Recherche de la variation somaclonale
pour linduction de la tolérance au stress
salin de lignées cellulaires de porte-greffes
d’agrumes

Ramdan R.*'®, Handaji N?, Arsalane N.*, Ait Haddou M?,
Ben Yahia H.?*, Affelah M.* et Chlyah H."

a - INRA CRRA Rendre Laboratoire d’amélioration génétique, UR/ ACR-
PHG , Kénitra, Maroc

b - Université Mohamed -Faculté des Sciences, V, Rabat, Maroc



Résumé

La présente étude vise ’induction de la variation somaclonale via la callogenése pour la
sélection in vitro de lignée cellulaires tolérants a la salinité de cing porte-greffes d’agrumes
(Poncirus trifoliata, Citrus aurantium, Citrus volkamériana, mandarinier Cléopitre et le
lime rangpur). Les cals ont été induits a partir d’embryons excisés et cultivés sur le milieu
de Murashige et Tucker (1969) contenant ImgL™' de 2,4-D et 0,5mgL"" de BAP. Deux méthodes
d’induction de la résistance a la salinité ont été réalisées, la premiére se base sur la culture
d’embryons oulet des cals sous stress appliqué de fagon directe (0 gL', 3 gL, 6 gL, 8 gL,
9 gLlet 10 gL' de NaCl); La deuxiéme méthode se base sur la culture des cals sous stress
appliqué graduellement.

Les résultats ont prouvé que la mandarine Cléopadtre présente la meilleure aptitude a la
callogenése en présence de sel et pour les différentes concentrations avec une moyenne de 73%.
Il'y a une amélioration de la résistance a la salinité par le test de stress graduel pour le P.
trifoliata et le C. aurantium et méme pour les porte-greffes considérés résistants a la salinité
le mandarinier Cléopatre et la lime rangpur. En effet, les cals sélectionnés en condition de stress
salin graduel, montrent un développement normal jusqu’a 9 gL' de NaCl pour le C. aurantium
et le P. trifoliata et jusqu’a 10 gL' pour le mandarinier Cléopatre et le lime rangpur. Une nécrose
totale des cals a été observée a la dose de 11gL" de NaCl. Les cals de C. volkamériana ont
exprimé une tolérance a 9 gL' de NaCl et une tolérance relative a 10 gL’ de NaCl. C.
volkamériana présente ainsi une tolérance intermédiaire aux sels par rapport aux autres

porte-greffes.
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callogenéseSearch of somaclonal variation for tolerance induction of salt stress
at citrus rootstock cellular lines

Summary

This study was undertaken to induce somaclonal variation via callogenesis in order to select
resistant genotypes to salinity of five citrus rootstocks (Poncirus trifoliata, Citrus. aurantium,C.
volkamériana mandarinier Cléopdtre and lime rangpur). Callogenesis was initiated after in
vitro culture of excized embryos on MT medium with ImgL" of 2,4-D and 0,5mgL"! BAP.

Two procedures for salt resistance were made: the first was based on direct exposure of
excised embryos or callus to different concentration of NaCl (0 gL', 3 gL', 6 gL', 8 gL', 9
gL'et 10 gL"). The second, callus was placed in vitro culture on media containing gradually
increasing quantities of NaCl.

The results showed that mandarinier Cleopatre has the best capacity for callogenesis in NaCl
media with an average of 73%. Also, gradual test allowed an amelioration of salinity resistance
with a normal callus development up to 9 gL' of NaCl for P. trifoliata and C . aurantium and
up to 10 gL! of NaCl for mandarinier Cleopatre and lime rangpur. The callus of C.volkameriana
expressed a tolerance with 9 gL' of NaCl and a relative tolerance with 10 gL of NaCl. Thus
we can say that C. volkameriana is intermediate salt-tolerant rootstock.

Key words : Citrus fruits, rootstocks, salinity, somaclonal variation, callogenesis
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I- Introduction

Les agrumes sont parmi les arbres fruitiers les plus exigeants en eau dans les périodes
seches. Cependant, I’irrigation mal maitrisée ou 2 base d’eaux saumétre entraine chaque
année un déclin significatif du rendement (Zid et al. 1991; Gupta 1997; Cirad, 1998).

Au Maroc, I’agrumiculture se développe intensivement dans les zones irriguées avec
une production ciblée sur les petits agrumes destinés a la consommation en frais. Ce-
pendant, 90% des plantations sont réalisées sur le bigaradier sensible 2 la salinité. De ce
fait, 'INRA a entrepris un programme de recherche sur la création et la sélection de
nouveaux porte-greffes tolérants a la salinité. Plusieurs méthodes d’amélioration géné-
tique des agrumes ont été explorées a I’échelle internationale. Des croisements ont été
faits entre des porte-greffes pour la production d'hybrides tolérants (Ollitrault 1995; Jac-
quemond et al. 2002; Ezzoubir, 2002), mais cette méthode reste longue et difficile, en
raison de la durée du cycle de reproduction et de 1’éloignement systématique des formes
tolérantes. De ce fait, la variation somaclonale est une voie prometteuse pour I’amélio-
ration. Ainsi, la régénération in vitro des plantes a partir de cals provenant de différents
tissus et cultivés sous des conditions salines a donné des résultats pertinents (Beloualy
et al 1993; Maas, 1993 ; Garcia et Primo, 1995; Kochba et al, 1982). Des plantes en-
tieres ont été régénérées a partir de lignées cellulaires sélectionnées pour leur résistance
a la salinité. En plus, la transmission de ce caractere aux descendances a été démontrée
par Nabors et al., 1980 et Collin et al., 1990. Par conséquent, les souches cellulaires
sont libérées des contraintes physiologiques, rencontrées dans la plante, in situ. Cette
voie associée a I'effet d’agents stressants, permettrait d’agir sur des systémes géné-
tiques différents de la sélection classique (Sibi 1989; Sibi 1996; Gmitter. et al 1992).
Par ailleurs, un stress appliqué de fagon directe sera une source d’un criblage de simples
mutations, faciles a reverser, alors qu’une pression appliquée graduellement devrait en-
trainer une adaptation (Sibi ez al. 2000).

Le présent travail vise 1’induction de la variation somaclonale pour la sélection in vitro
de lignées cellulaires tolérantes a la salinité a partir de cals issus de la culture in vitro
des embryons de cing porte-greffes d’agrumes. Ainsi de comparer deux voies de sélec-
tion in vitro de callogengse: la culture des embryons ou/et des cals sous stress appliqué
de fagon directe et la culture des cals sous stress appliqué graduellement. C’est ainsi que
I’adjonction au milieu de culture, de stress salin, en quantité sub-létale et dont les doses
augmentent a chaque repiquage des cals, devrait éliminer progressivement toute cellule
inadaptée, tandis que les autres se multiplient. Il en résulte des souches résistantes ou to-
lérantes a un stress de forte intensité (Sibi 2000).

Des analyses de la variance selon la méthode de Newman- Keuls, pour les caracteres:
Taux d’induction callogéne (TIC) et le nombre de jours pour I’initiation de la calloge-
neése (NJC) ont été effectuées.
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Il- Matériel et Méthodes

Pour mener cette étude, les cing espéces de porte-greffes suivants issus de la collection
de 'INRA (Maroc) ont été retenues: Poncirus trifoliata, Citrus aurantium (Bigaradier),
Citrus volkamériana, mandarinier Cléopatre et lime rangpur (Tableau 1).

Tableau 1. Caractéristiques des porte greffes étudiés

Porte Greffe

Caractéristiques

Poncirus trifoliata

porte-greffe d’avenir possede un locus de résistance a la tris-
téza. Sensible a I’exocortis, mais fortement résistant aux né-
matodes, au xyloporose et au phytophtora. Il confére au gref-
fon une meilleure résistance au froid et au gel. Fortement
fructueuse. Mais sa trés faible tolérance a la salinité mérite
d’étre pris au sérieux dans les programmes d’amélioration.

Citrus aurantium

porte-greffe le plus utilisé au Maroc en vertu de son adaptation
aux conditions pédo-climatiques des régions agrumicoles de
ce pays. Cependant, sa sensibilité a la tristeza et sa faible tolé-
rance 2 la salinité rendent les travaux de sélection plus que ja-
mais d’actualité (Forner ,1979 cité par Bougerfaoui, 1987).

Citrus volkamériana

porte-greffe trées vigoureux, résistant aux principaux maladies
qui attaquent les agrumes; il a une tolérance modérée vis a
vis de la salinité (Zekri, 2002). Plusieurs variétés greffées sur
ce porte-greffe présentent une bonne productivité.

Mandarinier Cléopatre

Est apres le Bigaradier le porte-greffe a choisir du fait de sa
tolérance a la tristéza, I’éxocortis et la psoriasis et aussi de sa
résistance a la salinité. Il présente une bonne résistance a la
chlorose ferrique, mais assez sensible a I’asphyxie racinaire.
Plusieurs variétés greffées sur ce porte-greffe présentent une
bonne productivité et une qualité du fruit appréciable.

Lime rangpur

Porte-greffe intéressant du fait de sa tolérance au froid et au
gel et a la salinité. Mais il est sujette fortement a la crofite;
sensible aux: exocortis, xyloporosis, phytophtora et tristeza.
Ce qui limite son utilisation comme porte-greffe (Forner,
1979 cité par Bougerfaoui ,1987).
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Les fruits de chaque porte-greffe sont récoltés au stade de maturité. Les pépins sont ex-
traits puis désinfectés par 1’eau de javel a 5% et de 1’alcool a 70%. Les embryons sont
ensuite excisés dans des conditions aseptiques et mis dans un milieu de culture appro-
prié pour I’induction de la callogenése dont le milieu de base est celui de Murachige et
Tucker (1969). Ce milieu est complémenté par 50g de saccharose, 500mg d’extrait de
malt, ImgL" d’acide 2 ,4-dichlorophenoxy acétique (2,4-D) et 0,5mgL" de benzyl amino
purine (BAP). Le pH est ajusté a 5,7. La callogenése est initiée a 1’obscurité a 26+1°C,
et la multiplication des cals se fait par le repiquage dans le méme milieu une fois tous
les mois durant toute 1’expérimentation.

Pour la sélection in vitro de lignées tolérantes a la salinité, deux voies ont été mises en
évidence:

- La mise en culture des embryons ou/et des cals sous stress appliqué de fagon directe
(Figure 1A et 1C) a raison de 5 embryons (ou cals) par boite de pétri. La multiplication
des cals obtenus se fait dans le méme milieu avec la méme concentration saline.

- La culture des cals avec repiquage sur des milieux de plus en plus concentrés en NaCl
(Figure 1B). Le transfert des cals d’une concentration de NaCl a I’autre se fait aprés un
mois de mise en culture.

Les doses de NaCl choisies pour la sélection de la tolérance sont les suivantes : S0=0
gL' de NaCl, S3=3 gL', S6=6 gL', S8=8 gL', S9=9 gL', S10=10 gL' et S11=11 gL' de
NaCl. Ces concentrations sont choisies pour pouvoir discriminer les porte-greffes entre
eux. Chaque traitement est répété cinq fois.

Les parametres étudiés sont: le taux d’induction des cals (TIC), le nombre de jours pour
I’initiation de la callogenése (NJC) et le développement des cals (DC). Les résultats
sont soumis a I’analyse de la variance a un ou a deux facteurs et les moyennes sont com-
parées selon la méthode de Newman- Keuls, basée sur la plus petite amplitude signifi-
cative. Chaque moyenne est affectée d’une lettre, les valeurs suivies d’une méme lettre
ne sont pas significativement différentes au seuil de probabilité de 5%.
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Figure 1 : Schéma général de la sélection de la tolérance a la salinité :

A et C - Culture in vitro des embryons et /ou des cals sous stress salin directe

B- culture in vitro des cals sous stress salin graduel

S0 =0 gL' de NaCl, S3=3 gL', S6=6gL", S8=8 gL', S9=9gL'et S10=10gL".
<. Repiquage des cals



AL AWAMIA 116 Vol.2 N°4 , 2005 113

Résultats
1- Effet du stress salin directe
a/ Induction des cals

Au dela de 7 a 25 jours d’incubation, et en fonction des doses de NaCl utilisées, des cals
blanchétres apparaissent a la surface des explants, ces cals grossissent et leurs aspects
varient avec la dose de NaCl. L’analyse de la variance sur le pourcentage d’induction
des cals a montré qu’il existe une différence significative entre les porte-greffes et qu’il
n’y a pas une interaction entre 1’effet génotype et I’effet dose de NaCl avec 1’existence
d’une différence trés hautement significative entre les cinq traitements relatifs aux dif-
férentes doses de NaCl (Tableau 2).

Tableau 2 . Résultat de 1’analyse de la variance effectuée sur le taux d’induction callo-
géne de cinq porte-greffes d’agrumes sous stress salin avec différentes doses de 0 & 9
gL' de NaCl.

Source de variation F observée Pr>F
Porte-greffe (PG) 4,75 0,0042 **
Dose de NaCl (DS) 53,82 0,0001 ***
PG X DS 091 ns 0,53 (ns)

** hautement significatif; *** trés hautement significatif; ns : non significatif. Seuil 5%

Les résultats des analyses statistiques ont permis aussi de regrouper les porte-greffes en
trois groupes homogenes :

- Le groupe 1 contient le P. trifoliata et le C. aurantium : la concentration de 3 gL' de
NaCl n’a pas un effet inhibiteur sur I’induction de cals, ce taux est resté plus ou moins
égal a celui du témoin. Par contre, les concentrations allant de 6 gL' a 8 gL' réduisent
fortement ce taux. Pour des concentrations de 9 gL' et 10 gL, I’induction de la callo-
genese est inhibée et la plupart des embryons mis en culture sont nécrosés.

- Le groupe? inclus le mandarinier Cléopatre et la lime rangpur: une forte réduction de
I’induction du callogeneése a partir de9 gL' du Nacl a été mise en évidence. En revanche,
des concentrations de Nacl allant jusqu’a 6 gL' n’ont révélé aucun effet significatif sur
le taux d’induction callogéne. Ce dernier est resté plus ou moins égal a celui du témoin.
Une légeére diminution de ce taux a été observée sur le milieu contenant 8 gL' de NaCl.
Le mandarinier Cléopatre a montré la meilleure aptitude a la callogenése pour diffé-
rentes concentrations en Nacl (Figure 2 et Tableau 3) avec une moyenne de 73 4%. Ceci
confirme les résultats trouvés par Caste et al (1993) et Spiegel-Roy (1996).
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Figure 2 : Variation du taux d’induction callogéne chez les cinq porte-greffes en fonc-
tion des traitements salin
S0 =0 g/l de NaCl, S3 = 3g/l de NaCl,
S6 = 6g/1 de NaCl, S8 = 8g/l de NaCl
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Figure 3 : Représentation graphique de 1’analyse statistique effectuée pour démon-

trer D’interaction entre les porte-greffes et les différents traitements salin
concernant le nombre de jours pour I'initiation de la callogenese.

PT = Poncirus trifoliata, CA = C. Aurantium, MC = Madarinier cleopitre,
LR = Lime rangpur, V = C. Volkamériana
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Tableau 3 . Taux d’induction callogéne (%) en fonction des traitements salins.

SO S3 S6 S8 S9 Moyenne
Poncirus trifoliata 88 92 54 4715 592a
Citrus aurantium 88 84 54 4219 574a
Citrus volkamériana 90 89 69 54 23 65 b
mandarinier Cléopatre 90 92 84 68 33 734c
lime rangpur 96 88 82 56 27 698 ¢
Moyenne 90,5d 89d 69 e 5325f 234g 6496

S0=0gL"', S3=3gL"' deNaCl, S6=6gL"' deNaCl, S8=8gL" de NaCl,
S9 =9 gL' de NaCl

- le groupe 3 avec le C. volkamériana: Les cals ont exprimé une tolérance a 6 gL' de
NaCl et une tolérance relative a 8 gL' de NaCl; Ainsi, C. volkamériana présente une to-
lérance intermédiaire aux sels par rapport aux autres porte-greffes.

Aussi, ’analyse de la variance au seuil de probabilité de 5% et le test statistique de Dunnett
ont révélé une différence significative entre les traitements salins (S6, S8, S9) et le témoin,
avec I’existence de quatre groupes homogenes: (SO et S3); (S6); (S8); (S9) (Tableau 4).

De plus, I’addition de NaCl au milieu de culture a retardé I’initiation de la callogenése
pour les cinq porte-greffes. Ce retard différe d’un porte-greffe a I’autre, ce qui montre la
tendance non conforme parmi les porte-greffes d’agrumes concernant le nombre de
jours pour I’initiation de la callogenese (Figure 3).

b/ Développement des cals (Figure 4) :

Pour éviter tout probléme de contamination, le développement des cals a été évalué a
partir de la texture, de la coloration et de ’augmentation du volume des cals. Le test
d’exposition directe des cals des cinq porte-greffes aux différentes doses de NaCl testés
a donné diverses réponses dans les 7 a 25 jours de mise en culture: des cals transparents,
friables et non embryogénes ont été produits et développés sur le milieu de culture
contenant des concentrations en Nacl allant jusqu’a 6 gL' pour le P. trifoliata et C. au-
rantium et jusqu’a 8 gL' de NaCl pour le mandarinier Cléopatre et le Lime rangpur.
Pour le C. volkamériana, ce test a montré que c’est un porte-greffe intermédiaire pour
¢a tolérance aux sels puisque les cals ont exprimé une tolérance relative avec 8 gL' de
NaCl, ce résultat a été confirmé in vivo par Zekri (2002).
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Figure 4 : Les cals induits aprés repiquage des embryons sur des milieux contenants

différents dose de sel
S0 =0 g/1 de NaCl,
S6 = 6g/1 de NaCl,

S3 =3g/l de NaCl,
S8 = 8g/l de NaCl
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Une forte concentration (10 gL' de NaCl) entrainent une déshydratation et une nécrose
des cals, et ne permet pas une reprise de croissance aprés leur repiquage sur des milieux
contenant des doses inférieures de NaCl, ce qui confirme la mort cellulaire.

2- Effet du stress salin graduel sur le développement des cals (Figure 5) :

Les cals s€lectionnés en condition de stress salin graduel, montrent un développement
normal jusqu’a 9 gL' de NaCl pour C. aurantium et P. trifoliata et jusqu’a 10 gL pour
mandarinier Cléopatre, lime rangpur et C.volkamériana. Ces cals non embryogénes sont
restés friables, transparents, pateux. Une nécrose totale du matériel végétal a été enre-
gistrée a la dose de 11 gL' de NaCl.

Les lignées cellulaires résistantes 2 9 gL' et a 10 gL' de NaCl ont ensuite été multipliées
in vitro pendant 4 mois sur les mémes milieux salins, ol leur croissance est restée nor-
male. Les sous cultures provenant des cals sélectionnées ont été transférées pendant
trois mois sur des milieux sans sel. La moitié des cals ont montré une croissance réduite
ou une nécrose plus ou moins rapide. Ces irrégularités peuvent étre dues a des mutations
ou autres modifications survenues au cours des cultures antérieures. Seules les lignées
qui ont continué leur croissance ont été conservées pour des études ultérieures basées
sur les analyses biochimiques. Aprés la mise en culture des cals sur les milieux conte-
nant 9 gL' et 10 gL de NaCl respectivement pour le groupe C. aurantium et P. trifoliata
et le groupe mandarinier Cléopdtre, lime rangpur et C. volkamériana, leur croissance
n’a pas été affectée, confirmant la stabilité du caractére sélectionné antérieurement.
Concernant les cals témoins leur croissance décroit rapidement dés les plus faibles
concentrations en sel. Le repiquage de cals primaires non embryogénes des cing porte-
greffes, méme sur un milieu trés favorable, conduit toujours a une callogenése abon-
dante sans aucune manifestation morphogénétique
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Poncirus ftrifoliata C. aurantium Mandarinier cléopaitre
S0'S3'S6'S8'S9 $0'S3'S6'S8'S9 S0'S3'S6'S8'S9

Lime rangpur C. Volkamériana
S0'S3'S6'S8'S9 'S10 S0'S3'S6'S8 'S9 'S10

Figure 5. Les cals induits aprés repiquage des embryons sur des milieux contenants dif-

férents dose de sel
S0 =0 g/l de NaCl, S3 =3g/l de NaCl,
S6 = 6g/1 de NaCl, S8 = 8g/l de NaCl
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Tableau 4 . Comparaison entre la capacité de callogenése sous stress salin progressif et

sous stress salin directe .

Capacité Dose létale % des cals obtenues
de croissance de NaCl Citrus aurantium  Poncirus trifoliata

et de multiplication

Stress Normale jusqu’a 10 gL' 15% des cals résistants 16% des cals résistants
progressif 9gL' de NaCl 410 gL' de NaCl a 10 gL, de NaCl
Stress Normale jusqu’a 9 gL’ 18% des cals résistants  16% des cals résistants
directe 6gL! de NaCl a 8 gL' de NaCl 8 gL-1 de NaCl
Capacité de Dose létale % des cals obtenues
croissance et deNaCl  Mandarinier Cléopétre Lime rangpur

de multiplication

Stress Normale jusqu’a 11 gL-1 17% des cals résistants a 14% des cals ré-
progressif 10gL"' de NaCl 11 gL' de NaCl sistants a 11 gL
de NaCl
Stress Normale jusqu’a 10 gL' 30% des cals résistants a 26% des cals ré
directe 8gL"' de NaCl 9 gL* de NaCl sistants 2 9 gL*
de NaCl

Discussion et Conclusions

Les résultats de nombreux travaux ont montré que les techniques de culture in vitro sont
les plus adéquates pour la sélection de lignées cellulaires tolérantes  la salinité (Zenk,
1974; Dix, 1980; Kochba et al., 1982). Les variants sélectionnés a ce jour pour la tolé-
rance 2 la salinité ont été obtenus par des méthodes de sélection fondées sur la mise en
ceuvre d’une pression sélective inhibant la croissance en éliminant les cellules sensibles
(Maliga, 1984). La pression sélective est obtenue en supplémentant le milieu de culture
avec différentes concentrations en sel. Les cellules tolérantes, identifiées par leur crois-
sance ou leur survie en présence du sel, sont transférées sur un milieu de régénération
additionné ou non en sel.

Les résultats de notre étude nous permettent de choisir la voie optimale pour 1’obtention
des lignées cellulaires tolérantes ou résistantes a un stress salin de forte intensité. De
nombreuses études ont été réalisées a partir de culture cellulaire sous stress salin appli-
qué de fagon directe (Kochba et al 1982 cité par Mademba-Sy 1998; Beloualy et al
1993; Bouharmont 1994). Mais cette voie reste a faible importance puisque la mutation
induite par ce stress reste simple, facile a reverser, alors qu’une pression appliquée gra-
duellement devrait entrainer une adaptation, faisant appel a une multiplicité de récep-
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teurs biologiques aux bases génétiques diversifiées. Sibi (2000) a constaté que ’appli-
cation, simultanée, des pressions stressantes, telle 1’adjonction progressive de chlorure
de sodium, devrait pouvoir diriger la variation de fagon spécifique et permettre d’amé-
liorer les potentialités de tolérance.

Selon Beloualy et al (1993), la sélection de cellules tolérantes a la salinité par culture in
vitro suppose que des mutants somaclonaux étaient présents. C’est ainsi que I’adjonction
au milieu de culture, de sel, dont les doses augmentent & chaque repiquage des cals, de-
vrait €liminer progressivement toute cellule inadaptée ou en bloquer la division, tandis
que les autres se multiplient; ceci aboutissant a des souches tolérantes  un stress de forte
intensité (Sibi 1996 ; Meredith, 1984; Mc Hughen et Swartz, 1984; Mc Hughen, 1987).

Les résultats de la présente étude confirment ces constatations: Des lignées cellulaires
tolérantes ont été obtenues a une concentration de 9 gL' de NaCl pour le C. aurantium
et P. trifoliata et de 10 gL' pour le mandarinier Cléopatre et le lime rangpur. Pour les
lignées cellulaires non sélectionnées, la croissance décroit rapidement dans le milieu
contenant les faibles concentrations en NaCl et un brunissement des cals apparait avec
les fortes concentrations. Le brunissement résulte d’une mise en contact des systénies
oxydatifs, essentiellement cytoplasmiques, et de leurs substrats, plutét vacuolaires
(Mayer et Harel, 1981). Ce phénomene implique une décompartimentation cellulaire
consécutive a des traumatismes mécaniques (coupes, blessures,...), a la sénescence des
tissus ou a une dégradation accidentelle des membranes par des formes toxiques d’oxy-
gene. Ce brunissement est li€ essentiellement aux systémes enzymatiques classiquement
impliqués dans 1’oxydation des composés phénoliques. En effet, les recherches menées
dans ce sens sur Hevea brasiliensis en culture in vitro, ont montré que le brunissement
peut s’expliquer globalement par une augmentation des activités peroxydases (néfaste)
et une diminution de I’activité catalase (protectrice) (Housti et al., 1991).

L’influence néfaste du NaCl peut avoir plusieurs origines: Augmentation de la pression
osmotique ambiante et déficit hydrique, toxicité des ions et déséquilibre ionique rédui-
sant la disponibilité d’éléments essentiels comme le calcium et le potassium (Toz-
lowski. 1997; William ez al 1951; Fernandez-Ballester et al 1998). En effet, cette étude
sera complémentée par des analyses biochimiques sur les lignées cellulaires sélection-
nées et les témoins, afin de comprendre la nature du caractére sélectionné. Des essais de
régénérations des plantes a partir de ces lignées sont aussi en cours au niveau de labora-
toire de culture in vitro a El Menzeh.
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