the leaf thickness and the leaf
water content in control and stressed plants medstire 48 day of the experiment. In control
condition, tetraploid plants clearly presented tge&eaf water contents and thicker leaves when
compared to the respective diploids. After 49 dailystress, for all the genotypes, values of leaf
water content and leaf thickness were the samecoeased when compared to control conditions
suggesting that no water limitation occurred. At &md of the experiment, Willow leaf genotypes
presented symptoms of chlorosis and also trifolange genotypes to a lesser degree but not
FLHORAGL1. Only, Willow leaf genotypes presentedf l&dl. Symptoms of chlorosis and leaf
fall were greater for tetraploids when compareddiploids. Monitoring of the Maximum
quantum yield of PSII, (fFo)/Fm, along the stress (Fig. 1) clearly showed th&tliate orange
and FLHORAG1 genotypes were slightly affected by $tress, no significant difference being

observed in between diploids and tetraploids. H@mewat the 49 stress day, tetraploid
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mandarins were the most affectedyff)/Fn being reduced of 50% when compared to diploid.
lon contents were monitored weekly for leaf sangdinAn increase of chloride content when
compared to control plants was observed after 35 dé& stress. Taking account of the surface
and the thickness of leaves for each genotypeopidiptifoliate orange presented the lower leaf
chloride contents whereas tetraploid Willow lea¢gented very large chloride contents. In any
case, autotetraploids presented higher chlorideteabnthan their respective diploids.
FLHORAG1 presented chloride contents similar toag@bid trifoliate orange and diploid willow
leaf. Leaf sodium content was investigated onky ldst day of the stress (Fig. 2). Trifoliate
orange genotypes, diploid mandarin and FLHORAG Lisedated almost the same contents of
sodium. Only the tetraploid mandarin accumulateditsa at high level. The ultimate day of the
stress, root chloride and sodium contents werestiyated (Fig. 3). If a significant increase of
the root chloride content was observed betweernraloand stress conditions for trifoliate orange
genotypes and FLHORAG1, no change was observedmandarin genotypes (Fig. 3A).
Concerning root sodium contents, significant insesawere observed overall the genotypes,
FLHORAG1 and trifoliate orange accumulating the mdgig. 3B). Analysis of the
sodium/chloride content ratios in the leaves shtvat the content of sodium and chloride were
very close (ratios close to 1), whatever the stidjenotype. However, 2.7 to 3.6 fold more
sodium than chloride were found in roots (Table [RYerestingly, in trifoliate orange and
mandarin genotypes, the leaf/root ratio of sodiund &hloride were highly increased for
autotetraploids when compared to diploids. FLHORA®dsented sodium and chloride leaf/root

ratios similar to its trifoliate orange diploid jeat.

Gene expression in diploid and tetraploid genotypd®sen confronted to high salt stress

condition

After 49 days of stress, a significant increasehloride leaf content was observed for trifoliate
orange and Willow leaf genotypes as well for FLHORAwhen compared to controls. We
choose this date for genes expression analysisn@sguhat mechanisms for salt stress tolerance
were triggered. RNA were prepared and gene esjmesvas carried out by real time RT-PCR:

4 genes we identified previously to be up or doegutated in stress condition depending of the
genotypes or the ploidy status (Mouhaya et al.istied for publication), and 9 candidate genes
known to be induced by salt stress. The nameseoféimes and the sequences of the primers we

used to monitor the gene expression by real timePRR are presented in Table 3. First, we
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investigated the expression of encoding genegdasstription factorsPAM1, RZFPandMYB§
involved in salt stress signal transduction (Fi@. £AM1 expression was shown not to be
modified by the stress whatever the genotypes etudtLHORAGL1 inherited low expression
profile similar to its trifoliate orange parent ¢Fi4A). RZFP was clearly up regulated by the
stress only in FLHORAGL1 (Fig. 4BMYB8was shown to be up regulated by the stress only in
mandarin genotypes and FLHORAGL1 (Fig. 4C). Trapsiomal level of encoding genes for
SOS3 C4' sensor, and sodium and chloride transporter ss&0&1cNHX1andCCC12Acwas
also monitored (Fig. 5). SOS3 that interact physicaith SOS2 and activates SOS1 N4
antiport activity was up-regulated in mandarin ggpes and FLHORAGL. Interestingly the
greater up-regulation was observed for tetraploidndarin that was more physiologically
affected by the salt stress (Fig. 580SlandcNHX1were clearly up-regulated by the stress in
Willow leaf genotypes and FLHORAGL1 (Fig. 5B & @CC12Acwas up-regulated overall the
genotypes except in diploid trifoliate orange (FaP). Encoding genes for enzymes such as
CMO and P5CS involved respectively in biosynthegiglycine-betaine and proline, or genes
coding for cLEAS5 were also studied (Fig. 6A, B & ©MO was poorly expressed in trifoliate
orange genotypes and highly expressed in mandanotgpes. Stressed FLHORAG1 was the
only genotype that presented an up-regulatiol©BIO transcription (Fig. 6A)P5CSwas up-
regulated in almost all the genotypes but not piadd trifoliate orangecLEASwas almost not
expressed in trifoliate orange genotypes while gieise was highly induced in stressed mandarin
genotypes (Fig. 6B & C). In order to complete twerview of salt stress respon®CED, a
gene involved in biosynthesis pathway of ABA wasgestigated (Fig. 6D). If this gene was up
regulated overall the genotypes, a much greateregplation was observed in mandarin
genotypes and FLHORAGL1. To end, transcriptionaélex encoding genes for detoxification
enzymes catalase 1 and 2 and glutathione redustase also studiedCAT2was shown to be
down-regulated by the stress in almost the genstgxeept FLHORAG1 which maintained its

control transcriptional leveGRwas dramatically up-regulated only in tetraploidndarin.
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Discussion

In a recent study, we observed that tetraploidstooks are more tolerant to salt stress than their
respective diploids (Saleh et al., 2008 ; Mouhayal.e submitted for publication). We observed
that when confronted to salt stress, tetraploicen@vesent symptom of chlorosis as it is possible
for some sensitive diploid genotypes. As well wesexbed that gene expression profiles of
autotetraploids were very similar to their respextiiploids. Moreover, depending on the studied

gene, allotetraploid inherited a gene expressiofilprsimilar to one of its two parents.

In this article, we investigated two autotetraptogkenotypes when compared to their respective
diploids and their allotetraploid in high salt siseconditions. By real time RT-PCR we monitored
candidate gene expression in order to character@ecular determinants of salt stress tolerance

in tetraploids.

Physiological tolerance of diploid, autotetraploghd allotetraploid plants when confronted to

high salt stress conditions.

In order to try to induce phenotypes between dipknd tetraploid of trifoliate orange, Willow
leaf mandarin and FLHORAG1, overall genotypes warbmitted to a progressive increasing
salt stress. Plants were watered each day atdliedapacity in order to impose a water potential
as much as possible dependent on the saline suolldibthe end of the stress, plants were
submitted to a very high salt stress concentrgd® mM of NaCl). Symptom of chlorosis were
observed for Willow leaf and trifoliate orange ggmes and leaf fall only for Willow leaf
genotypes, autotetraploids being more affectedréspective diploids. Leaf thickness and leaf
water content in control and stress conditions vilevestigated (Table 1). In control condition,
leaves of tetraploid were thicker and tetraploiaf vater contents were higher than for diploid.
Monitoring of the maximum quantum vyield of PSIl sred that trifoliate orange and
FLHORAGL1 photosynthetic activities were slightlyfeafted by the stress (Fig. 1). On the
contrary, mandarin genotypes that were supposedetanore tolerant than trifoliate orange
genotypes presented at the end of the stress a loweh (F-Fo)/Frn. In the literature, chloride
ion is supposed to be the responsible of salt seihgin citrus (Romero-Aranda et al., 1998). It
is clear that tetraploid Willow leaf genotype thmesented a PSII efficiency that was the much
affected presented also the greater foliar accuiounkof chloride and greater phenotypes of salt

stress (chlorosis and leaf fall). It is interesttognote that the leaf chloride content in tetraplo
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mandarin after 56 days of stress, 2780 pg.mrt corresponded to an equivalent of 68.54.7
mg.g* DW. The accumulation was then, more than ten fpkhter than in a soft salt stress as
reported by Mouhaya et al (submitted for publicatioVe can also observe that the chloride
accumulations of trifoliate orange genotypes anHHBRAG1 that were much greater in high salt
stress condition than in soft salt stress condif@aound six fold greater than results presented by
Mouhaya et al (submitted for publication) were lowan for tetraploid Willow leaf genotype.
At the end of the stress, leaf sodium contents wandar for almost all the stressed genotypes
except tetraploid mandarin that accumulated muchersodium: a value of 24 5.3 pg.mr¥
corresponded to an equivalent of 62%.3 mg.gt DW. This value was more than ten fold
greater than in soft salt stress condition (Mouhatyal., submitted for publication). At the end of
the stress, leaf sodium content of diploid triftdiaorange grown in salt stress condition was
5.3+0.4 pg.mn (equivalent to 16.2 1.3 mg.g' DW), a quantity that was more than twenty fold
more than in soft salt stress condition (Mouhayal etsubmitted for publication) suggesting that
in such salt stress conditions, trifoliate orangd the other genotypes are not anymore sodium
excluder as it is proposed in the literature (Eigazet al., 1965 ; Zekri and Parsons, 1992).
Analysis of chloride and sodium contents at the lexel showed that trifoliate orange genotypes
and FLHORAGL1 accumulated both more ions than mamdgnotypes did. In Mouhaya et al.
(submitted for publication), we previously proposttht Willow leaf mandarin, which is
genetically close related to Cleopatra mandarimlss chloride-excluder (Cooper, 1961 ; Zekri
and Parsons, 1992)Taking together, the results of the present stugygest that in high salt
stress condition with no water limitation, Willovedf mandarin genotypes did not limit their
chloride and sodium pull up from the soil, and sfemred directly the ions to leaves. Syvertsen et
al. (2000) observed that citrus tetraploid rootksobad lowerates of whole plant transpiration
suggesting that the control of stomata conductameg be the most important factor controlling
the growth of polyploids. We may suppose that thecgic manner to impose the salt stress
associated to the specific anatomy of tetraploigdshghe greater cell size and the greater leaf
thickness (Li and al., 1996; Xiong et al., 2006; Maya et al., submitted for publication) were
the main criteria leading to higher ions accumolaiin leaves of tetraploids. Indeed, the greater
leaf thickness and the higher leaf water conterdenled in stress conditions for all the
autotetraploid genotypes when compared to thepeesse diploid suggest that in our growing

conditions, even if the water potential was put dadue to the high salt stress concentration
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applied, a transpiration stream was still occurramgl a high rate of sodium and chloride was

transferred to the leaves (Table 1).

Trifoliate orange tetraploids and the allotetrapl6lLHORAGL1 presented a greater leaf chloride
and sodium accumulations than trifoliate orangdodis. The chloride and sodium leaf/root
ratios were significantly increased in autotetraplgenotypes when compared to their respective
diploids whereas ions leaf/root ratios of FLHORAG@®&re very similar to diploid trifoliate
orange suggesting that root ions accumulation liat genotype was preventing transport and
accumulation of ions in the leaves (Table 2) and laiting chlorosis and leaf fall. Under salt
stress, trifoliate orange is known to have theipaldrity of fine root turnover which enables it to
maintain a continuous root development, and thuslitoinate the excess of ions (Tozlu et al.,
2000). We can suppose that FLHORAG1 has inheritel garticularity of its parent trifoliate

orange.

Gene expression in diploid and tetraploid genotypdsen confronted to high salt stress

condition

To monitor gene expression, we choose tHe d@y of stress assuming that since the maximum
quantum vyield of PSII was severely altered and hagloride accumulations was observed in
leaves of tetraploid Willow leaf mandarin, reguatiof genome expression was triggered. We
investigated 4 candidate genes that we charactet@de up or down regulated by salt stress
(Mouhaya et al., submitted for publication). Predilof gene expression we observed using real
time RT-PCR were different of the ones we obtaibg@dDNA-AFLP (Mouhaya et al., submitted
for publication) probably because plants did notehghe same age and because salt stress
conditions were very different. Among the threens@iption factors we studied, RZFP and
MYB8 presented clear gene expression inductionhey dtress in FLHORAG1 (RZFP) or in
FLHORAG1 and mandarins (RZFP & MYBS8), (Fig. 4B). dontrol condition gene expressions
were usually similar between diploid and autotdbuwp the allotetraploid FLHORAG1
inheriting the gene expression profile of one sftivo parents. Gene expression analyze of
SOS3, SOS1, cHNX1 and CCCI2Ac, clearly showed @&qpion of the salt stress by all the
genotypes (Fig. 5). As expected, the diploid tidfd orange that was physiologically slightly
affected by the stress, presented the smallerdnatisnal level of salt stress effectors while
tetraploid mandarin that was severely affected jphygically by the stress presented the higher
gene induction in order to translocate toxic ionssmle the cytoplasm. However, genotypes that
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were the most affected did not express n@@CI2Ac In high salinity medium, it is possible that
diffusive mechanisms through the apoplast may edsstitute important pathways for Qptake

in citrus plants as previously proposed (Moya gt24103).

Transcriptional levels of genes involved in osmatic biosynthesisGMO, P5C$ and cLEAS

chaperon protein were also investigated. In stossglition, if CMO transcription was only
induced in FLHORAG1¢LEAS5was highly induced in mandarin genotypes wRisCSwas up-

regulated overall the genotypes except diploidliate orange.

NCED gene expression profile showed an increase fothallgenotypes, the larger change of
expression being observed for mandarin genotydéasg.(6D). NCED expression will lead to
ABA biosynthesis and stomata closure. Moreover, Ad&umulation in leaves further to abiotic
stresses or exogenous ABA application indue&€CSandLEA genes expression (Dure, 1993 ;
Hudertmark and Hincha 2008). Wh&CED was slightly expressed in trifoliate orange no
expression otLEA5was observed. For mandarin genotypes and FLHOR®HE Expression of

cLEAS5was correlated to the transcriptional leveN&GED.

This change of gene expression is in agreement th#ghdramatic decrease of the maximum
quantum yield of PSIlI associated to high chloridatents observed in tetraploid mandarin. At
high salinity (greater than 150 mM of NaCl), it Hasen reported that gene coding CAT2 was
down regulated (Feierabend et al., 1992 ; Fermtiral., 2004). As expected, genes coding for
CAT2 were shown to be down-regulated. GR was draaibt up-regulated in tetraploid
mandarin, the most affected genotype, (Fig. 7A &Bxhown by Davenport et al. (2004).

In our hands, in control condition, most of th&éetence of gene expression profile happened in
allotetraploid while very limited changes were ated in autotetraploid genotypes as previously
observed by Adams et al. (2004) and Wang et aDFRMHowever, in stress condition, we may
suppose that gene expression regulation mechanisiag occur in autotetraploid and
alloteraploid, facilitating the plant adaptationtheir environment.

At the end of the stress, we measured very largeuata of sodium and chloride in roots and
leaves, associated with leaf chlorosis symptom#ilfow leaf genotypes and to a lesser degree
in trifoliate orange genotypes but not in FLHORAGZEaf fall was observed only for Willow
leaf genotypes. The high ions accumulations sugddbtt the transpiration flow was not limited

along the stress and ions were highly transpontedim the whole plant inducing leaf damages.
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In those conditions, because of their specific amgt autotetraploid were disadvantaged when
compared to their respective diploids. If a limaat of stomatal conductance would have
occurred during a salt stress, we may have expébttdhe transport of toxic ions would have

been more limited. However, those ions associatele alteration of the photosynthesis and the
synthesis of oxygen species will lead shortly tmgtoms of chlorosis. To conclude, we may
assume that in saline stress condition, betterlaggn of gas exchanges due to a water deficit
associated to a better osmotic adjustment and tarbefficiency to eliminate reactive oxygen

species, may explain the usual greater tolerancgaliostress and water deficit observed in
polyploids as it was described in diploid species Plessis, 1985; Syvertsen and Levy, 2005;
Mittler et al., 2004).

In order to confirm the interest of the use ofypdbid rootstock for the citrus industry it will be
required to test their water deficit tolerancethiéit one is confirmed, we may assume that in the
field in salt stress condition, a greater toleraoteolylpoid will be observed since salt stress is
most of the time associated with water limitatioAs.well, it would be also interesting to study
autotetraploid rootstocks and allotetraploid gepesy such as FLHORAG1 when grafted to

confirm the interest of tetraploid as a new sowfceotstocks for the citrus industry.
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Figure captions

Figure 1: Maximum quantum yield of PSII [(FFo)/Fm] measured along height weeks of salt
stress on diploid and autotetraploid plants obtidgte orange (A), Willow leaf mandarin (B) and
on the allotetraploid FLHORAGL1 (C). Leaf Chloridentents were as well measured along the
same period for the same genotypes (D, E, F). tlelafide contents were expressed in pg-imm
in order to take account of leaf thickness. diploid / control condition o: diploid / stress
condition ; ¥: tetraploid / control condition [I: tetraploid / stress condition). Values (Mean

value £ SE) with a same letter are not significantly diéfet (P< 0.05).

Figure 2: Leaf sodium contents measured after 8 weeks df stedss from diploid and
autotetraploid plants of trifoliate orange, Willoleaf mandarin and on the allotetraploid
FLHORAG1. Leaf sodium contents were expressed imp® in order to take account of leaf

thickness. Vertical bars indicate the mean valu&SE, values with a same letter are not

significantly different (< 0.05).

Figure 3: Root chloride (A) and sodium (B) contents measuafeelr 8 weeks of salt stress from
diploid and autotetraploid plants of trifoliate oge, Willow leaf mandarin and on the
allotetraploid FLHORAG1. Chloride and sodium corngewere expressed in mg.gry weight.

Vertical bars indicate the mean valteSE, values with a same letter are not signifigantl

different (P< 0.05).

Figure 4: Relative change of mRNA presence coded by gene#rofein Arginine n-
Methyltransferase, PAM1 (A), ring-type Zinc Findenotein, RZFP (B) and MYB8 Transcription
factor, MYB8 (C). RNA were prepared from samplingrniested after seven weeks of stress
when significant changes of maximum quantum yidl&@®Il and chloride contents values were

observed. Vertical bars indicate the mean valu&E, values with a same letter are not

significantly different (< 0.05).

Figure 5: Relative change of mMRNA presence coded by gen€@alnium sensor protein SOS3
(A), Plasma membrane Na+/H+ antiport, SOS1 (B),Méar Na+/H+ antiport, cNHX{C), and
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Chloride transporter, CCCI2g®). RNA were prepared from sampling harvestedradtven
weeks of stress. Vertical bars indicate the medneva SE, values with a same letter are not

significantly different (< 0.05).

Figure 6: Relative change of mRNA presence coded by gen€&holine MonOxygenase, CMO
(A), A 1-Pyrroline-5-Carboxylase-Synthetas, P5CS (B)afelEmbryogenesis Abundant Protein,
CLEAS (C), and 9-Cis —Epoxycarotenoid-Dioxygenad&ED (D). RNA were prepared from
sampling harvested after seven weeks of stresdicebars indicate the mean valteSE,

values with a same letter are not significantlyedtént (P< 0.05).

Figure 7: Relative change of mRNA presence coded by gendSatdlase 2, CAT2 (A) and
Glutathion Reductase, GR (B). RNA were preparechfeampling harvested after seven weeks
of stress. Vertical bars indicate the mean valu&E, values with a same letter are not

significantly different (< 0.05).
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Fig. 2
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Table captions

Table 1 Leaf water content and leaf thickness of diplamtl autotetraploid of trifoliate orange,
Willow leaf mandarin and the allotetraploid, FLHORA, grown in control and after 49 days of

salt stress. Values (Mean valdeSE) with a same letter are not significantly diéist (P< 0.05).

Trifoliate orange Willow leaf mandarin FLHORAG1

diploid tetraploid diploid tetraploid tetraploid
Leaf water content 56,68+1.24 60,62+0.37 61,48+0.36 68,30+0.70 64,77+0.42
Control condition a b bc de d
(% of fresh
weight)
Leaf water content 56,95+0.31  62,86+0.83  65,76+0.89  69,77+1.45 67,33+0.67
Stress condition a Cc d e de
(% of fresh
weight)
Leaf thickness 0.284+0.010 0.340+0.009 0.247+0.014 0.297+0.012 0.298+0.008
Control condition ab Cc a b b
(mm)
Leaf thickness 0.314+0.007 0.352+0.007 0.314+0.007 0.301+0.014 0.304+0.006
Stress condition bc Cc bc bc b
(mm)
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Table 2 Sodium /chloride content ratio in leaf and ramt diploid and autotetraploid of trifoliate
orange, Willow leaf mandarin and their allotetrap)d~LHORAG1. Leaf / root ratio of sodium

and chloride for the same genotypes.

Trifoliate orange Willow leaf mandarin  FLHORAG1

diploid tetraploid diploid tetraploid tetraploid

Sodium / Chloride Leaf 0,89 0,88 1,08 0,92 1,01
ratio Root 2,85 2,96 3,61 2,72 3,19
Leaf / Root Na" 2,03 3,07 9,08 17,59 2,15
ratio Cr 6,47 10,35 30,49 52,17 6,81
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Table 3. Sequences of the primers used to monitor bytmaa& RT-PCR the expression of the candidate geaeses with a * were

previously shown to be up or down regulated by sta#tss in cDNA AFLP experiments (Mouhaya et albrsitted for publication).

Other genes are candidate genes.

Name Protein encoded by the targete8equence of the Forward Sequence of the Reverse mRNA origin Accession number Size of the product Tm

gene primer primer of amplification (bp)
(5°->3) (5->3)
CMO* Choline MonoOxygenase gcaactggaaggttttctgc ggegatgggtatcatct Citrus reticulatax C. aC32201B02EF_c 180 55
temple

P5Cs* Delta 1 Pyrolline 5 Carboxylateatgtgcgtgctgctattgac agtccaaatcgtgctccatc  Citrus sinensis aCL174Contig2 166 55
Synthetase

cLEAS*  Group 5 Late Embryogenesis acccttggggaccatatctc ctctcgaagctctgetggat  Citrus unshiu aCL9Contig8 166 57
Abundant protein

NCED 9 Cis Epoxycarotenoid gaccagcaagtggtgttcaa agaggtggaaacaggagca&itrus cv.Shiranuhi aCL1933Contigl 163 55
Dioxygenase

cNHX1  Vacuolar N&H" antiporter gcgggaaaacgctattatga agtggctgcgactigaga Citrus paradisi AY028416 171 54

SOS1 membrane N4d* antiporter tctttccaggctcettgcettc ggaccatggggtigat Citrus clementina alCOAAA94ACO3R 173 52

M1 c
CCC12 Chloride transporter gtagggatggtgaagatgc aagcteaataacgag Arabidopsis thaliana NM_001036913 183 53
Ac
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SOS3
GR
CAT2
PAM1*

MYB8
RZFP

Calcium protein sensor

tctttccaggctcttgettc

Cytosolic glutathione reductase ggaggagctaccgegaa

Catalase 2

Protein Arginine N-
MethylTransferase

MYBS8 transcription factor
Ring H-Zinc Finger Protein

accgtctagggccgaactat
gatatgctctccgaccgtgt

ggaccatggggtttttatga
tgctggatttcagatgcttg

titcaggagmagyc

ttcaacggcataaaccttcc

gaagtggatcggatcaaagg gtgctcgacttgaggtgaca

agccacttctccaagcacac

gttgatmamaacca

Oryza sativa
Oryza sativa
Citrus sinensis

Arabidopsis thaliana

Citrus sinensis
Poncirus Rubidoux

DQ201198
NM_001055020
aCL63Contig2
AJ007582

aCL891Contigl
aCL198Contigl

173

179

174
161

174
170
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Il.Résultats complémentaires

Etude de la tolérance au stress salin chez deux Véés d’agrumes greffés sur les

Poncirus diploides et autotétraploides et sur I'hybde FLHORAG1

Nous nous sommes intéressés a I'étude de la répmnssress salin des porte-greffe
Poncirus (diploide et autotétraploide) et FLHORAGfeffés avec du cédratier et du
clémentinier commun SRA92 (Tableau 3). Le cédraéiamt une variété sensible et le
clémentinier SRA92 une variété tolérante a la #élimotre but était de vérifier si les
propriétés de sensibilité/tolérance observés clesz porte-greffe francs de pied étaient

transmises au niveau du greffon.

L'étude a été réalisée dans les mémes conditioascglles décrites dans l'article 2. Les

mémes modalités ont été appliquées pour les épldessologiques et moléculaires.

1.Etude des déterminants physiologiques de la tokénce a la salinité chez difféerentes

associations porte-greffe / greffon

1.1.Epaisseur des feuilles et contenu en eau

En conditions témoins, nous avons observé queitépar des feuilles des deux variétés
greffées augmentait avec le niveau de ploidie dete{greffe (Figure 15B). Par ailleurs, il
faut noter que les feuilles du cédratier sont beap@lus épaisses que celles du clémentinier
SRA92.

Au 4™ jour du traitement salin, une diminution du contem eau est observée chez le
clémentinier SRA92 greffé sur les Poncirus (Figls&). Aucune diminution significative du

contenu en eau dans les feuilles des autres assnsia’étant observée.
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Figure 15.A. Contenu foliaire en eau mesurée at™ur du stress salin pour les variétés
greffées cédratier et clémentinier SRAS2 Epaisseur foliaire (en mm) des variétés greffées
en fonction du porte-greffe utilisé en conditiomt#n.

A. (barres noires: condition témoin; barres blesc: condition de stress) / Cédrat:
cédratier ; PP : Poncirus Pomeroy ; FG1 : FLHORAG1

1.2.Fluorescence chlorophylienne de feuilles, [(FFo)/Fnm]

En réponse au stress salin, lorsque les Poncipleidies et autotétraploides sont utilisés
comme porte-greffe, la fluorescence chlorophylief{fg-Fo)/F] mesurée sur les feuilles de
cédratier ou de clémentinier SRA92 est légeremiéattée (Figure 16A & B). En revanche,
lorsque le FLHORAGL est utilisé comme porte-grefifes-Fo)/Fm] mesurée décroit de fagon
trés importante, le cédratier semblant étre pltectd que le clémentinier SRA92 (Figure 16C
& D).
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Figure 16. [(Fm-Fo)/Fn] mesurée durant le stress salin chez les deuxtearigreffées sur
poncirus diploides et autotétraploides et FLHORAGLI.

(A. CédratierPoncirus trifoliata; B. Clémentinier SRA9Poncirus trifoliata; C.
Cédratier/FLHORAGL1 et D. Clémentinier SRA92/FLHORAGSymbbles, rond : poncirus
diploide, triangle : poncirus autotétraploide et€a FLHORAGL1 ; symbdle plein : condition

témoin ; symbdle vide : condition de stress)

1.3.Contenus racinaires et foliaires en ions chloras

Quelle que soit la variété greffée, les porte-gré?oncirus diploides et autotétraploides
accumulent les mémes quantités d’ions chlorures @Enracines que lorsqu’ils sont francs de
pied (Figure 17 et Figure 3/article 2). Le FLHORA@fesente lui des concentrations en
chlorures plus importantes lorsqu'il est greffé quoair les porte-greffe Poncirus diploides et
autotétraploides greffés (avec un effet plus matorsgjue le FLHORAGL1 est greffé avec du
cléementinier SRA92). Toutefois, les concentratiaststenues restent similaires a celles
observées chez le FLHORAGLI franc de pied (Figuadisle 2).

Au niveau foliaire, les Poncirus diploides et aéiiciploides accumulent des

concentrations similaires en chlorures, cellestanéégalement similaires a celles mesurées
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dans les feuilles des Poncirus diploides (Figurdatt@le 2). En ce qui concerne, le
FLHORAG1, lorsque celui-ci est greffé, les concatitns en chlorures mesurées sont
beaucoup plus importantes et sont supérieuredes addtenues pour le FLHORAGL franc de
pied (Figure 18C & D et Figure 1F/article 2). linggle donc, qu’une limitation plus
importante de I'absorption des ions chlorures aeau racinaire comme c’est les cas pour les
génotypes de Poncirus, puisse permettre de linateransfert des ions chlorures vers les
parties aériennes. Dans le cas du FLHORAG], il $embe I'absorption des ions chlorures
au niveau racinaire ne soit pas limitée et se tsedpar des concentrations plus fortes dans les

feuilles des deux variétés.
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Figure 17. Contenu en ions chlorure dans les racines deg-goeffe, Poncirus diploide et
autotétraploide et FLHORAG1, en association avezgtiratier et le clémentinier SRA92 au

49°™jour de stress.

(Barres noires : condition témoin ; barres blanchamndition de stress) / Cédrat : cédratier ;
PP : Poncirus Pomeroy ; FG1 : FLHORAG1
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Figure 18. Evolution de I'accumulation foliaire des ions cahites chez les deux variétés
greffées sur les porte-greffe diploides et autapdtides de Poncirus et sur le FLHORAGL1 au

cours du stress salin.

(A. CédratiefPoncirus trifoliata; B. Clémentinier SRA9Xoncirus trifoliata; C.
Cédratier/FLHORAG1 eD. Clémentinier SRA92/FLHORAG1. Symbdles, rond : por
diploide, triangle : poncirus autotétraploide et€a FLHORAG1 ; symbdle plein : condition

témoin ; symbdle vide : condition de stress)
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2.Etude des déterminants moléculaires de la tolérae au stress salin chez les

différentes associations porte-greffe / greffon

2.1.Expression du genesOS3 impliqué dans la transduction du signal lors d’un

stress salin

En condition témoin, une forte expression congtitutdu geneSOS3 caractérise le
cédratier lorsqu’il est greffé sur le Poncirus &ti@ploide compareé a lorsqu’il est greffé sur
le Poncirus diploide ou le FLHORAGL1. Le clémentineRA92 greffé sur le Poncirus
diploide exprime plus de transcrits @&DS3 que lorsqu’il est greffé sur le Poncirus
autotétraploide ou le FLHORAGLI.

Comme chez le FLHORAG1 franc de pied, I'expressiongéneSOS3est induite en
situation de stress salin dans les feuilles de etémier SRA92 greffé sur ce méme porte-
greffe. En revanche, I'expression 8&®S3est régulée négativement chez le cédratier greffé
sur le FLHORAG1 (Figure 19).

Protéine senseur de Ca2 " (SOS3)

Fold change
N
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Figure 19. Niveau de transcrits foliaires du géne codant gauprotéine senseur de Ca

(SOS3 au 4§mejour de stress chez les porte-greffe francs da gliehez les variétés greffées

sur poncirus diploides et autotétraploides et FLIAGR.

(Barres noires : condition témoin ; barres blanchamdition de stress)
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2.2.Expression du gen&lCED1, impliqué dans la synthése de 'ABA

En condition de stress salin, I'expression NEED1 est fortement induite chez le
clémentinier SRA92 greffé sur les porte-greffe agtoides. Par ailleurs, la quantité de
transcrits ne semble pas étre modifiée, en répansetress salin, dans les feuilles de
cléementinier SRA92 greffé sur le Poncirus diplotme pour le cédrat greffé sur Poncirus
diploides ou autotétraploide ou sur le FLHORAGIg(fe 20). On peut donc supposer que
les porte-greffe tétraploides greffés avec dedanehtine SRA92 sont les seules associations

qui régulent leur échanges respiratoires.

9-Cis-Epoxycarotenoid-Dioxygenase
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Figure 20. Niveau de transcrits foliaires du géne codant fenzyme NCED1 au éf’@‘ejour
de stress chez les porte-greffe francs de piedhet ¢es variétés greffées sur poncirus
diploides et autotétraploides et FLHORAGL1.

(Barres noires : condition témoin ; barres blanchmmdition de stress)

2.3.Expressions de genes impliqués dans I'ajustemersmotique

Quelgque soit la condition, le gen@MO chez les porte-greffe Poncirus diploides et
autotétraploides franc de pied est faiblement exfariEn condition témoin, ce méme gene est
fortement exprimé dans les feuilles des variétéffégs sur ces mémes porte-greffe. En
condition de stress, le ge@MO est surexprimé chez le FLHORAG1 franc de piedreff@
avec du cémentinier SRA92. Par ailleurs, en sibnatie stress, si le niveau d’expression ne

semble pas étre modifié dans les feuilles du cléimen greffé sur Poncirus, I'expression est
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fortement réprimée dans les feuilles du cédratiaff§ sur 'ensemble des porte-greffe
(Figure 21A). En ce qui concerne I'enzyme osmoptotee P5CS, Purvis and Yelonsky
(1983) n'ont observé aucune différence dans I'aadation de cette enzyme entre la variété
greffée et son porte-greffe. Dans notre étude, pfession constitutive dWP5CS est
légerement plus importante chez les variétés greféir les Poncirus diploides que chez les
Poncirus diploides franc de pied. Il est intéressl@remarquer une forte expression induite
par le stress du gergbCSdans les feuilles des porte-greffe tétraploidaads de pied ou

greffés avec le cléementinier SRA92 ou le cédrdiegyure 21B).

Choline MonoOxygenase Delta-1- Pyrolline-5-Carboxylate-Synthetase
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Figure 21. Niveaux de transcrits foliaires des genes codant pes enzymes CMQA| et
P5CS B) au 48™ jour de stress chez les porte-greffe francs dd ptechez les variétés

greffées sur poncirus diploides et autotétraplogdéd HORAGL.

(Barres noires : condition témoin ; barres blanchmmdition de stress)

Selon Temesvariné, (2004), 'ABA est la moléculgnsil indispensable pour I'activation
de la synthése de la proline en condition de sgalss. Dans notre étude, une corrélation peut
étre observée en ce qui concerne I'augmentatiofexeression des gend¢éCED1et P5CS
dans les feuilles du clémentinier SRA92 greffe lmmsemble des porte-greffe utilisés. Il est
intéressant d’observer que le niveau d’expressierNGED1 en condition témoin et en
condition de stress dans les feuilles du cédrgtieffé sur les porte-greffe Poncirus diploides
et autotétraploides n’est pas significativement ifié@dloutefois, on peut remarquer que pour

les associations cédratier / poncirus diploideugbtatraploide, une tres forte expression de

94



P5CSen situation de stress salin peut étre observggésant que 'activation de la synthese
de proline puisse étre médiée par une voie biochimidifférente de celle dSCED1
(Figures 20 & 21B).

2.4.Expression du géne codant pour la protéine chepnne cLEA5

Lorsqu’ils sont greffés sur les porte-greffe tékoéges (Poncirus et FLHORAG1), le
cédratier et le clémentinier SRA92 expriment foreile geneLEA5en réponse au stress
salin (Figure 21). Selon Dure, (1993) et Hunderttmeamd Hincha, (2008), 'ABA induirait
I'expression des génes codant pour les protéinds DiAns notre étude, une corrélation entre
'expression deNCED1 et celle decLEA5n’a pu étre observée que dans le cas des porte-
greffe tétraploides francs de pied et chez le atmier SRA92 lorsqu’il est greffé sur ces
mémes porte-greffe (Figure 20 & 21B). La encorefomction de la variété utilisée, il semble
gue l'activation de la synthése de la protéine ehame cLEA5 puisse étre médiée suite a
l'induction deNCED1

Group 5 Late Embryogenesis Abundant protein

Fold change
N

Figure 22. Niveau de transcrits foliaires du géne codant payrotéine chaperonne cLEA5S
au 4§mejour de stress chez les porte-greffe francs de @iechez les variétés greffées sur les

Poncirus diploides et autotétraploides et FLHORAGL.

(Barres noires : condition témoin ; barres blanchamdition de stress)
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2.5.Expression du géne codant pour un transporteut’ions chlorures

D’apreés les résultats du dosage des ions chlodames les feuilles, les variétés cédratier et
SRA92 accumulaient des concentrations d’'ions chésrgplus importante dans le cas ou le
FLHORAG1 était utilisé comme porte-greffe (FigurB8C & D). Cet effet semblait plus
prononcé chez le clémentinier SRA92 (Figure 18D¢tude de I'expression du géne
CCC12Ac,codant pour un transporteur de chlorures récemrndemtifié par Colmenero-
Floreset al, (2007), a permis de mettre en évidence une ptgssion de ce géne dans les
feuilles du clémentinier SRA92 greffé sur FLHORA@A condition de stress salin (Figure
22). Dans le cas de du cédratier greffé sur FLHORAGccumulation foliaire en chlorures
était également importante mais aucune surexpressgocCCC12Acn’a pu étre mise en
évidence en situation de stress salin. Le cédratiele clémentinier sont génétiguement
relativement éloignés. 1l est donc fort probablee gqifautres génes codants pour des
transporteurs de chlorures autres dmEC12Ac soient impliqués dans le transport des

chlorures au niveau des feuilles du cédratier.ufieid.8C et 'article 2).

Transporteur de chlorures

Fold change
N

Figure 23. Niveau de transcrits foliaire du gene codant ptrtransporteur de ClI
(CCC12Ac) au 48" jour de stress chez les porte-greffe francs dé ptechez les variétés

greffées sur poncirus diploides et autotétraplogdéd HORAGL.

(Barres noires : condition témoin ; barres blanchmmndition de stress)
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DISCUSSION GENERALE

Dans cette discussion nous aborderons tout d’abeffdt de la polyploidisation sur les
porte-greffe d’agrumes, son impact sur la réponssti@ss salin chez les porte-greffe francs

de pied et ensuite la réponse des variétés greftéases derniers au stress salin.

I. Effet de l'auto- et l'allopolyploidisation chez les porte-greffe d’agrumes en

condition de non stress

Comme chez la plupart des plantes, la polyploigisaentraine divers changements
morphologiques et anatomiques qui vont avoir un achpsur la croissance et le
développement des porte-greffe d’agrumes. Ces emagigts sont liés a la modification de
I'expression du génome. Parmi les traits phénotygsgmodulés par la polyploidisation, nous
avons noté la couleur et I'épaisseur foliaires|aetaille des cellules stomatiques, comme
précédemment observé par Romero-Aragetdal, (1997) et Carvalho Costd al, (2004). En
effet chez I'ensemble des tétraploides (auto-let)attudiés, les feuilles étaient plus épaisses
et plus vertes comparé aux diploides. Les mesur&PAD de la quantité de chlorophylle ont
montré que les tétraploides avaient des feuilles pbncentrées en chlorophylle. Nous avons
de méme observé une augmentation de la taille @lkdes stomatiques chez les tétraploides.
Pour I'ensemble des caracteres précédemment Eabistétraploide FLHORAGL, qui lui-
méme est trifolié, présentait un phénotype plusieodu Poncirus autotétraploide que du

mandarinier autotétraploide.

Au niveau végétatif, les autotétraploides présentaine croissance plus lente comparé
aux diploides. La réduction de la taille des arlofagrumes a déja été commentée par Barrett
(1992). L’allotétraploide FLHORAG1 présentait luij taux de croissance intermédiaire entre
ses parents diploides (Poncirus et mandarinier agmiret un taux supérieur a celui des

génotypes autotétraploides.

En ce qui concerne I'expression des génomes désratifs génotypes, nous avons pu
observer quelques difféerences dans I'expressiorettains des genes candidats entre les
diploides et les autotétraploides du mandarinierraan. Il est connu que la polyploidisation
induit différents changements génomiques et trgmscnigues chez les plantes.
L’activation/inactivation de geénes, I'expressiorégale des génes dupliqués ou encore les

changements de méthylation de 'ADN sont d’autaet @bnséquences induites par la
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polyploidisation. Dans notre cas, certaines madgifins de I'expression de genes ont été
observées chez les autotétraploides du mandari@esurexpression du géne codant pour la
protéine régulant la transcription par méthylat{®AM1) montre que la méthylation serait
impliquée dans la modification de I'expression dngme dupliqué chez ce génotype. De
méme, nous avons remarqué la surexpression dwfat#eranscription zinc finger protein et
des transporteurs ioniques (CNHX1 et CCC12Ac). lua pnportante différence d’expression
a pu étre observée au niveau du géene codant poiacteur de transcription zinc finger
protein qui est exprimé deux fois plus chez le naaimier autotétraploide par rapport au
diploide. Martelottoet al, (2005) ont observé une surexpression des pestéiimc finger
chez les autotétraploides Baspalum notatumPar ailleurs, aucune différence d’expression
significative n’a pu étre observée entre les Paosaitiploides et autotétraploides. Pour sa part,
I'allotétraploide FLHORAGL1 avait soit un niveau x@ession intermédiaire entre les deux
parents NCED1, SOS]1 CMO et cLEAS ou similaire au parent PoncirugsNHX1 et
CCC12A¢ ou encore un niveau plus faible que chez ses=afe5C3 (article 2). Toutefois,

il est intéressant de rappeler que I'analyse depr@fls d’expression des TDF obtenus par
cDNA-AFLP, a montré que le FLHORAG1 semblait plusghe de son parent mandarinier

commun (article 1).

[I.Effet de I'auto- et I'allopolyploidisation chez les porte-greffe d’agrumes en condition

de stress salin

1.Le porte-greffe Poncirus trifoliata

Dans les conditions de traitement salin de I'exg¥re décrite dans le premier article, les
génotypes diploides et autotétraploides du Ponoitusiu mandarinier commun et le
FLHORAG1, ont probablement subi entre deux arrasagee limitation en apport eau. Le
potentiel hydrique du sol n’était probablement paigstant au cours de cette expérimentation,
celui-ci diminuant entre chaque arrosage. Danscoaditions, et comme il a été déja décrit
par Tozluet al, (2000), le Poncirus diploide présentait une ftute sensibilité au sel. Au
bout de 7 semaines de stress, le Poncirus diplaidemulait des ions chlorures (6mg /g de
poids sec) mais pas d’ions sodium et présentaisgeptomes de chlorose foliaire, une chute
des feuilles étant également observée. En revapolue les autotétraploides de Poncirus et le
FLHORAG1, malgré une accumulation similaire en oles a celle du Poncirus diploide,
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leurs feuilles ne présentaient aucun symptome derase. Nos résultats semblent donc
confirmer que la sensibilité des agrumes au sdbiestliée aux ions chlorures. Toutefois, on
peut supposer que d'autres facteurs peuvent épkgimés pour induire les chloroses et la
chute de feuilles observée. Dans des conditiors dmilaires, Saletet al, (2008) ont
observés des phénotypes analogues. On peut supjpeosesi le potentiel hydrique ait pu
diminuer entre chaque arrosage (c'est-a-dire gples du stress ionique occasionné par le
stress salin, un déficit hydrique ait égalemenéfa imposeé), les échanges respiratoires aient
pu étre modifies. En cas de déficit hydrique, landiectance stomatique diminue
progressivement et par la méme les échanges respEsa La réduction de la photosynthése
associée a la présence d’ions chlorures toxiquesrgient étre a l'origine d’'une synthése
accrue d'especes actives de I'oxygene ROS, poumgritquer les phénotypes de chlorose
observés. Les porte-greffe autotétraploides de iRmnet FLHORAG1 accumulent tout
autant d’ions chlorures que les Poncirus diploidesyrtant ils ne présentent pas de
phénotypes de stress ionique. Si notre hypothésgais, il est probable que les porte-greffe
tétraploides soient plus tolérants au déficit hyaei Une régulation plus efficace des
échanges respiratoires pourrait étre a l'origineetée tolérance et par la méme a l'origine de

la moindre croissance observée des plants tétdmsgiar rapport aux plants diploides.

Dans les conditions de traitement salin de I'exqgréré décrite dans le deuxieme article, les
génotypes ont été soumis a un arrosage quotididh)(@vec des concentrations croissantes
en sel (50-400mM). La haute fréquence des arrosagesrmis de maintenir constant le
potentiel hydrique du sol, celui-ci étant impossesgiellement par les concentrations en ions
sodium et chlorures. Les contenus en eau desdsuillont pas été diminués par le stress
salin, mais plutét augmentées suggérant gu’il npaa eu de limitation en apport d’eau. Des
chloroses foliaires ont toutefois été observéesaafin du stress pour les génotypes
autotétraploides de Poncirus mais aucune chuteeddleE n'a été observée chez les

génotypes Poncirus.

Au cours du stress, chez les diploides et les énapioides de Poncirus, la fluorescence
chlorophyllienne de feuilles, [(FFo)/Fm], n'a été que légérement affectée par le stress.
L’accumulation en ions sodium et chlorures danddasgles du Poncirus autotétraploide a été
plus importante que chez les diploides, tandiswgnigeau des racines aucune différence n’a

été observée.
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En ce qui concerne I'expression des génomes eatisitude stress, des différences ont pu
étre observées entre diploides et tétraploidesiAlrsemble que le Poncirus autotétraploide
présente des niveaux d’expression supérieurs agirBsrdiploide. C’est le cas des genes
codant pour les antiports NH* (cNHX1 et SOS1), le facteur de transcription zimger
protein, la P5CS, et pour les enzymes de détokdicaCAT2 et GR. Seuls les génes codant
pour NCED1 et pour le transporteur d’'ions chloru€€C12Ac) sont surexprimés chez
I'ensemble des génotypes. Chez le Poncirus awptéide, on peut noter une surexpression
des genedlCEDY P5CS cNHX1, SOSlet CCC12Ac En ce qui concerne les ger@®io et
cLEAS les Poncirus les expriment a des niveaux tréscbagparé aux autres génotypes,
suggérant qu’aucun phénomene d’ajustement osmatiqiteté encore déclenché.

2.La variété mandarinier commun

En condition de stress salin modéré (article 19, rendariniers communs diploides et
tétraploides accumulaient de faibles quantitésnd’iohlorures et de fortes quantités d’ions
sodium comparé aux Poncirus. Aucun symptome deagddoliaire n'a alors été observé. En
condition de forte salinité (article 2), les manders étaient les premiers a avoir présenté des
symptémes de chlorose foliaire et de chute delé=uiDans ces mémes conditions, ils ont été
les génotypes qui accumulaient le plus d’ions chrles, le mandarinier autotétraploide étant
le génotype présentant les concentrations lesfphtss (62.9+ 5.3 mg.g' de poids sec). De
méme, cette forte accumulation dans les feuillesioms chlorures était tout a fait en
corrélation avec la forte baisse de.{F)/Fm. En revanche, ces génotypes étaient les seuls a
ne pas accumuler les ions chlorures au niveauaiaeinOn peut donc supposer que pour ces
génotypes, les ions chlorures ayant été absorbésvaau racinaire aient directement été

transportés dans les feuilles.

En ce qui concerne les ions sodium, les mandasimiecumulaient également des quantités
iImportantes au niveau des feuilles, les autotéfdps présentant les plus fortes
concentrations. Au niveau racinaire aucune difféeetaccumulation n’a été notée entre les

diploides et les tétraploides.

Les mandariniers, les génotypes les plus affectédepstress, ont montré une trés forte
induction de certains génes d@MDS3 SOS]1cNHX1 CCC12A¢ NCED1, P5CS, cLEABt

GR suggérant qu’au cours du stress les stomatesiaet $ermés et qu’un stress oxydatif
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important ait pu étre déclenché. En condition desst oxydatif, il a été rapporté chez les
agrumes l'induction de I'expression du geasid=A5 (Naotet al, 1995). Chez le mandarinier
diploide, I'expression deNHX1, SOSlet CCC12Acet des facteurs de transcription et du
P5CS était plus importante que chez le tétraploide. D#&s conditions de stress de
'expérimentation, il est probable que le déficiydhique appliqué a été dépendant
principalement de la concentration en sel dan®leBans ces conditions, les stomates des
différents génotypes sont restés ouverts permettintmaintenir un niveau élevé de
transpiration. Les ions chlorures et sodium étearidportés dans les feuilles dans le flux de
transpiration, de trés fortes concentrations ens iahlorures et sodium ont pu étre
enregistrées. A la fin du stress, le stress saliposé était considérable (400 mM), on peut
donc supposer qu’une régulation de la fermeturenatigue ait pu étre induite pour les
génotypes les plus accumulateurs. La trés fortaucinch du géneNCED1 chez les
mandariniers autotétraploides corrobore cette lngsaet Si une réduction de conductance
stomatique a été induite, celle-ci a fortement dindi la photosynthése et il est probable
gu’'une synthése accrue d’ROS ait été déclenchéaiicpayirrait expliquer le fait que le gene

GR soit fortement surexprimé chez ce génotype.

3.Le FLHORAG1

Physiologiquement, I'hybride allotétraploide se pame comme son parent Poncirus
autotétraploide et ce dans les deux expériencestrdss salin. Comparé aux diploides et
tétraploides de Poncirus, le FLHORAG1 accumuleriémes quantités d’ions chlorures dans
les feuilles et dans les racines et subit la mé&mgere diminution de ¢FFo)/Fn. Toutefois, au
cours des deux expérimentations, ce génotype maigmontré de chute de feuilles. En ce
qui concerne les contenus en sodium, le FLHORAGLIraale autant que les Poncirus au
niveau des feuilles, mais au niveau racinairegéanule de plus fortes quantités que ses deux
parents. On peut donc supposer que cette compatttian racinaire pourrait étre un moyen

d’éviter le transfert des ions toxiques vers |esllies.

En ce qui concerne I'expression des genes candilaiSLHORAG1 semble étre plus
proche du parent mandarinier, il surexprime I'enslentes transporteurs ioniques 3©S3
P5CS CMO, cLEAS NCEDJ] zinc finger protein, etMYB8 Chez [Iallotétraploide,
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I'expression du gen€EAT2n’est pas modifiée, alors qu’une sousexpression §tee observée

pour I'ensemble des autres génotypes observés.

lll.Réponse des variétés greffés sur les porte-gief autotétraploides de Poncirus et sur
I'allotétraploide FLHORAGL1

Au 49™ jour de stress (400mM NaCl), le cédratier et En@ntinier SRA92 greffés sur
I'allotétraploide FLHORAG1, ont accumulé le plusod’s chlorures (Figures 16C & D). En
accumulant de hautes concentrations de chloruess,variétés ont présenté la plus forte
baisse de (FFo)/Fn, ce comportement nous rappelle celui du mandaric@Emmun
autotétraploide franc de pied. Le FLHORAG1 grefééuamule les mémes quantités d’ions
chlorures au niveau de ses racines que lorsqu’ffasc de pied. En revanche, 'accumulation
des chlorures au niveau des feuilles de variét$egs sur le FLHORAGL1 est beaucoup plus
importante que celle observée sur ses propresleguiEn association le FLHORAGL1 ne

limiterait pas I'accumulation des chlorures au aivelu greffon.

Chez le SRA92 greffé sur le FLHORAGL, la surexposslu geneNCED1 corréle avec
la forte accumulation de chlorures, la baisse duerw hydrique des feuilles et avec la baisse
du (Rn-Fo)/Fm. Nous pouvons donc supposer gu'en plus du st@sisjue, I'association
FLHORAG1 / SRA92 a subi un déficit hydrique entemh la régulation de I'ouverture
stomatique et la réduction de la photosynthésetut&® de I'expression des geng®S3
P5CS CMO etcLEA5a mis en évidence la perception du signal desstele déclenchement

de I'ajustement osmotique chez le cléementinier SRA9

102



CONCLUSION ET PERSEPECTIVES

Mon travail de thése a permis de mettre en évidedd&rents déterminants
physiologiques et moléculaires impliqués dans larémce au stress salin chez les porte-
greffe tétraploides d’agrumes. De maniere a miemprendre leur comportement vis-a-vis
du stress salin, il paraissait important de déctivat d’abord leurs caractéristiques
anatomiques et végétatives. En effet, la polypdsitilbn a entrainé l'augmentation de
I'épaisseur, de la taille des stomates et du centm chlorophylle des feuilles chez le
mandarinier commun et le Poncirus autotétraploiéeschez le FLHORAGL. Ces
changements anatomiques ont eu un impact sur kelafgement et la croissance des porte-
greffe d’agrumes, les autotétraploides étant dendmei vigueur que les diploides. Ces
changements étaient probablement liés a des maiiliins de I'expression du génome. En
effet, nous avons pu démontrer I'implication derléthylation de ’ADN dans le changement
de I'expression du génome, le mandarinier autqikdide surexprimant PAM1 comparé au
dipoide. Il serait intéressant d’approfondir I'édude I'impact de la polyploidisation sur le
génome des porte-greffe d’agrumes par des anatisanéthylation d’ADN et par I'étude
d’expression de genes codant pour d'autres facteirganscription tels que les protéines
WRKY, CFB/DREB...

En confrontant les réponses des porte-greffe poigips a deux types de stress salin : un
premier stress salin modéré (50mM NaCl ; deux ages par semaine) imposant un déficit
hydrique et un second a forte salinité (50-400mMCNaarrosage quotidien) sans limitation
d’eau, nous avons relevé limportance de la commesadéficit hydrique dans le
déclenchement de la tolérance au stress salinlebgmrte-greffe tétraploides. L'application
du second stress salin chez les porte-greffe lesieba un stress ionique sans limitation en
eau. Dans ces conditions, on peut supposer qutdasmtes ne se soient pas fermés et que le
flux de transpiration ait été maintenu impliquamtiiontée de grandes quantités de sel vers les
parties aériennes. En effet 'ensemble des génstymdyploides étudiés ont montré des
phénotypes tolérants lorsqu’ils avaient subi uncitdiydrique. Ainsi, les tétraploides seraient
capables de réguler leurs échanges gazeux de mahigrefficace que les diploides, limitant
la montée des sels a travers le flux de transpirattn situation de stress ionique strict, les
génotypes tétraploides n’ayant subi aucun défidtique, ont montré une forte accumulation
des ions chlorures, plus spécialement chez le maiefaautotétraploide, qui a subi par
conségquence une forte baisse du rendement chldliephyEn subissant un stress salin et

probablement un déficit hydrique, ce génotype ceuaulé que de faibles concentrations de
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chlorures au niveau des feuilles. En réponse a MDOde NaCl, le mandarinier
autotétraploide a surexprimé fortement le ge@ED], impliqué dans la voie de biosynthese
de 'ABA. L’ABA produit a déclenché la fermeture silstomates induisant ainsi la réduction
de la photosyntése. Les modifications des échaggesux ont probablement entrainé le
déclechement de la production des ROS, ce quigugait la forte induction du géne codant
pour la glutathion réductase GR. Par ailleurs, Endarinier autotétraploide a présenté une
surexpression de SOS3, de I'ensemble des trangpoitiques, de P5CS, de cLEAS. et de
Myb8. Les surexpressions deEA5et deMYB8suggérent que ce génotype a été soumis a un

stress oxydatif en plus du stress ionique.

Qu'il ait été en déficit hydriqgue ou en stress gque strict, le Poncirus autotétraploide
accumulait les mémes concentrations d’ions chlgtuien revanche il ne présentait de
symptome de chlorose que lorsqu’il était en stiessque strict. A 400mM de NaCl, le
Poncirus tétraploide a exprimé tres faiblementgeses codant pour I'enzyme CMO et la
protéine chaperonne cLEAS et a sousexprimé lesmeegyde détoxification. Face au stress
oxydatif, le Poncirus n’était protégé ni par desnoprotecteurs ni par des enzymes
antioxydantes, ce qui explique I'apparition deobges a la fin du stress. En ce qui concerne
le FLHORAGL1, quelle que soit la condition de strasdin appliquée, il a présenté des
accumulations de chlorures similaires au Poncirutotétraploide, en revanche, il ne
présentait aucun symptdéme de chlorose. En sureaptifa totalité des effecteurs de la
tolérance au sel que ce soit ceux impliqués dampeteeption et la transduction du signal
(NCED1, SOS3), dans le transport ionique (cNHX1, Q2€Ac, SOS1), l'ajustement
osmotique (CMO, P5CS, cLEA5) et dans la régulatienla transcription du génome (zinc
finger protein, Myb8), le FLHORAG1 se montre d'utmérance accrue au stress salin.
L’ensemble de ces résultats confirment que la beisides agrumes au stress salin est due
particulierement aux ions chlorures tout en supmogae leur accumulation n’est pas le seule
responsable de l'apparition des symptébmes de cddorba montée des chlorures et leur
accumulation sont accompagnées par une limitaternadphotosynthése qui induirait la
production d’'ROS responsables de forts dommagesieeiau des membranes et des
macromolécules. L’efficacité des mécanismes dexdatation antioxydante et de synthése
d’osmoticums jouent alors un réle majeur dans Isenein place de la tolérance au sel. |l serait
alors intéressant de quantifier les concentrattbABA, de proline, de glycine-bétaine et par

la méme, doser les ROS produites suite au stréasesdactivité des enzymes antioxydantes
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afin de confirmer nos résultats et mettre en cati@ la transcription et 'accumulation des

effecteurs de la tolérance au stress salin chafiffésents génotypes.

En situation de stress salin stricte, les varigtéffées sur le FLHORAGL1 ont accumulé de
hautes concentrations de chlorures et ont subifame baisse de photosynthese comparé a
lorsqu’ils étaient greffés sur Poncirus. Le com@arent des variétés greffées sur le
FLHORAG1 nous rappelle celui du mandarinier comnawtotétraploide en situation de
stress salin. Ces conséquences physiologiguestéracéompagnées chez le clémentinier
SRA92 greffé sur le FLHORAGL1 par l'induction deXjgession des genes NCED1, SOS3,
SOS1, cNHX1, CCC12Ac, CMO, P5CS, cLEA5, une répomappellant celles du
FLHORAG1 franc de pied et du mandarinier autotdtigie. En situation de stress salin
stricte, I'association du clémentinier SRA92 aved-LHORAGL1 est sensible aux chlorures
accumulés suite a I'apport continu d’eau. Toutefeislémentinier SRA92 répond au stress
en surexprimant la totalité des effecteurs dellErance au sel. On suppose qu’en situation de
stress salin imposant un déficit hydrique, I'asatioh FLHORAGL1 / clémentinier SRA92et
le mandarinier autotétraploide présenteraient fnleb@ent une tolérance plus importante au
sel. Il serait intéressant d’étudier les détermimg@mysiologiques et moléculaires en suivant la
méme procédure que la notre, mais en appliquastrass salin imposant le déficit hydrique a

I'ensemble des génotypes étudiés.
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ANNEXES
Composition des tampons

Tampon d’extraction d’ADN (TE1)
Tris 0.1M pHS8

NaCl 1.4M

EDTA 0.05M

CTAB 2% (p/v)

PVP 1% (p/v)

Tampon TAE 1x
0.04M Tris-acétate

0.001M EDTA

Tampon de charge 1
0.25% bleu de bromophénol
0.25% xylene cyanol FF

30% glycérol

Tampon TNE 10x pH 7.4
Tris 100mM
EDTAN&-2H,O 10mM

NaCl 2M
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Eau traitée au DEPC

DEPC 0.1%

Tampon d’extraction d’ARN (TE2) pH7.5

EDTA 1mM
Tris-HCI 10mM
NaCl 100mM

SDS 1%

Tampon de charge 2
Formaldéhyde 20%
Formamide 50%
20mM MOPS pH7
Glycérol 10%

EDTA 0.2mM

Bromure d’éthidium 2%
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Abstract

The aim of this work was to provide a set of mitmotirial markers in order to reveal
polymorphism in citrus and to study the maternalipgeny in citrus. We first used forty-four
universal markers previously described in the ditigre: nine of those markers gave products
of amplification but only one of them revealed potyrphism in citrus. We then designed six
conserved pairs of primers using the complete rhdadrial DNA sequences @éfrabidopsis
thaliana and Beta vulgaristo amplify polymorphic intergenic and intronic regs. From
these six pairs of primers, three defined in irdsrohgenes coding for NADH dehydrogenase
subunits 2, 5 and 7 revealed polymorphism in citrBsimers defined in intergenic
mitochondrial sequences did not reveal any polyimisrp in citrus. We realized a phylogenic
study with four polymorphic primers on 77 genotypegsresenting the diversity €fitrus and
two related genera. Seven haplotypes were idestifi@x haplotypesRoncirus Fortunella,

C. micrantha C. reticulata,Citrus medicaL. andC. maxima were congruent with previous
taxonomic investigations. The seventh haplotyp@wad to distinguish an acidic/sour
mandarin (Cleopatra, Sunki and Shekwasha) from waréamdand showed a maternal
relationship with particula€. limoniaandC. jambhirii (Rangpur, Volkameriana and Rough
lemon). This haplotype contained only importantcege used as a rootstock. Our results
suggest also that lime had two maternal origing, foom C. micrantha(Mexican, Giant Key,
Tanepao, Coppenrhad lime), one fr@mmaxima(Tahiti, Marrakech, Palestine Brazil sweet
lime). Universality of those pairs of primers wasted in 18 genotypes belonging to the
following dicotyledonous generaPsidium, TheoboromaCoffea, Hevea Magniferg
Gossypiumand Arabidopsis An interfamily and intrageneric polymorphism weaes/ealed

showing the interest of these markers for phylogestudies.

Keywords : Citrus, dicotyledonous, diversity, mitochondi®CR marker.
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Introduction

Citrus taxonomy and phylogeny is often a subjeatarftroversy because of high diversity of
phenotypic characters, a long history of cultivatiand a complex reproduction system.
Indeed, the presence of self-incompatibility géaeultative apomixis, gene of sterility and a
large sexual compatibility betwedlitrus sp and related genera can be observed. The Asian
origin of citrus is well established but the phydography through Asia remain uncertain. The
main difficulty is the existence of a “primitive’ofm of a sameCitrus sp in different
localization like in the forests of Assam, Indi&lodgson, 1967) or in the Yunnan, China,
(Gmitter and Hu, 1990), and/or surrounding areks $outh China, Vietham, Burma, and
Thailand. Many classifications have been releasgdtiie Swingle and Reece (1967) and
Tanaka (1977) classifications are the most usedietstanding taxonomy, phylogenetic
relationships, and genetic variability @itrus is critical for determining genetic relationships,
characterizing germplasm, controlling genetic emosdesigning sampling strategies or core
collections, establishing breeding programs, amdrégistration of new cultivars (Herrero et
al., 1996).Barrett and Rhodes (1976) performed a numetapadnomy on 43 genotypes and
suggested that there were only three true speci#snwhe cultivatedCitrus, citron (.
medical.), mandarin C. reticulata Blanco) and pummeloC grandis(L.) Osb). Other
species were obtained from hybridization of thisetspecies. Many biochemical and nuclear
molecular markers have been developed to studgehetic diversity and the phylogeny of
Citrus genera and related species including isozymes €keret al., 1996; Torres et al.,
1978), Restriction Fragment Length Polymorphism LRKFederici et al., 1998) RAPD
(Corazza-Nunes et al., 2002; Nicolosi et al., 209@plosi et al., 2005), ISSR (Fang et al.,
1998; Gulsen and Roose, 2001), SSR (Corazza-Nuras 2002). According to Federicci et
al. (1998) and Nicolosi et al. (200@, micranthawas identified as a fourth true specie. This
concept gained further support from various studisgng cytoplasmic DNA markers
(Nicolosi et al., 2000). Cytoplasm i€itrus is maternally inherited (Green et al., 1986;
Yamamoto et al., 1993). Most of the studies wesdized with chloroplastic marker. Using
the cpSSR analysigCheng et al., 2005¢onstructed molecular phylogeny of Citrus, but
relationships of many species were not resolvetast been shown a larger polymorphism
within the chloroplast genomes when compared tontitechondria genomes of tl@trus
genus (Lotfy et al., 2003). The genetic role of INfappears to be universally conserved but
this genome exhibits remarkable variation in comi@tion and size (Gray et al., 1999). PCR

marker showed a low level of discrimination whedr@dsed to mtDNA regions (Engelke and
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Tatlioglu, 2004), probably due to a slower nucléetsubstitution rate in plant mtDNA (Muse,
2000).

The aim of this work was to provide a set of mitmotirial markers in order to reveal
polymorphism in Citrus and two related species tastudy the maternal phylogeny. We first
tested forty-four PCR markers described by Dumbapegue et al. (1997) and Duminil et al.
(2002). Then, after completing an analysis of taguences available in the databases, we
focused on the less conserved regions of the notaiiial genomes to design primer pairs
flanking these sequences. The aim was to obtaine npmlymorphic markers able to
characterize citrus mitochondria. Intergenic segasrofnad3-rpsl2, rpl5-cob clusters, and
intronic regions ohad2, nads andnad/ genes were targeted to design primer pairs. lli#zina
the universality of the designed primers was checkéthin 7 genera belonging to the

dicotyledonous group.

Materials and methods

Plant material

Seventy two accessions belongingQitrus and five to related species were sampled for mt
DNA study (Table 1). Most of the plant materialsrev@rovided by germplasm collection of
agronomic research station of Inra and Cirad in Gatiano (Corse). New designed primers
were tested orPsidium guajava.., Theobroma cacad., Hevea brasiliensisMuell. Arg.,
Mangifera indical., Gossypium barbadense, Murraya paniculatalL.)* Jackto assess their
universality and orArabidopsis thaliangL.) Heynh. as a control. Total DNA was extracted
from fresh leaves according to Doyle and Doyle {198

Design of mitochondrial primers

Using the complete mitochondrial DNA genome®ddbidopsis thaliangNC_001284) and
Beta vulgaris(NC_002511), alignments of conserved sequences penformed. Sequences
of genes involved in the respiratory chamaq andcob) and genes encoding for ribosomal
proteins {pl andrps) belonging to thérabidopsishalianagenome were selected. Sequences
were aligned with those &eta vulgarisusing the software BIOEDFT Six primer pairs were
then designed either in the consensus coding redlianking intronic and intergenic sites or
in the consensus sections within the non codingpnsg Position and length of the primers

were selected using Primér3  software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.c@i Position of primers oArabidopsis thalianar Beta vulgaris

genomes and the expected size of each amplificatiotuct are shown in table 2. It is worth

to note that primers were designed in conservemmegeither within coding or non coding
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regions in order to amplify the most polymorphicdashorter fragments as possible.
Intergenic sequences gdl5-cobandnad3-rpsl2 and intronic regions ofad/, nads andnad?
genes were target regions to design new primes paithe Arabidopsis thalianaand Beta
vulgarissequences.

6.1PCR amplification

MtDNA amplification using 44 pairs of primers preusly described by Dumolin-Lapegue et
al. (1997) and by Duminil et al. (2002) and the s&wly developed primers were performed
using Primus 96 plus MWG Biotech thermal cyclereTPCR reaction (15 pL final volume
containing 0.8U of Taqg DNA polymerase (Eurogent&®)ng of total DNA, 0.2 mM of each
dNTP, 1.5 mM MgC], 75 mM Tris-HCI (pH 8.8), 20 mM (NSO, 0.01% (v/v) Tween 20,
0.2 uM reverse primer and 0.2 uM forward primer)swaerformed as follows : initial
denaturation of 94°C for 5min, then 40 amplificatmycles of : 30s of denaturation at 94°C, 1
min at the annealing temperature (Table 2) and B3@sof extension at 72°C, followed by a
final DNA elongation at 72°C for 4min.

DNA analysis

Primer specificity and PCR product size were asskss 1% agarose gel. PCR products
sized less than 500 bp were separated by electregan denaturing 5% polyacrylamid gel
(Acrylamid/Bisacrylamid (19:1, 40% (w/v)), 7M ureaat 60 W constant power.
Electrophoresis was performed at 12 W constant pdive et al., 2000) in 5% native
polyacrylamid gel (Acrylamid/Bisacrylamid (29:1, ¥#0(w/v)) for fragments ranging from
600 bp to 1 kb, and in 4% native polyacrylamid fgel fragments ranging from 1 to 2 kb.
Gels migrated in 0.5X TBE buffer. Denaturing gelerevrun for 2h and native gels for 6 to
7h. The buffer of migration was changed after 4hrafning in the upper and lower
compartments of the electrophoresis setup accordingu et al. (2000). Revelation of gels
was performed by silver staining according to Beidit al. (1982).

6.2Phylogenetic analysis

Polymorphisms of length variations were scored @Esent or absent. A similarity matrix
based on Dice’s coefficient (1945) was produced@i§)ARwin version 5.0.155 (Perrier and
Jacquemoud-Collet, 2006). Tree was constructed ARWIN version 5.0.155 using an
unweighted neighbor joining (500 bootstrap repksatfrom the genetic distance matrix
generated.

Results

Selection of polymorphic primers
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Thirty-five mitochondrial primer pairs published dyuminil et al. (2002) and nine by
Dumolin-Lapegue et al. (1997) were tested for P@fpldication in citrus. Nine pairs of
primers @tp6-2; atp9; coxl; nadd/2-3; rpl5; rps3; rps4; nad//4-5 andrrn5/rrn18-1) gave an
amplification product but only oner(5/rrn18-1) revealed polymorphism in citrus. In order
to provide more polymorphic mitochondrial markers ditrus, six pairs of primers were
designed using thérabidopsis thalianaand Beta vulgaris mitochondrial genomes as
references. Among the six primer designed, thragles of primers amplifying intronic
regions flad2/4-3, nadb/2-1, nadr/1-2) did success to amplify all plant DNA and skd
polymorphism. However, thead3/rpsl2 andnad?/5-4 primers amplified one fragment but
did not success in revealing any polymorphism amoitigis. Only primers defined in
intergenic sequences gfl5-cobrevealed a multilocus profile.

Polymorphism observed with mitochondrial PCR marker

Four mitochondrial PCR markeragd?/4-3, nadb/2-1, nad//1-2 andrrn5/rrn18-1) showed
some degree of polymorphism among the analyZiedis accessionsThe number of alleles
varied from 2 to 3 on 77 genotypes (Table e PIC values among the four loci mt PCR
markers varied from 0.0:m&db/2-1) to 0.63rfad/4-3) (Table 3).

The nadb/2-1 allowed to characterize specifically tRencirus trifoliata (trifoliate orange),
one of the three genera wi@itrus andFortunella Therrn5/rrn18-1 allowed discriminating

2 haplotypes@. maxima, C. medicand C. micranthg, (C. reticulata, C. sunki, P. trifoliata
andF. japonicg. Thenad2/4-3 markers allowed to characterize 3 haploty@sreticulatg

F. japonicg, (C. medicaP. trifoliata), (C. maximd. Thenad71-2 allowed to characterize 3
haplotypesC. reticulata, C. maxima(C. medica, F. japonigaand P. trifoliata

Citrus phylogenic analysis

Based on the four polymorphic mitochondrial PCR kees fad2/4-3, nadb/2-1, nadr/1-2
and rrn5/rrn18-1), a tree representation (Fig. 1) of genetmilarities between pairs of
genotype based on Dice coefficient (Dice, 1945)eweonstructed using the Neighbour
Joining clustering method (Saitou and Nei, 198@ke® haplotypes were observed:

1) Pummelo haplotype: This haplotype contained st important commercial varieties
like C. maxima, C. paradisi, C. sinensis, C. auranti@n,limon (tanaka classification)C.
pseudolimonC. limettg C. latifolia, C. limettioidesandC. latipes

2) Micrantha haplotypeC. micrantha C. hystrix C. aurantifolia C. junosC. halimi C.
macrophyllaandC. excelsa ;

3) Citron haplotype contained onG; medica
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4) Mandarin haplotype contained nearly all the nasumdaccessions excepted Bendi guandju,
C. sunki, C. reshrandC. depressa

5) Poncirus haplotype contained oRlytrifoliata;

6) “Acid rootstock” haplotype contained three pautar mandarin@. sunki, C. reshrandC.
depressaandC. limoniaandC. jambhiri all used as rootstock ;

7) Fortunella haplotype contained omilgrtunella sp.

The different species of lime belong to two difi@rdaplotype.C. limettg C. latifolia, C.
limettioidesbelong to theC. maximahaplotype wherea€. aurantifolia belong to theC.
micranthahaplotype. So, the large fruit lime belong to saene haplotype than the pummelo
and the small fruit lime belong to the same haletthan the micrantha.

Universality of the primers

Universality of all the new pairs of defined primmevas tested in 24 genotypes belonging to
the following dicotyledonous gener&@sidium, TheoboromaCoffea, HeveaMagniferg
Gossypium, Citrus, Poncirus, Murrayend Arabidopsis Among the six pairs of primer, five
PCR primersrfad2/4-3,nad2/5-4,nadb/2-1,nad7/1-2 andnad3/rpsl2) gave an amplification
product and revealed polymorphism (Fig. 2). Usirag2/4-3 primer pair, an interspecific
polymorphism was as well revealed into the mangugmwhilePsidium guajavaandHevea
brasiliensisamplified two fragments as shown on figurenad?/5-4 andnadb/2-1 primer
pairs showed an interfamily polymorphism (Fig. 2j)adr/1-2 revealed inter genera
polymorphysm(Fig. 2).

To end, in order to have a more detailed drawinthefinterest of the generated primers, sizes
of PCR products obtained with the six newly devetbprimer pairs are presented in Table 2.

Discussion

Mitochondrial marker diversity in citrus and relaés.

In order to get mtDNA markers displaying diversitycitrus, several primers pairs previously
defined were tested (Duminil et al.,, 2002; Dumdlapegue et al., 1997). Only one
(rrn5/rr18-1) revealed polymorphism (Fig. 1). It can beeddaiat Lotfyet al. (2003) did not
find any polymorphism irCitrus species with primers developed by Demesiral. (1995)
even after developing CAPS. Tree of our new markdimved to reveal polymorphism in
Citrus. However, by combination of the data obtdingsing thenad2/4-3, nadr/1-2,
rr5/rrn18-1 andnadb/1-2 markers, it is possible to differentiate theese hapotypes in
Citrus sp.,Fortunellasp. and th&oncirus trifoliata

This new set of mitochondrial primer allowed anatgzthe maternal heredity in true citrus.
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One haplotype characterif®rtunellasp and one characteriP®ncirus trifoliata It is worth

to note that these genera never transmitted nbtuhadir maternal cytoplasm to other citrus
hybrid. In the five haplotypes observed in @G#rus sp, four correspond to the cluster
medica C. maxima C. reticulataand C. micranthadescribed previously by Nicolost al.
(2000) and Abkenaet al (2004; 2008). A new particular haplotype appearsur study
which contained six genotype€.(reshni“Cleopatra”, C. sunki“Sunki’, and C. depressa
“Shekwasha”,C. limonia “Volkameriana” and “Ranpur” an€. jambhiri “Rough lemon).
“Cleopatra”, “Sunki; and “Shekwasha” are three particular mandarinssified as C.
reticulata by Swingle and Reece (1967) but Tanaka (1977)ndisished these 3 genotypes
from the other mandarin nam& reshnj C. sunkiandC. depressarespectively. However,
nuclear marker (SSR, ISSR, RAPD) didn’t display alifference between this “Cleopatra”
and the mandarins group (Barkley et al., 2006; Fang@l., 1998; Nicolosi et al., 2000).
“Rangpur” lime and “Rough” lemon belonged to thensahaplotype. Ollitraulet al. (2003)
showed using allozyme that “Rangpur”, “Rough” lenamd Volkameriana clustered with the
group of limes. Scora (1975) suggested that “Rbugmon was a natural hybrid of a
mandarin and a citron. Based on RAPD, SCAR an®R]3®8colosiet al. (2000) and Barkley
et al. (2006) proposed that citron and mandarin are boitestors of “Rough” lemon and
“Rangpur”, but can not be considered to be diracepts. Gulsen and Roose (2001) observed
that cpDNA patterns clustered “Rangpur lime” witBuhki” mandarin but “Cleopatra” and
“Shekwasha” were not part of the study. Our datggsst that these specific mandarins could
be the female parent of “Rangpur” and “Rough” lemdalkameria lemon is more complex.
In a previous work, Dengt al. (1996) found that Volkameria could be a hybriccitfon and
sour orange. Nicoloset al. (2000) confirmed this assumption that was probaained by
backcrossing with mandarin. Barklest al. (2006) found that structure analysis showed
admixture between the citron, mandarin and pumrgsdops with the majority of its alleles
coming from the citron and mandarin group. The eerdf origin of this fruit is still
controversial topic. Hodgson (1967) considered gd#@, VVokameriana, Rough lemon and
Rangur to be native from northeastern India but t&mand Hu (1990) considered “Sunki”,
“Rough lemon” and “Rangur” to be native from thernan. It is worth to note that all of
those genotypes are used like rootstock becaueftolerance to many biotic and abiotic
stresses (Ollitrault et al., 2003). One may consttles result as an important information
since the mt genome origins is usually not takeragoount in citrus rootstock breeding
programs. Then, it is required to study the exat# of the cytoplasmic genomes in those

tolerances.
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The citron haplotype contains onG. medica This specie did not transmit its cytoplasm to
other species but plays an import role as a malenpaNicolosiet al. (2000) displayed with
nuclear and cytoplasmic marker that citron wasntade parent of lemon, “Mexican” lime,
“Volkamerina”, “Rangpur”, “Rough” lemon, “Bergamdie'Palestine” lime.

The mandarin haplotype contained nearly all thedaan accessions excepted “Nasnaran”,
“Cleopatra”, “Sunki”, “Pectinifera” and “Ben Di Guag Ju”. Mandarin played an important
role in the evolution. Phylogenetic analysis by i&c(975) and Barrett and Rhodes (1976)
suggested that mandarin was one ancestral pareswesdt orange, sour orange. Molecular
markers supported this hypothesis that mandarintaparent from different species derived
from hybridization (Barkley et al., 2006; Fedemtial., 1998; Herrero et al., 1996; Nicolosi et
al., 2000; Torres et al., 1978).

The micrantha haplotype contained many differerdcsgs C. micrantha C. hystrix C.
ichangensis C. halimii, C. macrophylla C. junos C. exelsa C. amblycarpaand C.
aurantifolia (Mexican, Tanepao, Coppenrhad, Gallet, Giant KeM))of these genotypes are
acidic. C. micranthawas considered to be the possible ancestor dfttier genotypes which
possessed the highest number of unique RAPD, SGARCpDNA markers (Nicolosi et al.,
2000). C. micrantha, considered as monembryonic could be the femalenpasf many
genotypes (The Citrus Industry, Vol 1, pp 393-3%cording to Nicoloskt al. (2000),C.
hystrix and C. aurantifoliabelong to the micrantha haplotypEhe taxonomy origin ofC.
junos Yuzu' is still controversial. Swingle (1967) sested that "Yuzu' was a hybrid between
Ichang Papeda and mandarin; while Tanaka (1954yitdesl "Yuzu' as specie that it is not a
hybrid. As well, Hiraiet al. (1986) reported that “Yuzu' was not a hybrid betwéchang
Papeda and mandarin by isozyme analysis. Our rdmgtayed that “Yuzu” had the same
maternal origin tharC. ichangensisand C. micranthasuggesting that Yuzu had a papeda
maternal origin.

The pummelo haplotype contained the most impogpaties in cultivated citrus. It confirms
that C. sinensisC. aurantium C. paradisj C. lemon(tanaka classification)C. latipeshad
pummelo maternal origin (Green et al., 1986; Nisokt al., 2000; Yamamoto et al., 1993).
Bendi guangju mandarinC( nobilis Tanaka classification) was considerate to be btose
related to Satsuma mandarin. According to Chengl. (2005), Bendiguangju presented a
pummelo haplotype and not a mandarin haplotypeouinstudy, King of SiamQ. nobilis
Tanaka classification) holds a mandarin haplotyge,. this twoC. nobilis present different

cytoplasmic origin and should not be classifiedhss same species. Chinoti@. (myrtifolia
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Tanaka classification), which displayed the pumm@plotype is considerate to be closely
from C. aurantium(Barkley et al., 2006).

The maternal phylogeny of lime

The origin of lime is multiple and complex. Our u#ssuggests that limes belong to two
different haplotypeC. limettg C. latifolia, C. limettioidesbelong to theC. maximahaplotype
whereasC. aurantifolia belong to theC. micranthahaplotype. The two most important

commercial varieties of limes are the “Mexican” dmnd “Tahiti” lime. Mexican limes are

apparent hybrids of citrons and papedas{Nicolbsale 2000; Scora, 1975). According
Nicolosi et al. (2000), “Mexican” lime has micrantha maternal origGulsen and Roose
(2001) clustered Mexican lime in mandarin group batdy because of the absence of
micrantha.

The origin of the “Tahiti” lime is unknown. Groffl§27) and Morton (1987) suggested that
“Tahiti” lime is presumed to be a hybrid of the “Mean” lime and citron, or, less likely, the
lemon. Our result suggests for the first time thdexican” lime and “Tahiti” lime have not
the same maternal origin. Hodgson (1967) obseratithe Tahiti lime and the Sweet lime
bear slight resemblances to the galgadl the Tunisian limetta. The limes include batida
and sweet varietiebut for Hodgson (1967) the limes consist of twodsinthe small-fruited
Mexican lime and the large-fruited Tahiti or Pensibme. These two kinds of limes

correspond to the two different haplotypes observed

Universality and diversity of new designed primers

Over the six pairs of primers we generated, fiveeg® CR amplification and revealed
polymorphism among several tropical plants teskegl. ).

In these plants genera, the level of polymorphigpeared to be lower than in the citrus
group. For instance, no interspecific diversity vadserved between the twArabidopsis
ecotypes or between tl@offeaand Gossypiumones. Only one locingd?2/4-3) among five
were polymorphic betweedlangiferaspecies as well as betweRsidiumspecies.

In conclusion, the new mtDNA markers proposed is gtudy will be very useful and very
efficient for determining the maternal origin oftras species. Seven haplotypes were
identified. Six haplotypesPoncirus Fortunella, C. micranthaC. reticulata, Citrus medica

L. and C. maxima were congruent with previous taxonomic investma and the seventh
haplotypes allowed to distinguish an acidic/soundaain (Cleopatra, Sunki and Shekwasha)

from mandarin and showed a maternal relationshifh vparticular C. limonia and C.
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jambhirii (Rangpur, Volkameriana and Rough lemon). Our tesiuggest also that lime had
two maternal origins, one fror@. micrantha(Mexican, Giant Key, Tanepao, Coppenrhad

lime), one fromC. maximgTahiti, Marrakech, Palestine Brazil sweet lime).
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Table 1 : Genotypes studied for mtDNA phylogenialgsis. * coming from the germplasm

bank of theUniversity of Agriculture, Faisalabadkidtan). **coming from the germplasm

bank of the University of Cukurova, Adana (Turkey).

SRA n° Swingle system Tanaka system Commun name
140 C. aurantifolia(Christm.) C. aurantifolia(Christm.)
Swing. Swing. Mexican lime
697 C. aurantifolia(Christm.)
Swing. C. limettioidesTanaka Brazil Sweet
779 C. aurantifolia(Christm.) Macrophylla or
Swing. C. macrophyllavester  Alemow
0110234 C. aurantifolia(Christm.)
Swing. C. excelsaVester Excelsa
802 C. aurantifolia(Christm.)
Swing. C. limettioidesTanaka Palestine sweet lime
838 C. aurantifolia(Christm.) C. aurantifolia(Christm.)
Swing. Swing. Coppenrhad lime
836 C. aurantifolia(Christm.) C. aurantifolia(Christm.)
Swing. Swing. Tanepao lime
58 C. aurantifolia(Christm.) C. latifolia (Yu Tanaka)
Swing. Tanaka Tahiti lime
616 C. aurantifolia(Christm.) C. latifolia (Yu Tanaka)
Swing. Tanaka Bears lime
1057 C. aurantifolia(Christm.) C. aurantifolia(Christm.)
Swing. Swing. Gallet
785 C. aurantifolia(Christm.) C. aurantifolia(Christm.)
Swing. Swing. Giant Key lime
612 C. bergamiaRisso and
C. aurantifoliavar Bergamia Poit. Bergamote orange
952 C. aurantiumL. C. aurantiumL. Maroc sour orange
122 C. aurantiumL. C. aurantiumL. Bouquettier de Nice
sour orange
870 C. aurantiumL. C. aurantiumL. Granito sour orange
* C. aurantiumL. C. myrtifolia Raf. Chinotto
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0110302 C. halimiiB.C. Stone (Tanaka

Class.) C. halimiiB.C. Stone Mountain
630 C. hystrixD.C. C. hystrixD.C. Combava
846 C. ichang austerax. Tanaka
hybrid C. junosSiebold Yuzu
686 C. ichangensi$wingle C. ichangensi$wingle Ichang
818 C. latipes(Swingle)
C. latipes(Swingle) Tanaka Tanaka Khazi
* C. limon(L.) Burm. f. C. pseudolimofanaka  Galgal
944 C. limon(L.) Burm. f. C. limoniaOsbeck Rangpur lime
16 C. limon(L.) Burm. f. C. limon(L.) Burm. f. Lisbon lemon
2 C. limon(L.) Burm. f. C. limon(L.) Burm. f. Eureka lemon
292 C. limon(L.) Burm. f. C. limon(L.) Burm. f. Meyer lemon
778 C. limon(L.) Burm. f. C. jambhiriLush. Rough Lemon
729 C. limon(L.) Burm. f. C. limoniaOsbeck Volkameriana
829 C. limon(L.) Burm. f. C. limettaRisso Marrakech lime
* C. limon(L.) Burm. f. C. limoniaOsbeck Rangpur nepal
710 C. maximaBurm.) Merr. C. maximgBurm.) Merr.  Sans Pépin pummelo
322 C. maximaBurm.) Merr. C. maximaBurm.) Merr.  Pink pummelo
608 C. maximaBurm.) Merr. C. maximaBurm.) Merr. Chandler pummelo
613 C. medical. C. medical. Corsican citron
709 C. medical. C. medica.. Etrog citron
640 C. medical. C. medica.. Digité citron
* C. micranthawester C. micranthaWester Micrantha
* C. paradisiMact. C. natsudaiadaHayata natsudaidai
293 C. paradisiMact. C. paradisiMact. Star Ruby grapefruit
470 C. paradisiMact. C. paradisiMact. Duncan grapefruit
284 C. paradisiMact. C. paradisiMact. Marsh grapefruit
133 C. reticulataBlanco C. deliciosaTen. Willow Leaf mandarin
443 C. reticulataBlanco C. unshiuMarc. Miho Satsuma
584 C. reticulataBlanco C. reticulataBlanco Ponkan mandarin
261 C. reticulataBlanco C. reticulataBlanco Beauty mandarin
583 C. reticulataBlanco C. nobilisLour. King of Siam mandarin
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705 C. sunki(Hayata) hort. ex

C. reticulataBlanco Tanaka. Sunki mandarin
652 C. reticulataBlanco C. reticulataBlanco Ananas mandarin
552 C. reticulataBlanco C. tangerinaHort. ex Tan. Dancy mandarin
445 C. reticulataBlanco C. unshiuMarc. Okitsu Satsuma
500 C. reticulataBlanco C. unshiuMarc. Closellina Satsuma
578 C. reticulataBlanco C. nobilis Lour. Bendi Guangju
230 C. reticulataBlanco C. unshiuMarc. Wase Satsuma
221 C. reticulataBlanco C. unshiuMarc. Owari Satsuma
657 C. reticulataBlanco C. unshiuMarc. Pucheng Satsuma
309 C. templehort. ex Yu

C. reticulataBlanco Tanaka Temple mandarin
982 Pectinifera or

C. reticulataBlanco hybrid C. depressdlayata Shekwasha
896 C. amblycarpgHassk.)

C. reticulataBlanco hybrid  Ochse. Nasnaran mandarin
948 C. reticulatavar austera C. reshniHort. ex Tan. Cléopatra mandarin
92 C. clementindnort.ex

C. reticulatax C. sinensis ~ Tanaka Commun Clémentine
601 C. reticulatax C. sinensis C. reticulata C. sinensis Murcott tangor
692 C. reticulatax C. sinensis C. reticulatax C. sinensis Ellendale tangor

0110162 C. reticulatax P. trifoliata C. reticulatax P. trifoliata Citrandarin B47

31 (C. reticulatax C sinensiyx (C. reticulatax C sinensiy Fortune mandarin
C. tangerina x C. tangerina
524 C. reticulataBlanco hybrid  C. tankan Hayata

246 C. sinensigL.) Osbeck C. sinensigL.) Osbeck

Tankan Hayata

Valencia Late orange

217 C. sinensigL.) Osbeck Washington Navel
C. sinensigL.) Osbeck orange
544 C. sinensigL.) Osbeck C. sinensigL.) Osbeck Tarocco orange
299 C. sinensigL.) Osbeck C. sinensigL.) Osbeck Shamouti orange
41 C. sinensigL.) Osbeck C. sinensigL.) Osbeck Hamlin orange
599 C. tachibanaSwingle C. erythrosa hort. ex
Tanaka Fuzhu mandarin
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769

839

482

711
492

1074

C. tachibanaSwingle C. erythrosa hort. ex
Tanaka

C. tachibanaSwingle C. kinokuni hort. ex
Tanaka

Fortunella japonica Thumb.) Fortunella japonica

Swingle (Thumb.) Swingle

F. crassifoliaSwingle F. crassifoliaSwingle
F. margarita(Lour.)

F. margarita(Lour.) Swingle Swingle
Poncirus trifoliata(L.)

Poncirus trifoliata(L.) Raph Raph

San Hu Hong Chu
mandarin
Nan Feng Mi Chu
mandarin

Marumi Kumquat

Meiwa Kumquat

Nagami Kumquat

Pomeroy Trifoliate

orange
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Table 2. Amplification results of 9 pairs of mitaoidrial primers previously described tested orusitind related species and 6 new pairs

of mitochondrial primers tested on citrus and ditextonous species.

Reverse Forwarc - o S Expected Tm
Name Source ) Sequence (5-3") _ Sequence (5’-3) PositiGrt DNA origin Amplification test

primer primer size (pb) (°C)
atp6-2 Duminil et al. (2002) atp6 gcatcattcaagtaaataca 2 atjigaagctgtctggaggg 96836-9808\ thaliana DSBEFI 1264 50
atpo Duminil et al. (2002) atp9 ccaagtgagatgtccaagat atp9 cttcggttagagcaaagcc 78821-790&41 thaliana DSBEFI 279 50
coxl Duminil et al. (2002) coxl ttgttacgaccacgaaga coxl tcggtgccattgctggag 149988-15132A. thaliana DSBEFI 1360 58
nad4/2-3  Duminil et al. (2002) ad4/2 ctcctcagtagcccatatga add/3 aaccagtccatgacttaaca  164093-1672A7thaliana DSBEFI 3184 55
nad7/4-5  Duminil et al. (2002) nadr/4 tgtcctccatcacgatvtcg nad7/5 ccaaattctcctttaggtge 136033-13796% thaliana DSBEFI 1952 58
rpls Duminil et al. (2002) rpl5 agtggtaaagtctcatct rpl5 atygtgtgaaataagagtag  58256-57842 thaliana DSBEFI 432 50
rps3 Duminil et al. (2002) rps3 ggcgtatttcggatgctt rps3 tcaagtyggttcagtgag 26598-28658./thaliana DSBEFI 2076 50
rps4 Duminil et al. (2002) rps4 csttcygctccgaagag rps4 tctccgaagattgagg 82048-8297A./thaliana DSBEFI 950 58
rrn5/rrn18-1Duminil et al. (2002) rr5 gaggtcggaatgggatcgggrn18/1gggtgaagtcgtaacaaggt  161129-161383thaliana DSBEFI 273 50
rpl5/cob Designed rpl5 ccaacacacaagatgaga cob agaaacatacttgcccc 58262-6009 thaliana PtCHMGADSBEFI 1832 55
nadb/2-1  Designed nadb/2 ctggttagatgcgtgg nadb/1 acacggctcaccaac 142368-142643 thalianaPTCHMGADSBEFI 275 50
nad2/4-3  Designed nad2/4 cccttcctttetgttgt nad2/3 tagtgttcgatatagggg 330666-33156%. thalianapTChMGADSBEFI 900 50
nad2/5-4  Designed nad2/5 tcatatagaatccatgtcct nad2/4 tatttcggctattaccttc 328014-32987A./thalianaPTCHMGADSBEFI 1859 50
nad3/rpsl2 Designed nad3 tgaatggaaaagggg rpsl2 ccgtactttggctatctt 263581-26383B./vulgaris PTCHMGADSBEFI 250 50
nad7/1-2  Designed nadr/1 tttgatataggctcgct nadr/2 ggaacatagcataggg 132914-13302¢ thalianaPTChMGADSBEFI 163 50

3 Position of the 5-end of each primer on the wfitondrial genome®; P, Psidium; T, Theobromg C, Coffea; H, Hevea; M, Mangifera ; G, Gossypium A,
Arabidopsis thaliana D, Citrus reticulata; S,C. maximg B, C. medica E, Poncirus trifoliata; F, Fortunella japonica | , Murraya paniculata Capital letters are

used when amplification did success, lower-caseretvhen no amplification occurred and italics wieveral fragments are amplified.
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Table 3: Number of allele, size range and polymmmhinformation content (PIC) value per

locus obtained on 77 individuals belong to trueusit

locus Number of Size range (bp) PIC
alleles

rr5/rrn18-1 2 260-256 0.49

nad2/4-3 3 260-240 0.63

nadb/2-1 2 215-210 0.05

nadr/1-2 3 158-132 0.50

nad3/rpsl2 1 253 0
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Legends of figures

Figure 1 Neighbor Joining dendrogram of €itrus accessions and related genera based on
analysis of 4 polymorphic mitochondrial PCR markeédsotstrap values shown based on 500

resamplings.

Figure 2. Analysis of PCR amplification patterngambed with total DNA of the 24 genotypes
and the new intergenic mitochondrial-specific prispgA) nad3/rps12; (B) nad2/4-3 primer; (C)
nad?2/5-4 primer; (D)nadb/2-1 primer and (Epadr/1-2 (a) primers, on polyacrylamid gel. 1-24:
1 Psidium acutangulun® P. guajava’Beaumont’, 3P. guajava‘Yellow’, 4 Theobroma cacao
‘Forestaro’, 5T. cacao'Criollo’, 6 Coffea arabica 7 C. canephora8 Hevea benthamian® H.
brasiliensis 10 Mangifera indica‘Mulgoba’, 11 M. laurina, 12 M. indica L., 13 M. indica
‘Leonard’, 14 M. indica ‘Mangue blanche’, 1550ssypium hirsutum16 G. barbadensel7
Arabidopsis thalianaC24’, 18 A. thaliana ‘Landsberg erecta’, 1€itrus reticulata ‘Willow
leaf’, 20C. maximaSans pépins’, 2C. medicdCorsican’, 22Poncirus trifoliata‘Pomeroy’, 23

Fortunella japonicaMarumi’, 24 Murraya paniculata.
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RESUME
Les agrumes sont cultivés dans les régions sengsdu ils peuvent étre confrontés a une
augmentation de la salinité des sols. Etant sexssill stress salin et a plusieurs contraintes
biotiques, les agrumes doivent étre greffés sur plase-greffe cumulant des traits de
tolérances biotiques et abiotiques. Il n’existais ple porte-greffe tolérant a la salinité, tout en
étant résistant au virus de la tisteza. Un nouyemate-greffe allotétraploide (FLHORAG1),
issu de la fusion entre les protoplastes’dacirus trifoliataet deCitrus deliciosaa été crée
par le CIRAD. Il est tolérant au sel et résistamtvaus de la triteza. Dans notre étude, nous
avons comparé le comportement du FLHORAG1 a caduseb deux parents diploides et a
celui des autotétraploides respectifs en situatierstress salin. Nous avons comparé ces
génotypes au niveau physiologique (mesures de mbetu des feuilles, d’accumulation
ionique et de fulorescence chlorophyllienne), né&jalement au niveau moléculaire par les
techniques de cDNA-AFLP et de RT-PCR en temps mMdek résultats suggérent que la
tolérance au stress salin chez les porte-greffapi@ides (auto- et allo-) est dépendante de
'application d’'un déficit hydrique. Il semble efffet que si le stress salin appliqué n’est pas
associé avec un déficit hydrique, les porte-grefteaploides ne sont pas plus tolérants que les
diploides. Le FLHORAGL1 présentait une tolérancewe@ de fortes concentrations de sel.
Cette plus grande tolérance est en accord avegréx@ession observée des genes codant
pour les effecteurs impliqués dans la perceptida &ansduction du signal, dans le transport
ionigue et dans l'ajustement osmotique. Les vasigjéeffées sur le FLHORAG1 sont
sensibles a une forte contrainte saline (sansdtioit en eau), le FLHORAG1 étant incapable
de limiter le transfert des ions vers les partErseanes
Mots clés:agrume, porte-greffe, tétraploidie, stress sdlficit hydrique, greffon.

ABSTRACT
Citrus are cultivated in semi-arid regions whereytlare confronted to an increase of soil
salinity. Citrus are sensitive to salt stress akral biotic factors. In order to face up to those
constraints, citrus scions must be grafted on tocks cumulating traits of tolerance to biotic
and abiotic stresses. Nowday, there is no rootsatdé to tolerate salt and also the tristeza
virus. A new allotetraploid rootstock (FLHORAG1htained by fusion between protoplasts
of Poncirus trifoliataand Citrus deliciosa has been made by CIRAD. It is salt tolerant and
tristeza virus resistant. In our study, we compgheeFLHORAG1 behavior to its diploid and
autotetraploid parents in salt stress condition. ddi@mpared those genotypes physiologically
(leaf water content, ion accumulation and chlordipihyorescence), and also molecularely by
cDNA-AFLP and real time RT-PCR techniques. Our Itssauggest that citrus salt stress
tolerance of tetraploid rootstocks (auto- and alie-dependent of a water deficit application.
When the applicated salt stress is not associaitbdavwater deficit, tetraploid rootstocks are
not more salt tolerant than diploids. FLHORAG1 skdwa high tolerance to high salt
concentrations. This higher tolerance was in agesenwith an up-regulation of the
expression of genes conding for effectors implidatesignal perception and transduction, in
ion transport and in osmotic adjustment. Variegeafted on FLHORAG1 was sensitive to
high salt stress concentrations (no water limitgtid-LHORAG1 being anable to limit the
transfer of ions in the scion.
Keywords: citrus, rootstocks, tetraploidy, salt stress, wataleficit, scion.
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