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Introduction Générale



La société contemporaine se positionne de plus en plus vers une demande de productions végétales
alliant qualité, économie et écoresponsabilité. Dans ce contexte, la diminution globale des ressources en
eau douce et en terre arables non salinisées a travers le monde, a conduit a I’essor mondial de cultures
biosalines, a partir de plantes « halophytes » capables de réaliser 1’intégralité de leur cycle de vie en
conditions salines. En exploitant les sols et eaux salinisés, ces cultures halophytes permettent de réduire
notre empreinte sur I’eau et les terres des territoires (Ventura et al., 2015). Ces systémes proposent ainsi
une offre de production végétale responsable, avec de nombreuses applications : agro-alimentaire,
médecine, cosmétique, phytostabilisation, phytoremédiation, bioénergies, etc. (Abideen et al., 2012;
Glenn et al., 2013; Karakas et al., 2017). En agro-alimentaire, ’attrait pour I’agriculture biosaline réside
¢galement dans la qualité de ses productions. En effet, de nombreuses plantes halophytes sont connues
pour avoir une haute valeur nutritionnelle et thérapeutique (« valeur fonctionnelle ») qui réside dans la
combinaison de teneurs €levées en acides gras polyinsaturés omégas 3 (n-3) et omégas 6 (n-6), composés
antioxydants, composés osmoprotecteurs et vitamines (Al-Tohamy et al., 2018; Ksouri et al., 2012;
Meot-Duros et al., 2008; Petropoulos et al., 2018; Shahidi and Naczk, 1995; Ventura et al., 2011). La
présence naturelle d’un important pool de métabolites chez les halophytes pourrait étre liée a leurs
conditions extrémes de croissance (Boestfleisch et al., 2014; Nikalje et al., 2018). Le statut
écophysiologique des plantes est toutefois un déterminant bien connu de leur croissance et de leur
composition (Boestfleisch et al., 2014; Ivanova et al. 2006 ; Rozentsvet et al., 2014; Ventura et al.,
2015). Si, le pool de métabolites lié¢ aux multiples stress est généralement naturellement plus important
chez les halophytes que chez la plupart des autres plantes, leur croissance dans des conditions non
optimales peut entrainer des modifications quantitatives et/ou qualitatives en ces métabolites
fonctionnels dans les tissus (Boestfleisch et al., 2014; Ksouri et al., 2012; Ventura et al., 2011).

L’agriculture biosaline est méconnue en Nouvelle-Calédonie. Ce territoire ultra-marin frangais
dispose pourtant d’atouts considérables a la mise en place de cette activité, en termes de surfaces
disponibles, climat et biodiversité mais également en termes de synergie possible avec les activités
locales. 11 dispose par exemple d’une activité crevetticole de qualité, ancrée et maitrisée depuis plusieurs
décennies, qui pourrait tirer bénéfice d’une coordination entre les deux activités (Costa et al., 2014;
Ventura et al., 2015). L’ouverture de nouvelles perspectives pour les agriculteurs et aquaculteurs
calédoniens et la création d’emplois conséquente serait encouragée par de tels développements. En
outre, I’insularité du territoire en fait I’une des cibles premicres des effets des changements climatiques.
Les pénuries d’eau douce, les périodes de sécheresse et les pertes de surfaces arables liées a la montée
des océans et a la salinisation des terrains de bord de mer sont vouées a s’y intensifier au cours des
prochaines années. En raison du caractére économe et résilient des systémes biosalins, ceux-ci
constituent une solution prometteuse a apporter en Nouvelle-Calédonie pour 1’augmentation de son
autosuffisance alimentaire, la diminution de sa dépendance aux importations et 1’amélioration de sa

réponse aux changements futurs attendus.



Ce travail de thése s’inscrit dans un projet général de recherche sous 1’égide de I'Institut Frangais
de Recherche pour l'Exploitation de la MER (IFREMER), de I’Institut de Sciences Exactes et
Appliquées (ISEA) de I’Université de la Nouvelle-Calédonie (UNC), de I’Institut Agronomique néo-
Calédonien (IAC) et du laboratoire des sciences de I’environnement marin (LEMAR). 1l a vocation a
poser les bases de I’agriculture biosaline en Nouvelle-Calédonie a partir d’une flore native potentielle
sélectionnée sur le territoire (Poupart et al., 2013). L’objectif spécifique de ce travail de thése a été
d’évaluer les variations quantitatives et qualitatives en métabolites fonctionnels d’intérét dans les tissus
comestibles de cing de ces espéces a potentiel agro-alimentaire selon les modifications, naturelles ou
controlées, de leur milieu de croissance: Enchylaena tomentosa R.Br. (APNI); Salsola australis
R.Br. (APN]) ; Suaeda maritima (L.) Dumort (Munzinger et al., 2020) ; Sarcocornia guinqueflora
(Bunge ex Ung.-Sternb.) A.J.Scott (APNI) et Atriplex jubata S. Moore (INPN), toutes appartenant a la
famille des Amaranthaceae.

Dans le contexte particulier de I’environnement pédoclimatique néo-calédonien, nous ne disposons
que de peu de connaissances sur 1’écophysiologie de ces 5 espéces d’intérét. L’amélioration de notre
compréhension de leur croissance, nutrition et changements métaboliques, en lien avec leur
environnement, sont les fondamentaux a acquérir pour définir leur potentiel agricole localement.

Ce travail a eu pour objectif principal, I’étude de la croissance et/ou de la valeur fonctionnelle en
métabolites fonctionnels d’intérét dans les tissus comestibles de ces plantes, en lien avec les
modifications - naturelles ou contrélées - de leur milieu de croissance.

Le premier chapitre dresse 1’état de I’art concernant la capacité de résistance au sel chez les plantes
halophytes, I’exploitation de cette capacité en agriculture biosaline et le potentiel des cingq espéces
candidates de Nouvelle-Calédonie pour le développement de cette activité sur ce territoire.

Le second chapitre présente la variabilité en métabolites fonctionnels chez ces cing espéces, en lien
avec les variations physico-chimiques de leur habitat, a la fois spatiales (suivi inter-site) et temporelles
(suivi saisonnier). Dans ce contexte, un focus est réalisé sur les compositions naturelles des espéces en
¢léments essentiels et en acides gras. La connaissance de ces écotypes in situ est vouée a €tre utilisée
pour leur sélection agronomique. Celle de leur habitat permettra d’anticiper et d’ajuster au mieux les
contraintes de culture au sein des futurs systémes agricoles. A notre connaissance, il n’existait pas
localement de tels indicateurs adaptés a ces milieux et a ces especes.

L’anticipation de contraintes agronomiques requiert également la mise en ceuvre d’études ex situ,
pour appréhender certains besoins spécifiques des espéces. Celles-ci permettent de déterminer des
traitements compromis pour optimiser la croissance et la qualité biochimique des espéces. Ceci a fait
I’objet du troisieme chapitre. Ce dernier aborde la variabilité expérimentale de la croissance et des
composants fonctionnels chez ces especes, a travers la modulation de la salinité et de la forme de
nutriments azotés apportés a leur milieu. Dans ce contexte, un focus est réalisé sur les compositions des

especes en acides gras et en antioxydants.



Les retombées de ce travail sont tout d’abord scientifiques, puisqu’il permet d’améliorer les
connaissances sur I’écophysiologie de ces espéces indigénes voire endémiques de Nouvelle-Calédonie,
jusqu’a aujourd’hui méconnues. La conduite d’essais de domestication a plus large échelle, en amont
du développement d'une filiére d'agriculture biosaline en Nouvelle-Calédonie, ne saurait étre envisagée
sans ces connaissances. En particulier, leur réponse au facteur salinité et azote, qui est un élément
déterminant pour leur implantation en parcelles a substratum salé. Plusieurs liens entre leur
écophysiologie et leurs compositions en composés fonctionnels d’intérét ont également pu étre établis.

Les données fondamentales issues de ce travail permettront ainsi d'envisager les meilleurs
compromis lors de leur mise en culture en matiére de productivité de biomasse mais également de qualité

biochimique.



Chapitre 1

Etat de art : problématiques, contexte et objectifs



1. Problématique : la salinisation des systémes agricoles

1.1. L’expansion mondiale de la salinisation des systémes agricoles

L’eau douce disponible pour les besoins humains représente moins de 1% de 1’eau mondiale. Sa
rareté est d’autant plus amplifiée en raison de la disparité entre sa répartition géographique et celle de
la population humaine (Ventura et al., 2015). L'agriculture doit concurrencer les usages domestiques
et industriels de cette eau douce et celle-ci, souhaitée de bonne qualité, devient rapidement une
ressource limitée et coliteuse (Rozema and Flowers, 2008). En outre, I’utilisation inadéquate de cette
ressource est a I’origine de I’expansion des sols salinisés en agriculture, un phénoméne qui prend de
I’ampleur a 1’échelle mondiale (FAO). Plusieurs pratiques agricoles abusives sont mises en cause
dans la naissance de ce phénoméne comme la sur-irrigation, le mauvais drainage des sols ou encore
I’utilisation de fertilisants ou d’amendements (Carillo et al., 2011; Nikalje et al., 2018; Ventura et al.,
2015). La salinisation est un processus complexe impliquant le mouvement des sels et de 1'eau dans
les sols au cours de cycles saisonniers. Alors que I’irrigation, les dépdts €oliens, 1'altération minérale
et les sels stockés sont les sources de sels dans les sols, leur redistribution s’effectue par le mouvement
des eaux de surface et souterraines (Rengasamy, 2006). Lorsqu’une eau d’irrigation s'évapore d’un
sol, le calcium Ca et le magnésium Mg qu’elle contient précipitent souvent en carbonates, laissant le
sodium Na dominant dans le sol (Carillo et al., 2011). Les équilibres hydriques et salins des sols
peuvent également se retrouver modifiés dans les sols agricoles a la suite d’une déforestation en raison
de la diminution de 1’évapotranspiration et de remontées d’eaux souterraines salées en conséquence
(Rengasamy, 2006). De plus, 1'¢lévation continue du niveau de la mer dans un monde soumis au
déréglement climatique menace I'augmentation de la salinité des basses terres cotieres (Rozema and
Flowers, 2008).

La part des sols terrestres affectée par le sel, i.e.,, dont la conductivité électrique (ECasec) est
supérieure a 4 dS.m™', est estimée aujourd'hui a plus de 6% (800 millions d'hectares). Parmi les 230
millions d'hectares de terres irriguées dans le monde, prés de 20% (45 millions d'hectares) sont déja
endommaggs par une salinité excessive du sol (Munns and Tester, 2008; Nikalje et al., 2018; Rozema
and Flowers, 2008). De plus, la salinisation des sols dans les régions arides est pratiquement
irréversible car le lessivage des sels accumulés y est trés faible (Rengasamy, 2006). Ce phénomene
menace de s'aggraver a l'avenir, alors que nous faisons face au changement climatique et a ses
conséquences, telles que I'augmentation en fréquence et intensité des périodes de sécheresse ou a

l'intrusion d'eau salée dans les sols cotiers (Zhang and Shi, 2013; Duarte et al., 2014).

1.2. Les conséquences de la salinisation des systemes agricoles

1.2.1. La réponse des cultures a la salinisation
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Les concentrations en Na des sols salinisés dépassent souvent celles de la plupart des nutriments
et générent un potentiel osmotique externe dont les conséquences s’apparentent a des conditions de
sécheresse pour les plantes. De plus, la sodicité élevée d’un sol peut avoir des conséquences sur sa
structure son infiltration et son aération, générant un certain degré d’hypoxie au sein de celui-ci
(Carillo et al., 2011; Saidi et al., 2004, 2008). L'augmentation de la salinité du milieu peut également
affecter la quantité et la forme d’éléments nutritifs biodisponibles pour les plantes. Par exemple,
I’azote est généralement I'élément nutritif le plus limitant pour la croissance des plantes en zones
humides cotiéres (Bai et al.,, 2012). La salinité influence sa minéralisation, rendant 1’ammonium
NH4"-N plus abondant que le nitrate NO3™-N dans les sols (Hessini et al., 2009; Lodhi et al., 2009;
Pathak and Rao, 1998). Le NH4™-N, seul, peut entrainer des symptomes de toxicité chez de
nombreuses espéces végétales (Britto and Kronzucker, 2002). De plus, en milieu salin, les
concentrations élevées de chlorure (Cl') peuvent causer une inhibition compétitive pour 1’absorption
du NO3™-N (Hessini et al., 2009; Kudo and Fujiyama, 2010).

Bien que toutes les plantes aient de nombreuses voies biochimiques et biophysiques leur
permettant de maintenir leurs processus vitaux en présence de sel, leur capacité a les activer varie
selon les especes et les environnements (Wang et al., 2003 ; Zhang et Shi, 2013). La plupart des
cultures conventionnelles utilisent des espéces glycophytes a faible tolérance au sel. Lorsque le sel
dépasse les seuils de tolérance d’une espéce, celui-ci induit une combinaison de stress au niveau
cellulaire dont les effets peuvent aboutir a la diminution de la croissance et/ou de la reproduction ou
étre 1étaux (Carillo et al., 2011; Nikalje et al., 2018; Zhang and Shi, 2013). Ainsi, la salinité des sols
compte parmi les plus importants facteurs environnementaux limitant les productions agricoles a
I’échelle mondiale (Munns and Tester, 2008; Carillo et al., 2011; Nikalje et al., 2018). Parmi les 5.2
milliards d’ha de sols arides cultivés dans le monde, environ 69% ont déja été impactés par 1’érosion,
la dégradation ou la salinisation (Duarte et al., 2014). L’amplification des phénomeénes de salinisation
a D’avenir, présage des difficultés a satisfaire les besoins agricoles mondiaux, dans un contexte de
croissance démographique. Une évolution majeure de nos modes de productions vers des cultures

tolérantes au sel est aujourd’hui déterminante (Shabala et al., 2014).

1.2.2. Les effets physiologiques du stress salin chez les plantes

Chez les plantes, une salinité excessive peut induire un stress par deux grands effets supposés
distincts chronologiquement: une extraction plus difficile de I'eau par les racines (stress osmotique),
une accumulation de concentrations toxiques en sels dans les tissus (stress ionique) (Munns and
Tester, 2008). Les caractéristiques physiologiques et moléculaires du stress salin chez les végétaux et
la complexité des réponses spécifiques apportées a celui-ci ont été largement étudiés au cours des
trois derniéres décennies (Carillo et al., 2011; Duarte et al., 2014; Parida and Das, 2005; Wang et al.,
2003). 11 s’agit d’une combinaison de stress pouvant induire des dommages notables tels que des

désorganisations membranaires, des dénaturations de protéines, des toxicités ioniques ou encore des
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perturbations redox (Wang et al., 2003), affectant tous les mécanismes vitaux majeurs tels que la
rétention et ’acquisition de I’eau, I’homéostasie ionique, la photosynthése et la croissance, la synthése
des protéines, I’absorption et I’assimilation des nutriments (Parida and Das, 2005; Carillo et al., 2011;

Duarte et al., 2014).

Le stress osmotique

Les effets osmotiques d’un stress salin peuvent tre observés rapidement suite a une exposition
a un exces de sel et sont supposés étre permanents sur la durée du stress (Munns and Tester, 2008).
Quels que soient les ions salins présents dans le sol, une augmentation de leur concentration entraine
une perte d'eau temporaire des cellules, une réduction de ’absorption racinaire et une réduction de
I’ouverture stomatique. Malgré le réajustement osmotique rapide du volume cellulaire, un
ralentissement majeur du métabolisme primaire et une diminution des expansions et divisions
cellulaires en résulte. A ’échelle d’une plante dans son intégralité, la réduction de la surface foliaire
conséquente conduit a la diminution de son taux de photosynthése global, bien qu’il soit toujours
difficile de savoir si un taux réduit de photosynthése est la cause d'une réduction de croissance ou
bien son résultat (Carillo et al., 2011; Duarte et al., 2014; Munns and Tester, 2008). La croissance des
racines est généralement moins affectée et plus résiliente au stress osmotique que celle des tissus
aériens. A plus long terme, le stress osmotique peut avoir des effets sur le développement
reproducteur, comme une floraison précoce ou un nombre réduit de fleurons (Carillo et al., 2011;

Munns and Tester, 2008).

Le stress ionique

Apres une exposition prolongée a un exces de sel, les effets ioniques du stress salin peuvent
conduire a des 1ésions de toxicités au sein des tissus matures (Carillo et al., 2011; Munns and Tester,
2008; Slama et al., 2015). Comme toute accumulation excessive d’ions, une salinité excessive a
I’intérieur des cellules végétales peut induire des déséquilibres redox et impacter de nombreux
processus métaboliques, via I’inhibition d’activités enzymatiques, la réduction de la capacité
photosynthétique ou encore 1’altération des compositions lipidiques et protéiques des membranes et
de leurs fonctions (Duarte et al., 2014; Munns and Tester, 2008). De plus, le remplacement du
potassium K* cytoplasmique - un cofacteur important dans un certain nombre de processus
enzymatiques - par le Na" peut avoir des conséquences notables sur I’inhibition de processus
biochimiques critiques, comme la synthése de certaines protéines. Lorsque le sel s'accumule a des
concentrations toxiques dans les feuilles matures, celles-ci meurent, réduisant les capacités de la
plante a répondre aux besoins en glucides des jeunes feuilles, avec des conséquences sur leur taux de

croissance (Munns and Tester, 2008).
Le stress oxydatif
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I1 existe un paradoxe de 1’oxygéne chez les étres vivants. Certaines réactions biologiques impliquant
cet élément (pro-oxydatives) peuvent conduire a la production d’intermédiaires nocifs appelés
espéces réactives de I’oxygene (ROS), tels que les radicaux superoxydes O,°* et hydroxyles OH®, le
peroxyde d'hydrogéne H,O,, ou encore 1’oxygéne singulet 'O,. Les chaines de transport d’électrons
cellulaires sont par exemple une source naturelle de ROS via les transferts partiels d’électrons qui s’y
produisent. Ces ROS, susceptibles d’interagir avec les constituants cellulaires, peuvent se retrouver
impliquées dans des dommages cumulatifs cellulaires générant des troubles métaboliques, des 1ésions
ou des mutations (Blokhina et al., 2003; Pang and Wang, 2008; Sharma et al., 2012). De plus, les
produits générés par ces attaques sont souvent eux-mémes des espéces hautement réactives (Parida
and Das, 2005). Par exemple, les dérivés hydroperoxydes d’acides gras polyinsaturés (PUFA)
peuvent subir une dégradation produisant des radicaux et initiant des réactions de peroxydations
lipidiques en chaine (May et al., 1998; Blokhina et al., 2003). Lorsqu’un organisme est en situation
d’homéostasie avec son milieu, les systémes antioxydants - de défense contre les ROS ou de
réparation des dégats oxydatifs - sont équilibrés avec la production naturelle de ROS. L’arrivée d’un
stress chez cet organisme, peut conduire a un déséquilibre entre les balances pro-oxydantes et
antioxydantes en faveur de la production de ROS, que I’on appelle stress oxydatif (Blokhina et al.,
2003; Ksouri et al., 2008; Sharma et al., 2012). En situation de stress salin, le déficit hydrique imposé
peut conduire a I’augmentation de la formation de ROS (Parida and Das, 2005) ou affecter 1’efficacité
des mécanismes antioxydants a les éliminer rapidement (Carillo et al., 2011). Il a notamment été
démontré qu’un excés de sel peut augmenter la peroxydation lipidique induit par le stress oxydatif
(De Azevedo Neto et al., 2006; Demiral and Tiirkan, 2005). Les conséquences d’un stress oxydatif
dépendent des tissus et des espéces et notamment de leur tolérance au(x) facteur(s) lié(s) a ce
déséquilibre. Les espéces différent notamment par leurs propriétés membranaires, leurs compositions
endogenes en antioxydants et leurs capacités a induire une réponse antioxydante (Blokhina et al.,

2003). Les effets spécifiques sur la photosynthése

La diminution de I’activité photosynthétique est un fait largement rapporté en cas de stress salin.
Les phases photochimiques et biochimiques de la photosynthése sont impactées par le sel a travers la
combinaison de déséquilibres (énergétiques, osmotiques et oxydatifs), toxicités ioniques,
désorganisations membranaires ou modifications pigmentaires (Duarte et al., 2014; Parida and Das,
2005; Wang et al., 2003; Zhang and Shi, 2013).

L’impact sur les réactions de fixation du CO, a notamment pour conséquence de limiter la
consommation d'énergie, d’étendre le processus de photo inhibition (Tyystjarvi, 2013) mais
¢galement d’inhiber la réparation des photosystémes II (PSII) photo inhibés (Takahashi and Murata,
2008). En effet, lorsque le taux d'absorption de I'énergie lumineuse dépasse la capacité photochimique
d’une plante, I’énergie excessive peut étre transférée a I'oxygeéne omniprésent, générant des ROS
(Asada, 2006; Rabhi et al., 2012). Ainsi I’épuisement des accepteurs d’électrons au niveau du

photosystéme I (PSI) (pouvoir réducteur NADP®) ou au niveau des chlorophylles excitées (*Chl) des
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centres réactionnels peut aboutir a la formation de radicaux 0,*, OH®, H,0», ou 'O, (Asada, 2006;

Pang and Wang, 2008; Takahashi and Murata, 2008).

2. Contexte de I’étude : La tolérance au sel chez les plantes et ’utilisation de cette capacité en

agriculture

2.1. Introduction sur la tolérance au sel
2.1.1. Les plantes halophytes

Aujourd'hui, seulement 1% environ des espéces de plantes terrestres peuvent pousser et se
développer sur des sols salins (Rozema and Flowers, 2008). Les halophytes sont définies comme des
especes capables de compléter leur cycle de vie dans des environnements ou la concentration en sel
est supérieure ou égale a une équivalence de 200 mM de NaCl (Flowers and Colmer, 2008; Duarte et
al., 2014). Elles peuvent étre annuelles ou vivaces, monocotylédones ou dicotylédones, ou encore a
port herbacé, arbustif ou arborescent. On les retrouve a travers le monde au niveau des marais salants,
littoraux, estuaires ou déserts salins (Parida and Das, 2005). De nombreuses classifications des
halophytes existent (Flowers and Colmer, 2008). Les plus communes reposent sur leurs plages et
stratégies de tolérance au sel. Selon leur affinité, on distingue les halophytes obligatoires ou
« euhalophytes » qui montrent une croissance optimale en environnement salin des halophytes
facultatives qui montrent une croissance optimale en environnement non salin mais également élevée
en environnement salin. Plusieurs euhalophytes sont par exemple issues des genres Salicornia sp. et
Suaeda sp., tandis que des espéces d’intérét telles que Mesembryanthemum crystallinum et
Chenopodium quinoa font partie des halophytes facultatives. Les halophytes facultatives ont
généralement une diversité physiologique plus large que les halophytes obligatoires afin de pouvoir
faire face aux conditions salines et non salines efficacement (Eisa et al., 2012; Parida and Das, 2005;

Parida and Jha, 2010; Song and Wang, 2015).

2.1.2. La diversité des mécanismes de tolérance au sel

De nombreuses voies biochimiques et biophysiques permettent aux plantes de maintenir leurs
processus vitaux en présence de sel (Carillo et al., 2011; Flowers and Colmer, 2008; Munns and
Tester, 2008). Chez toutes les espéces, la tolérance au sel repose sur une régulation et une
compartimentation cellulaire contrdlée des ions Na', potassium K" et chlorure CI', et sur la synthése
de métabolites fonctionnels permettant de contrer les déséquilibres ioniques osmotiques et oxydatifs
(Duarte et al., 2014; Flowers and Colmer, 2008; Parida and Das, 2005). Il s’agit d’un caractére
complexe, multigénique, et quantitatif (Wang et al., 2003). Tous ces systémes sont supposés présenter
une grande similitude entre les espéces glycophytes et halophytes. Ils fournissent cependant une
tolérance au sel ou non en raison de leurs différences d’ampleurs et de vitesse de mise en ceuvre

(Tipirdamaz et al., 2006). Les espéces halophytes utilisent généralement leur capacité d’activation
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Les stratégies d’exclusions sont adoptées par la majeure partie des espéces et consistent en un
transport actif des ions Na" et CI” de I’intérieur de la plante vers I’extérieur. L’exclusion des sels est
opérée soit au niveau des racines avant leur transport vers les feuilles soit par des structures
spécialisées situées a la surface des feuilles, appelées glandes a sel. Une plante exclusive typique
conserve généralement des quantités élevées de K' et de calcium Ca* a I'intérieur de ses cellules, ce
qui lui permet de maintenir la sélectivité K" :Na" (SK:Na net) de ses membranes cellulaire et son
équilibre ionique intracellulaire (Duarte et al., 2014; Shabala et al., 2014).

Les stratégies de séquestration sont seulement adoptées par les espéces halophytes et consistent
en la séquestration vacuolaire du sel au sein de tissus succulents, ou de structures épithéliales
spécialisées telles que les « bladder cells » épithéliales (EBC) (Shabala et al., 2014). Cette dernicre
stratégie est développée chez de nombreuses halophytes, dont plusieurs représentantes appartiennent
aux familles des Aizoaceae et des Amaranthaceae (incluant les anciennes Chenopodiaceae). Une
séquestration vacuolaire efficace des ions repose non seulement sur leur transport a travers le
tonoplaste, mais également sur leur rétention vacuolaire. Cette seconde propriété a été corrélée a la
composition lipidique tonoplastique qui conditionne sa fluidité et les activités enzymatiques en son
sein (Flowers and Colmer, 2008; Zarrouk and Cherif, 1983).

Les stratégies d’isolement des ions salins peuvent toutefois induire un déséquilibre osmotique
en raison du mouvement thermodynamique de 1’eau vers les parties enrichies en solutés. Ceci impose
la nécessité de réaliser un ajustement osmotique en contrepartie via un ajustement ionique et/ou via
la synthése « de novo » de solutés organiques compatibles (Parida and Das, 2005; Shabala et al.,
2014). Sous certaines conditions, on suppose que la présence d’un taux de Na" élevé dans les pousses
peut étre bénéfique, par sa contribution au maintien d’un gradient osmotique dans le xyléme et a la
conduction de I'eau et des nutriments vers les pousses (Arbelet-Bonnin et al., 2019; Flowers and
Colmer, 2008; Munns and Tester, 2008). On suppose qu’un équilibre doit étre trouvé entre l'utilisation
des Na" et de CI" comme osmoticums et leur exclusion/séquestration pour éviter leur toxicité
chimique (Arbelet-Bonnin et al., 2019; Munns and Tester, 2008). La combinaison de ces processus
est couteuse d’un point de vue énergétique, ce qui impose au métabolisme énergétique de pouvoir

répondre efficacement (Flowers and Colmer, 2008; Shabala et al., 2014).

2.2.2. Les mécanismes de transport ioniques intervenant dans ces régulations

Les régulations ioniques impliquées dans la tolérance au sel impliquent 1’existence de
mécanismes de signalisation et de transport des ions salins. Les H-ATP synthases de la membrane
plasmique (H'-ATPase) et du tonoplaste (V-ATPase) ainsi que la pyrophosphatase tonoplastique (V-
PPiase), sont connues pour avoir un role indispensable dans le transport hors cytoplasme de ces ions
(Carillo et al., 2011; Flowers and Colmer, 2008). Une liste non-exhaustive de transporteurs en ions
monovalents Na', K" et CI” chez les végétaux, agissant de concert pour la tolérance au sel a été dressée

par Flowers and Colmer (2008). Elle inclut notamment les familles NHX (échangeurs Na'/H"), SOS
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(échangeurs Na'/H" et protéines signal de la voie « Salt overly sensitive »), HKT (transporteurs a
haute affinité Na”/K* ou Na") ou encore CAX (antiport Ca>"/H" vacuolaire). Plusieurs génes codants
pour ces familles protéiques ainsi que pour les H'-ATPase, V-ATPase, V-PPiase ont déja été

identifiés chez les plantes halophytes (Mishra and Tanna, 2017).

Le transport du Na"

Figure 2. Régulations tissu-spécifiques des flux de Na* dans les cellules végétales. D aprés Arbelet-Bonnin et al. (2019).

Les mécanismes de transport tissu-spécifique du Na" chez les végétaux ont été largement étudiés
mais restent encore débattus ou concernent un nombre limité d’espéces (Figure 2) (Arbelet-Bonnin
et al., 2019; Carillo et al., 2011; Duarte et al., 2014; Flowers and Colmer, 2008; Munns and Tester,
2008; Parida and Das, 2005).

Le Na" est supposé entrer dans les racines passivement, via des canaux cationiques non sélectifs
(NSCC) ou via d'autres transporteurs de Na" (Arbelet-Bonnin et al., 2019; Munns and Tester, 2008).
En retour, I’antiport Na"/H" codé par SOS1 est connu pour participer a son efflux actif des cellules,
grice a une force proton-motrice générée par une H'-ATPase membranaire (Arbelet-Bonnin et al.,
2019; Munns and Tester, 2008; Parida and Das, 2005). Certains transporteurs HKT auraient
également un r6le dans ’efflux du Na" du xyléme vers les parties aériennes (Arbelet-Bonnin et al.,
2019; Munns and Tester, 2008).

Concernant la séquestration vacuolaire du Na', I’échangeur membranaire Na'/H™ NHX1 aurait
un role essentiel (Arbelet-Bonnin et al., 2019; Flowers and Colmer, 2008; Parida and Das, 2005). Sa

surexpression a déja été corrélée a I’augmentation de la tolérance au sel chez de nombreuses especes
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(Carillo et al., 2011), tout comme celle de la V-ATPase, qui est susceptible de fournir la force
¢électrochimique nécessaire au transport actif via NHX1 (Arbelet-Bonnin et al., 2019; Duarte et al.,

2014; Parida and Das, 2005; Shabala et al., 2014).

Le transport du CI

De nombreuses espéces peuvent accumuler et séquestrer le Cl” en conditions salines, notamment
en raison de ses effets protéotoxiques (Flowers and Colmer, 2008; Glenn et al., 1999; Munns and
Tester, 2008; Shabala et al., 2014). A cet égard, il est probable que les ions CI” soient séquestrés de
maniére similaire au Na' par les cellules racinaires au cours de leur passage du cortex a la stéle via le
flux d’eau.

Son absorption se ferait via un symport actif CI:2H" a faible salinité ou via un canal anionique
passif a forte salinité, a condition que la concentration de CI” cytoplasmique soit maintenue faible et
la membrane dépolarisée (Flowers and Colmer, 2008; Munns and Tester, 2008). Son transport vers
le xyléme serait également un mécanisme passif médi¢ via des canaux anioniques. Il existe également
des mécanismes de transport vésiculaires des ions CI” a I’intérieur des cellules végétale permettant

leur isolement des constituants cellulaires (Glenn et al., 1999).

Le transport du K"

Plusieurs espéces halophytes sont capables d’exclure ou de séquestrer suffisamment les ions Na"
et CI", tout en étant capables d’absorber suffisamment de K, essentiel a I’ajustement osmotique et a
la nutrition, dans un environnement dominé par le Na'. Le maintien d’un rapport cytosolique K'/Na"
¢levé est I'un des principaux déterminants de la tolérance au sel chez les plantes (Carillo et al., 2011;
Munns and Tester, 2008; Slama et al., 2015). De plus, on suppose que l'efficacité d’utilisation du K*
est proportionnelle a la salinité externe chez certaines espéces et que cela compense une plus faible
absorption de nutriments (Arbelet-Bonnin et al., 2019; Grattan and Grieve, 1992).

D’une maniére générale, il existe une grande variabilité de sélectivité d'absorption du K* par
rapport a celle du Na" (SK:Na net) chez les plantes, notamment halophytes. Les protéines NAXI et
NAX2 (membres de la famille HKT) auraient un role dans le transport sélectif du K* et du Na" vers

les tissus aériens, résultant en un rapport K'/Na" foliaire plus élevé (Carillo et al., 2011).

2.3. Les solutés compatibles organiques associés a la tolérance au(x) stress (salin)

Lors d'une exposition a un stress abiotique comme un stress salin, les plantes ont développé une
stratégie intéressante pour maintenir leur vitalité : 1’accumulation de solutés organiques a role
protecteur dans les tissus, appelés solutés « compatibles » i.e., c’est a dire qu’ils n'interférent pas avec

les réactions métaboliques basales (Slama et al., 2015; Jawahar et al., 2019; Zulfigar et al., 2020).

2.3.1. La diversité des solutés compatibles organiques
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I1s sont représentés par diverses classes de molécules a cotits énergétiques distincts (Slama et al.,
2015; Jawahar et al., 2019; Zulfigar et al., 2020). Une classification repose sur leurs propriétés
chimiques et inclue les familles suivantes : les acides aminés protéinogeénes et non protéinogenes, les
composés d’ammonium quaternaire (notamment les bétaines), les composés de sulfonium tertiaire,
les polyamines, les sucres et les polyols.

Parmi les acides aminés, on connait notamment la proline, la glycine, I’alanine et 1’arginine
(protéinogenes) mais aussi I’acide y aminobutyrique (GABA), I’acide pipécolique, la citrulline et
I’ornithine (non protéinogenes) (Zulfiqar et al., 2020). La proline est I’un des solutés compatibles le
plus connu et répandu dans le monde végétal (Yoshiba et al., 1997; Slama et al., 2015; Jawahar et al.,
2019; Zulfiqgar et al., 2020). De plus en plus de preuves démontrent également I'importance du GABA
(Bouché and Fromm, 2004). La biosynthése cytoplasmique de ces 2 composés mobilise le glutamate,
via sa réduction pour la proline et sa décarboxylation pour le GABA (Carillo, 2018; Zulfigar et al.,
2020).

Parmi les composés d'ammonium quaternaires, on retrouve les bétaines dont la plus connue et
répandue est la glycine bétaine. Elle est synthétisée dans le chloroplaste a partir de la choline ou bien
par la N-méthylation de la glycine (Ashraf and Foolad, 2007; Rhodes and Hanson, 1993; Tipirdamaz
et al., 2006). On retrouve également la B-alanine bétaine, la pipecolate bétaine, la proline bétaine,
I’hydroxyproline bétaine, ou encore la choline O-sulphate (Ashraf and Foolad, 2007; Jawahar et al.,
2019; Slama et al., 2015; Zulfigar et al., 2020). On connait également des bétaines dérivées de la
proline comme la L-proline bétaine (ou stachydrine) et I’hydroxyproline bétaine (ou bétonicine)
(Jawabhar et al., 2019; Slama et al., 2015).

Parmi les composés compatibles de sulfonium tertiaire, le diméthylsulphoniopropionate
(DMSP), présente des similitudes structurelles avec les bétaines (Jawahar et al., 2019). Il est
synthétisé via des mécanismes de transamination de la méthionine, mais les voies de biosynthese
différent selon les groupes de végétaux et les especes (Jawahar et al., 2019; Slama et al., 2015).

Parmi les polyamines, les composés compatibles les plus connus et abondants sont la putrescine,
la spermidine et la spermine (Zulfigar et al., 2020).

Parmi les sucres, on retrouve des sucres simples (glucose, fructose, sucrose) ou complexes
(tréhalose, raffinose, fructane) (Jawahar et al., 2019; Slama et al., 2015). Leur métabolisme débute
lors du cycle de Calvin, ou le CO; fixé via 1’activité carboxylase de la RuBisCO produit des trioses-
phosphates, précurseurs des hexoses phosphorylés dans les chloroplastes, eux-mémes précurseurs de
di- ou poly- saccharides puis de sucres complexes ou de polyols (Jammer et al., 2015; Sellami Jallouli,
2019). Parmi les polyols et leurs dérivés, on connait notamment le sorbitol, 1’inositol, le mannitol, le
glycérol, les inositols méthylés, ou encore 1’0o-méthyl-inositol (Jawahar et al., 2019; Slama et al.,

2015; Zulfiqar et al., 2020).

2.3.2. Le réle des solutés compatibles organiques
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Le role osmorégulateur

La premiére grande fonction protectrice liée a I’accumulation de solutés compatibles organiques
chez les plantes exposées a la salinité est la régulation du déséquilibre osmotique, nécessaire au
maintien de la teneur en eau des tissus, a I’expansion foliaire et a la conductance stomatique. En effet,
de fortes concentrations ioniques externes déterminent de faibles potentiels hydriques externes qui
représentent une grave menace de déshydratation thermodynamique pour les tissus végétaux (Parida
and Das, 2005; Flowers and Colmer, 2008; Munns and Tester, 2008; Carillo et al., 2011; Shabala et
al., 2014). La fonction osmotique des solutés compatibles est notamment due a leur état chimique
unique de zwitterion sous pH physiologique, qui les exempts de charge nette (Parida and Das, 2005;
Jawahar et al., 2019; Zulfiqar et al., 2020). Leur synthése permet d’équilibrer le potentiel osmotique
entre le cytoplasme et I’apoplaste, d’une part, et entre le cytoplasme et la vacuole chargée en ions,
d’autre part. Toutefois, il existe également trés probablement un partage de solutés organiques entre
la vacuole et le cytoplasme (Slama et al., 2015). Les espéces different par leur succulence - teneur en

eau par unité de surface foliaire - et par le type de soluté accumulé (Flowers and Colmer, 2008).

Les roles osmoprotecteurs

Ces composés ont également une double fonction protectrice des macromolécules et structures
biologiques (Carillo et al., 2011; Jawahar et al., 2019; Slama et al., 2015; Zulfiqar et al., 2020).
Certains sont hydrophiles et peuvent remplacer I'eau a la surface des protéines ou des membranes,
agissant comme protéine chaperonne (Carillo et al., 2011). Cette protection générale contre les 1ésions
de déshydratation leur attribue le nom d’« osmoprotecteurs » ou « osmolytes » (Slama et al., 2015;
Jawahar et al., 2019; Zulfigar et al., 2020). IIs interviennent dans la stabilisation des structures
cellulaires et des enzymes, la signalisation cellulaire, le stockage des excés de carbone ou encore la
protection contre les déséquilibres oxydatifs (Parida and Das, 2005; Carillo et al., 2011; Slama et al.,
2015; Jawahar et al., 2019; Zulfigar et al., 2020)(§2.5).

La proline est largement connue pour son rdle de stabilisateur moléculaire, protégeant l'intégrité
et I’activité de nombreuses enzymes (Parida and Das, 2005; Carillo et al., 2011; Duarte et al., 2014;
Slama et al., 2015; Zulfigar et al., 2020). On la connait notamment pour son role protecteur contre les
déséquilibres oxydatifs induits par le stress, notamment au niveau des membranes thylakoidiennes,
ou elle peut agir comme activateur et stabilisateur d’enzymes antioxydantes ou comme piégeur de
ROS (Slama et al., 2015). Son réle osmoprotecteur réside également dans la réduction de 1'acidose
cytoplasmique via sa participation au maintien du ratio NADP/NADPH cellulaire (Carillo et al.,
2011; Slama et al., 2015).

Le GABA agit comme molécule de signalisation contribuant a la régulation du statut redox, du
pH et de la pression osmotique des cellules végétales (Zulfigar et al., 2020). On le connait également
pour son activité antiradicalaire au niveau des chaines photosynthétiques photo endommagées (§2.4),
qui est supposée supérieure a celle de la proline et de la glycine bétaine a une méme concentration.
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De plus, son catabolisme aurait un effet anaplérotique général sur le cycle de Krebs (Carillo, 2018;
Zulfiqar et al., 2020). Enfin, il est également impliqué dans la régulation de plusieurs enzymes clés
du métabolisme de l'azote (Carillo, 2018).

La glycine bétaine est connue pour sa protection contre les déséquilibres oxydatifs induits par le
stress et pour ses roles dans la stabilisation moléculaire des complexes protéiques du PSII et la
modulation des propriétés thermodynamiques de la phophatidylcholine - un lipide structurel du
chloroplaste (Parida and Das, 2005; Slama et al., 2015; Jawahar et al., 2019; Zulfigar et al., 2020).

Parmi les autres bétaines, la choline-O-sulfate interviendrait, dans la détoxification du sulfate
chez les plantes, un anion majeur de I'eau de mer et inhibiteur a forte concentration (Slama et al.,
2015).

Le DMSP, a des roles antioxydants chez les plantes sous stress, mais également dans la
détoxification des exces de soufre (Jawahar et al., 2019; Slama et al., 2015).

Les sucres soutiennent plusieurs fonctions cruciales a maintenir en situation de stress, comme la
croissance des tissus et la régulation de nombreuses voies métaboliques et cataboliques (Slama et al.,
2015). Les sucres et les polyols interviennent également dans la stabilisation moléculaire en situation
de déshydratation cellulaire via I’établissement de liaisons hydrogénes avec leurs groupes polaires.
Les polyols comme le pinitol ou le mannitol soutiennent également la stabilisation du PSII, le contréle

redox et/ou le piégeage des ROS chez plusieurs halophytes (Parida and Das, 2005; Slama et al., 2015)
2.3.3. La variabilité des solutés compatibles organiques

La variabilité interspécifique

Les rapports d’utilisation des solutés organiques par rapport aux solutés inorganiques (ions) mais
également I’utilisation de différents solutés organiques clés entre eux varient selon les espéces
(Flowers and Colmer, 2008; Parida and Das, 2005). Les espéces halophytes sont une source
intéressante de solutés compatibles organiques (Jawahar et al., 2019; Slama et al., 2015; Tipirdamaz
etal., 2006). Elles accumulent généralement un soluté compatible majeur de fagon dominante, comme
la proline, la glycine bétaine, le sorbitol, la B-alanine bétaine, la choline-O-sulphate ou un sucre, mais
peuvent parfois en accumuler plusieurs. Il a été démontré que les espéces accumulatrices de glycine
bétaine accumulaient peu de proline et vice versa, suggérant une régulation mutuelle entre ces deux
composés (Tipirdamaz et al., 2006). A I’inverse de la proline que 1’on retrouve chez de nombreuses
especes végétales glycophytes et halophytes, la glycine bétaine domine la flore halophyte, notamment
cultivée (Carillo, 2018). De nombreuses Amaranthaceae - famille végétale incluant les cing genres
étudiés - sont connues pour accumuler de la glycine bétaine (Slama et al., 2015; Tipirdamaz et al.,
2006). Un nombre restreint d’entre elles a néanmoins déja montré une capacité a co-accumuler de la

proline et de la glycine bétaine (Yoshiba et al., 1997).

Les facteurs de variabilité

p- 31



L’accumulation de solutés compatibles peut €tre constitutive ou induite par différents stress
environnementaux. Toutefois, elle représente un colt énergétique significatif pour les individus et sa
régulation concentration-dépendante constitue un déterminant important de leur adaptation a
I’environnement (Flowers and Colmer, 2008; Jawahar et al., 2019; Munns and Tester, 2008; Slama
et al., 2015).

En situation de stress hydrique ou salin, les plantes accumulent de la proline (Parida and Das,
2005; Carillo et al., 2011; Slama et al., 2015; Zulfiqar et al., 2020), du GABA (Mitsuya et al., 2015;
Carillo, 2018; Zulfigar et al., 2020), de la glycine bétaine (Carillo et al., 2008; Rhodes and Hanson,
1993; Zulfigar et al., 2020) de la B-alanine bétaine, de la choline-O-sulfate (Hanson et al., 1991) de
la proline bétaine (Slama et al., 2015) ; et, pour certaines especes, du DMSP (Flowers and Colmer,
2008).

Leurs concentrations cellulaires peuvent varier en fonction de nombreux déterminants
biologiques et environnementaux, en perpétuelle interaction (Jawahar et al., 2019; Slama et al., 2015;
Zulfiqar et al., 2020). Récemment, Carillo, (2018) a par exemple suggéré que lorsque la synthése et
I’accumulation de glycine bétaine a lieu chez le blé dur Triticum turgidum L. subsp. durum sous stress
salin, celle de GABA n’a pas lieu. Elle montre que ces synthéses dépendent également de I’intensité
lumineuse et de la disponibilité en nitrate du milieu ainsi que des teneurs en Ca*" et pH cytosoliques.
Chez de nombreuses espéces, les niveaux intrinséques de glycine bétaine sont supposés &tre régulés
de maniére ontogénétique a I’inverse de ceux de la proline (Carillo et al., 2008; Jawahar et al., 2019;
Zulfiqar et al., 2020). D’autres auteurs suggérent que les accumulations de glycine bétaine sont
étroitement liées aux teneurs en acides aminés libres présentes dans les tissus (Tipirdamaz et al., 2006)
ou au type de photosynthése (Slama et al., 2015). De plus, sous conditions anoxiques salines - qui
prévalent parfois dans les marais salants - la B-alanine bétaine serait une bétaine osmoprotectrice plus
appropriée que la glycine bétaine car la premicre étape de sa biosynthése ne nécessite pas d'oxygene
moléculaire (Hanson et al., 1991). Le DMSP pourrait agir quant a lui comme un osmoticum organique
constitutif, afin de contourner les éventuelles limitations en azote du milieu (Colmer et al., 1996;

Rhodes and Hanson, 1993).

2.4. Les modifications de la photosynthese associées a la tolérance au stress salin

Le maintien du métabolisme primaire est également un enjeu important de la tolérance au sel.

En raison des effets osmotiques du sel, 1’'un des enjeux est de pouvoir augmenter I'efficacité
d'utilisation de I'eau (Parida and Das, 2005; Yousif et al., 2010), qui se fait notamment par le controle
de I’ouverture stomatique. Ceci refléte parfois 1’adoption de modes de photosynthése particuliers,
permettant de réduire les pertes d’eau i.e., C4 ou CAM (Parida and Das, 2005; Slama et al., 2015;
Yousif et al., 2010). Les conditions de transpiration ont également une influence majeure sur le
transport des ions Na” (Munns and Tester, 2008; Rabhi et al., 2012). Chez I’halophyte Suaeda salsa,

l'augmentation de la concentration en sel du milieu, induit une diminution du potentiel hydrique
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foliaire et du taux de transpiration des feuilles sans effets sur leur teneur relative en eau (Parida and
Das, 2005).

Pour faire face a la photo inhibition causée par un stress salin lors de la photosynthése, les
halophytes possedent des mécanismes particuliers leur permettant de maintenir les processus de
captation et de transfert de 1’énergie et de dissipation du pouvoir réducteur excessif (Duarte et al.,
2014). L'équilibre délicat entre ces deux processus est important pour les transports d’électrons et la
production d'énergie a ce niveau. L’augmentation des complexes de collecte de la lumicre au sein des
centres réactionnels des photosystémes ainsi que les mécanismes de dissipation thermique de
I’énergie excessive via plusieurs voies métaboliques pigmentaires font partie de ces adaptations. Par
exemple, la dé-époxidation de la violaxanthine en zéaxanthine tout au long du cycle des xanthophylles
(caroténoides) est considérée comme un mécanisme de dissipation de 1’énergie efficace chez les
halophytes (Duarte et al., 2013; Rabhi et al., 2012). Néanmoins, chez certaines especes, une inhibition
de ce cycle et une excitation trés faible des photosystémes a haute salinité suggére 1’existence de
mécanismes alternatifs de dissipation d'énergiec (comme le « water-water cycle ») ou une
réorganisation de 'appareil photosynthétique (Asada, 2006; Rabhi et al., 2012).

Par ailleurs, I’amélioration du rendement photosynthétique s’accompagne de mécanismes de

réparation des photo-dommages (Takahashi and Murata, 2008).

2.5. Les mécanismes antioxydants associés a la tolérance au stress salin

Une capacité antioxydante élevée a été associée a la tolérance au sel chez plusieurs espéces de
plantes, glycophytes et halophytes (Agarwal and Pandey, 2004; Alhdad et al., 2013; Boestfleisch et
al., 2014; Ksouri et al., 2007). Le systéme antioxydant est constitué de composés non-enzymatiques
interagissant avec les ROS et d’enzymes impliquées dans la régénération des formes réduites de ces
composés, ou interagissant directement avec les ROS (Blokhina et al., 2003). Les halophytes
disposent généralement d’une batterie trés efficace de mécanismes antioxydants, qui varient selon les
especes, les environnements, les tissus et les localisations subcellulaires (Alhdad et al., 2013; Ben
Amor et al., 2006; Duarte et al., 2014; Ksouri et al., 2008; Parida and Jha, 2010).

La superoxide dismutase, les peroxydases, les catalases, 1’ascorbate peroxydase et la glutathion
reductase sont des enzymes importantes de ce systéme. Il existe généralement une corrélation positive
entre la tolérance au sel et ’augmentation de I’activité de ces enzymes chez les plantes (Parida and
Das, 2005). La superoxide dismutase est notamment un piégeur majeur d'O,* ce qui entraine la
formation d’H»O», qui peut lui-méme étre éliminé par les catalases, les peroxydases ou par le cycle
ascorbate-glutathion. Ce dernier fait également intervenir I’ascorbate peroxydase et la glutathion
reductase (Ben Amor et al., 2005; Parida et al., 2004; Shalata et al., 2001).

Parmi les composés antioxydants non-enzymatiques, on connait les polyphénols, le glutathion,
les terpénoides (caroténoides et huiles essentielles), les vitamines (ascorbate, a-tocophérol, etc.), les

uréides ou encore les polyols (Ksouri et al., 2009; Parida and Das, 2005). Leur pouvoir antioxydant
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est déterming par leur potentiel de réduction, leur capacité a stabiliser et délocaliser des électrons non
appariés, et leur réactivité (Rice-Evans et al., 1997).

De nombreux groupes de polyphénols végétaux tels que les anthocyanes, tanins ou flavonoides,
ont une fonction antioxydante (Ksouri et al., 2009). Celle-ci est généralement liée a leur potentiel
redox élevé. Ils agissent comme agents réducteurs, donneurs d'hydrogene, piégeurs de ROS ou encore
chélateurs de métaux pro-oxydants (Ksouri et al., 2009). Structurellement, ce sont des substances
possédant un cycle aromatique et portant plusieurs groupements hydroxyles (Ksouri et al., 2008;
Macheix et al., 2018; Urquiaga and Leighton, 2000). Ils sont connus pour s’accumuler chez les
halophytes en réponse a la salinité et pour jouer un réle majeur dans I’adaptation a cette contrainte
(Alhdad et al., 2013; Ksouri et al., 2007). Par exemple, une corrélation positive a ét€ montrée entre la
salinité, la concentration phénolique totale de Suaeda maritima et sa capacité a piéger les radicaux
0,° et 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH®) (Alhdad et al., 2013; Ksouri et al., 2007).

Le glutathion est également un antioxydant végétal pouvant &tre induit en réponse aux stress
environnementaux, y compris la salinité (Alhdad et al., 2013; May et al., 1998; Parida and Jha, 2010).
Sous sa forme réduite (GSH), il agit comme donneur d’électrons antiradicalaire pour inactiver les
ROS, formant du disulfure de glutathion (GSSG). Ce dernier peut alors étre recyclé en GSH par la
glutathion réductase NADPH-dépendante, ce qui participe au maintien de la balance redox des
cellules (Blokhina et al., 2003; May et al., 1998). Grace a son potentiel réducteur élevé, le GSH
participe au piégeage du H,O, cytotoxique, mais est également capable de réagir avec d’autres ROS.
Son role central est également dii & sa capacité a régénérer, 'ascorbate lors de la détoxification de
I’H»0,, via le cycle ascorbate-glutathion. Les augmentations du rapport GSH/GSSG et de 1‘activité
glutathion réductase avec 1’augmentation de la salinité ont déja été rapportées chez de nombreuses
especes (Alhdad et al., 2013; Ben Amor et al., 2006; Parida and Das, 2005; Parida and Jha, 2010) et
corrélées a la tolérance au stress salin (Ben Amor et al., 2006; Parida and Jha, 2010; Shalata et al.,
2001).

L'ascorbate est également 1'un des antioxydants les plus actifs du monde végétal. Sa forme
réduite (ASC) est utilisée comme substrat de 1’ascorbate peroxydase pour la neutralisation de 1’'H>O»,
ce qui génere le déhydroascorbate (DHA) (Ben Amor et al., 2006; Blokhina et al., 2003; Shalata et
al., 2001). II est également connu pour agir dans I’¢limination des radicaux 0,*, OH® et 'O, (Blokhina
et al., 2003). Il agit également comme cofacteur de la violaxanthine dé-époxydase dans le
chloroplaste, soutenant la dissipation de I'énergie excessive en cas de photo-inhibition (Blokhina et
al., 2003). Une augmentation de 1’état redox de 1’ascorbate a déja été corrélée a 1’augmentation de la
tolérance au stress salin (Ben Amor et al., 2006; Shalata et al., 2001), comme par exemple chez une
variété de I’halophyte Cakile maritima, ou une teneur plus élevée en ASC participerait a la réduction
de I’H»O; a salinité optimale (Ben Amor et al., 2006).

De nombreux pigments végétaux ont également des rdles antiradicalaires, notamment en cas de

photoinhibition. C’est le cas des zéaxanthines, qui peuvent participer a la limitation des réactions de
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péroxydation lipidiques en chaine (Duarte et al., 2014) ou encore des bétacyanines (pigments azotés
de la famille des bétalaines) (Behr et al., 2017; Duarte et al., 2014; Jain and Gould, 2015; Parida and
Das, 2005).

2.6 Les modifications des membranes associées a la tolérance au stress salin

Le métabolisme des lipides est également un déterminant important de la tolérance au sel chez
les plantes (Ramani et al., 2004; Sui and Han, 2014; Tsydendambaev et al., 2013; Zarrouk and Cherif,
1983). Outre leur role dans le stockage de I’énergie, les lipides ont un réle structurel important au
sein des membranes cellulaires. A ce titre, ils gouvernent des fonctions importantes de transport
membranaire et de signalisation cellulaire (Munns and Tester, 2008; Tsydendambaev et al., 2013;
Zarrouk and Cherif, 1983) particuliérement importantes pour la tolérance au sel. La stabilisation des
membranes en cas de déshydratation repose notamment sur les modifications de leur composition
lipidique (Parida and Das, 2005). La formation du glycolipide sulfoquinovosyldiacylglycérol
(SQDG) serait par exemple un aspect important de la tolérance au sel chez les halophytes, en
particulier en raison de son rdle dans la stabilisation de complexes protéiques comme le PSII ou les
ATPases (Minoda et al., 2002; Ramani et al., 2004) et la signalisation cellulaire (Ramani et al., 2004).
Certains  phospholipides = membranaires comme la  phosphatidylcholine ou la
phosphatidylethalonamine pourraient, quant a eux, intervenir dans la synthése de la glycine-bétaine

en réponse a la salinité (Zarrouk and Cherif, 1983).

Figure 3. Roles multiples des acides gras insaturés C18 lors d’un stress. D’aprés He and Ding, (2020). Des exemples non

exhaustifs de dérivés correspondants sont présentés. «X» représente le groupe principal des acylglycérols.
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La composition en acide gras de ces lipides structuraux est également particuliérement
importante pour la tolérance a la salinité. Les plus communs d’entre eux chez les plantes supérieures
sont les espéces a 18 carbones (C18) comme ’acide oléique (18 :1n-9), I’acide linoléique (18 :2n-6)
ou I’acide o-linolénique (18:3n-3). Lors d’un stress, ces macromolécules agissent comme
modulateurs des membranes cellulaires (au sein des acylglycérols), comme réserves d’énergie (dans
les triglycérides) ou de constituants barriéres extracellulaires, comme précurseurs de diverses
molécules bioactives mais aussi comme régulateurs de réponse aux stress (Figure 3). Il est aujourd’hui
clairement admis que la composition en acide gras des lipides membranaires a un réle important dans
la fluidité et la perméabilité sélective des membranes selon I’environnement salin (Ivanova et al.,
2006; Sui et al., 2010; Sui and Han, 2014; Tsydendambaev et al., 2013; Zarrouk and Cherif, 1983).
La diminution de ces derniéres est associée a une augmentation du degré d’insaturation des acides
gras, de leur chaine hydrocarbonée et de la proportion d’acide linoléique par rapport a celle de 1’acide
a-linolénique (Ivanova et al., 2006; Sui and Han, 2014; Tsydendambaev et al., 2013). Toutes ces
variations sont positivement corrélées au bon fonctionnement des transporteurs transmembranaires et

de la machinerie photosynthétique (Sui and Han, 2014; Tsydendambaev et al., 2013).

2.7. Les modifications de la germination associées a la tolérance au stress salin

L’adaptation des graines a une présence excessive de sel dans le milieu est primordiale a
I’établissement d’une espéce en environnement salin. En effet, les déséquilibres osmotiques et
ioniques induits par le sel peuvent inhiber la germination de manicére plus ou moins réversible
(Kranner and Seal, 2013). Les halophytes ont généralement une capacité a germer sous une salinité
plus élevée que les glycophytes (Gul et al., 2013; Huang et al., 2003; Kranner and Seal, 2013).
Beaucoup d’entre elles ont néanmoins une germination optimale en conditions non salines (Gul et al.,
2013; Khan et al., 2002) voire faiblement salines (Duan et al., 2007; Ungar, 1978). Les graines de
certaines halophytes disposent de mécanismes d’osmorégulation via des phénomeénes de
séquestrations tégumentaires (Zhang et al., 2010). D’autres sont hétéromorphes présentant des
capacités de dispersion, persistance, dormance et germination distincts, ce qui leur offre de meilleures
opportunités d’établissement au sein de ces environnements changeants (Gul et al., 2013). Une petite
proportion d’halophytes présente également une stratégie de viviparité (germination attachée a la
plante meére) (Kranner and Seal, 2013). Néanmoins la majorité utilise des stratégies d’évitement du
sel, impliquant une dormance secondaire pour retarder la germination a des conditions plus propices
(Gul et al., 2013; Kranner and Seal, 2013; Ungar, 1978). Les graines se distinguent alors par leur
capacité a rester viable et a germer lors de la recouvrance, méme aprés une exposition prolongée a
des conditions salines (Ungar, 1978). Chez certaines espéces, une pré exposition saline est méme
connue pour favoriser, l'uniformité et la vitesse de germination des graines lors de ce recouvrement

(Huang et al., 2003; Keiffer and Ungar, 1997).
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La tolérance des graines d’halophytes a la salinité est également sous la gouverne de nombreuses
autres variables, environnementales et biologiques (Gul et al., 2013; Kranner and Seal, 2013; Ungar,
1978), comme la température, ’humidité et la lumiére (Huang et al., 2003; Khan and Ungar, 1997).
Ar exemple, il est souvent rapporté que 1’effet néfaste des hautes salinités sur la germination est
atténué pour des températures optimales de germination mais amplifié dés lors que ces optima sont

dépassés (El-Keblawy and Al-Shamsi, 2008; Khan and Ungar, 1997).

2.9 L exploitation de ’aptitude de tolérance au sel des plantes halophytes

Le début de la section 2. présente un apergu non exhaustif de la diversité des fonctions et des
structures végétales mobilisées par 1’aptitude de tolérance au sel chez les plantes et leur variabilité
selon des critéres héréditaires, ontogéniques et environnementaux. La meilleure compréhension de
ces mécanismes, notamment chez les plantes cultivées, ouvre des voies prometteuses pour
I’amélioration de leur résistance au sel. Toutefois, ces avancées progressent relativement lentement,
en raison de 1'hérédité polygénique des caractéres de sensibilité ou de tolérance a la salinité ainsi que
de la difficulté a identifier les régions génomiques les controlant (Flowers, 2004; Rozema and
Flowers, 2008; Ventura et al., 2015; Zhu, 2002). Les phases les plus prometteuses de ces programmes
consistent en la régulation de facteurs de transcription a réponse précoce. Pour exploiter la capacité
de résistance au sel des plantes, la culture de plantes naturellement tolérantes s’impose aujourd’hui
comme une alternative sérieuse au génie génétique (Nikalje et al., 2018; Panta et al., 2014; Rozema

and Flowers, 2008).

2.9.1. Les systemes biosalins pour [’alimentation humaine et animale

Outre leurs avantages écologiques les systémes agricoles biosalins destinés a 1’alimentation
humaine et animale peuvent également présenter des avantages qualitatifs. En raison de leurs
conditions de croissance, de nombreuses halophytes constituent en effet des sources prometteuses de
composés bioactifs a propriétés médicinales : acides gras polyinsaturés, polyphénols, pigments,
vitamines etc. (Al-Tohamy et al., 2018; Barreira et al., 2017; Benhammou et al., 2009; Bertin et al.,
2014; Ksouri et al., 2012; Meot-Duros et al., 2008; Petropoulos et al., 2016; Shahidi and Naczk, 1995;
Ventura et al., 2011). Nombre d’entre elles sont largement utilisées en tant qu’aliment fonctionnel ou
médecine traditionnelle, a travers le monde i.e., dont la prise alimentaire réguliére et en quantité
suffisante a des effets physiologiques bénéfiques sur le long terme (Ksouri et al., 2012; Petropoulos
et al., 2018).

La haute valeur fonctionnelle des halophytes est souvent rapprochée de leurs teneurs élevées en
acides gras polyinsaturés (PUFA) (Barreira et al., 2017; Ksouri et al., 2012; Petropoulos et al., 2016;
Sui et al., 2010; Ventura et al., 2011), qui est généralement fonction de leur tolérance a la salinité
(§2.6) (Allakhverdiev et al., 1999; Ivanova et al., 2009; Tsydendambaev et al., 2013). Il est

aujourd’hui admis que la consommation de quantités relativement élevées en PUFA de type oméga 3
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(n-3) et oméga 6 (n-6) via les légumes ou les huiles offre une protection significative contre de
nombreuses maladies (Guil-Guerrero and Rodriguez-Garcia, 1999; Simopoulos, 2004; Wijendran and
Hayes, 2004). L’acide a-linolénique (18:3n-3), oméga 3, est souvent le PUFA majoritaire apporté par
la consommation de végétaux. Il est connu pour jouer un role majeur dans la protection cardio-
vasculaire, la protection contre 1'asthme ou encore la prévention des ulcéres gastriques (Guil-Guerrero
and Rodriguez-Garcia, 1999; Simopoulos, 2004; Ventura et al., 2011; Wijendran and Hayes, 2004).
L’acide linoléique (18:2n-6), oméga 6, est également un PUFA diététique important, connu pour son
role dans la réduction plasmatique des lipoprotéines de basse densité du cholestérol C (LDL-C) i.e.,
un facteur d’apparition de la maladie coronarienne (Wijendran and Hayes, 2004). Chez ’Homme, il
existe toutefois une compétition entre ces deux acides gras essentiels pour leur élongation en acides
gras hautement insaturés (VLCFA), qui sont eux-mémes bénéfiques pour la santé humaine (Guil-
Guerrero and Rodriguez-Garcia, 1999; Simopoulos, 2004).

En tant que source naturelle importante de nombreux antioxydants de type polyphénols,
terpénoides (caroténoides et huiles essentielles), vitamines (ascorbate, a-tocophérol), uréides ou
polyols, les halophytes constituent également de sérieuses candidates a la prévention de maladies
oxydatives chroniques comme les cancers, l'athérosclérose ou les ulcéres (Al-Tohamy et al., 2018;
Barreira et al., 2017; Bertin et al., 2014; Boestfleisch et al., 2014; Ksouri et al., 2008; Meot-Duros et
al., 2008). Les polyphénols d’origine végétale sont les antioxydants hydrophiles les plus abondants
et les plus actifs du régime alimentaire (Dudonné et al., 2009; Popovici et al., 2009; Rice-Evans et
al., 1997; Urquiaga and Leighton, 2000). Ils sont connus pour améliorer le statut de différents
biomarqueurs de stress oxydatifs ou protéger directement contre certaines maladies cardio-vasculaires
(Blokhina et al., 2003; Dudonné et al., 2009; Scalbert et al., 2005). On leur connait plusieurs types
d’effets de type anti-carcinogenes, anti-thrombotiques, vaso-dilatateurs et cardio-protecteurs ou
encore antimicrobiens et anti-inflammatoires (Urquiaga and Leighton, 2000).

Les halophytes sont également sources de composés bioactifs a activités antimicrobiennes (Al-
Tohamy et al., 2018; Meot-Duros et al., 2008) pouvant étre utilisés dans les formulation
médicamenteuses. Mondialement, 1’usage de plantes médicinales a ce titre est promu par
I’opportunité d’outrepasser le développement de pathogénes multi-résistants aux formulations de
synthése (Al-Tohamy et al., 2018). D’aprés I’OMS, 70 a 80% de la population mondiale dépendrait
des plantes comme source de soins de santé primaires (Al-Tohamy et al., 2018).

La variabilité des compositions en constituants actifs des halophytes (Bertin et al., 2014; Ksouri
et al., 2008; Ventura and Sagi, 2013) est toutefois un obstacle a la production d’aliments fonctionnels
issus de leur biomasse. La diversité, la complexité et la variabilité considérable des polyphénols rend
par exemple leur appréhension complexe, menant a I’identification d’activités biologiques,
biodisponibilités et interactions différentes pour chacun d’entre eux (Scalbert et al., 2005; Urquiaga
and Leighton, 2000). La connaissance de ces variabilités a généralement pour but la sélection

d’écotypes pertinents pour 1’agriculture biosaline.
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2.9.2. Les systemes biosalins destinés a la production d’énergie

Les applications de 'agriculture biosaline comprennent également les énergies renouvelables et
les matiéres premicres a usage industriel (Yamaguchi and Blumwald, 2005), dont le principal
avantage est 1’absence de concurrence envers les cultures conventionnelles (Rozema and Flowers,
2008). Les graines oléagineuses ou la biomasse ligno-cellulosique des halophytes peuvent étre
utilisées pour la production de biocarburants (Panta et al., 2014; Sharma et al., 2016). Plusieurs
especes ont été sélectionnées pour une production énergétique a grande échelle dans différentes
parties du monde, incluant les genres Salicornia (salicornes ou « glassworts »), Suaeda (soudes ou
« sea-blites ») et Atriplex (arroches ou « salltbushs ») (Abideen et al., 2012; Glenn et al., 1991; Panta
et al., 2014; Sharma et al., 2016).

2.9.3. Les systemes biosalins destinés a la restauration de milieux salinisés ou pollués

La capacité d’accumulation du sel de nombreuses halophytes (Flowers and Colmer, 2008; Glenn
et al., 1999; Munns and Tester, 2008) peut également étre utilisée pour réhabiliter la productivité des
terres impactées par la salinisation (Graifenberg et al., 2003; Karakas et al., 2017; Lokhande et al.,
2013; Nikalje et al., 2018; Panta et al., 2014; Rabhi et al., 2009). Elle a été évaluée entre 1 et 6 tonnes
d’équivalent NaCl ha' an™' (Panta et al., 2014). Toutefois, elle est souvent supposée trop lente par
rapport a la concentration initiale en sel des sols lorsqu’elle n’est pas combinée a une production
élevée de biomasse (> 10 tonnes ha™) (Barrett-Lennard, 2002). Plusieurs végétalisations halophytes
pérennes capables d’abaisser les nappes phréatiques salées se sont montrées encourageantes pour la
restauration de la productivité de terres salines. Toutefois, leur efficacité dépend également de
I’évolution a long terme des pressions hydriques et de la biophysique d’accumulation des sels dans le
sol (Barrett-Lennard, 2002; Barrett-Lennard and Malcolm, 1999).

Les plantes de sols salés peuvent également altérer les propriétés physico-chimiques des
sédiments au contact de leurs racines, influengant la spéciation et la mobilité des métaux qui s’y
trouvent (Almeida et al., 2004; Cambroll¢ et al., 2011). Certaines d’entre elles sont ainsi largement
préconisées a des fins de phytostabilisation ou de phytoextraction de ces milieux (Manousaki and
Kalogerakis, 2011). Les études sur ce sujet, se concentrent sur des éléments tels que I’arsenic As, le
cadmium Cd, le cuivre Cu, le mercure Hg, le plomb Pb et le zinc Zn, qui sont souvent accumulés dans
les sols cotiers et dont le risque toxicologique est considéré comme le plus important (Ali et al., 2013;
Cambrollé et al., 2011; Panta et al., 2014). En Nouvelle-Calédonie, ’activité miniére peut favoriser
la dispersion de métaux de transition comme le Ni, Fe, Cr, Co et Mn depuis dépots ultramafiques
latéritisés (Gunkel-Grillon et al., 2014), vers les mangroves (zones tampons d’accumulation) et le
lagon (Marchand et al., 2012; Noél et al., 2015). L’étude de la capacité des plantes et arbres halophytes
de mangrove ou de zone estuarienne a immobiliser ces métaux dans ces environnements soutien la
mise en ceuvre de stratégies pour la maitrise de leur dispersion vers les environnements marins
(Marchand et al., 2016).
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D'autre part, il peut étre également intéressant de tirer parti d’une culture halophyte, pour ses
aptitudes de séquestration du CO, atmosphérique. En effet, un accroissement de CO, a été montré
bénéfique a I’aptitude de tolérance au stress osmotique et a la productivité de plusieurs d’entre elles
(Geissler et al., 2009, 2013; Mateos-Naranjo et al., 2010; Pérez-Romero et al., 2018; Rozema et al.,
1991). La plantation de cultures halophytes a des fins paysagéres et ornementales pourrait ainsi étre

une fagon économique et écologique de valoriser des sols salins (Ventura et al., 2015; Yensen, 2006).

2.9.4. Les systemes biosalins synergiques a I’ aquaculture marine

La culture des halophytes peut également étre combinée avantageusement a I'aquaculture marine.
Dans de tels agrosystémes, les nutriments inorganiques provenant des bassins aquacoles sont utilisés
pour favoriser la croissance et/ou la qualité des cultures halophytes (Brown et al., 1999). Cela offre
une solution « win-win » permettant de combiner une culture biosaline a 1'élimination d’effluents
aquacoles salins enrichis en nutriments, qui sont un probléme environnemental majeur. Au Brésil,
une culture de Sarcocornia ambigua, a destinée agro-alimentaire ou bioénergétique, tire bénéfice
d’effluents salins provenant de fermes crevetticoles (Costa et al., 2014; D’Oca et al., 2012). De la
méme fagon le potentiel de 1’halophyte Distichlis spicata a été étudié en Australie pour piéger les
¢léments nutritifs d’effluents d'aquaculture marine tout en fournissant une culture fourragére a valeur
nutritionnelle ajoutée (Lymbery et al., 2013)

La Nouvelle-Calédonie est un territoire marqué par une activité crevetticole (Litopenaeus
stylirostris), ancrée, et maitrisée depuis plusieurs décennies (Della Patrona and Brun, 2009), qui
pourrait tirer parti d’une telle synergie avec 1’agriculture biosaline. Une culture expérimentale de
plantes halophytes dans son contexte cherche a exploiter les capacités extractives des plantes
halophytes pour réhabiliter les bassins impactés par une accumulation excessive de nutriments au-
dela de la « carrying capacity » i.e., thése en cours: Marie Colette, dir. Luc Della Patrona.
L’amélioration de I’état nutritionnel des géniteurs figure également parmi les voies de progrés a
explorer pour la crevetticulture calédonienne. Les retombées de la présente theése permettront de
sélectionner les espéces halophytes les plus nutritives en composés fonctionnels essentiels pour les
crevettes ainsi que leurs écotypes, pour leur potentielle transformation en ingrédient de granulé
d’élevage. La polyculture crevette/halophyte posséde un large potentiel pour devenir un systéme

aquacole multi trophique intégré trés original au sein du paysage calédonien.

2.9.5. Les déterminants nécessaires a la mise en place de systéemes biosalins

A ce jour, la majeure partie de la littérature scientifique sur les cultures halophytes a potentiel
commercial se concentre sur des questions de recherche fondamentales traitant d’expériences a petite
échelle (Koyro et al., 2011; Ventura et al., 2015). Ces questions sont primordiales pour comprendre
la relation de génotypes pertinents avec leur milieu de vie, connaitre leurs besoins agronomiques et

les sélectionner (Munns and Tester, 2008). Toutefois, les prochains leviers de recherche doivent se
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concentrer sur la mise a I'échelle agro technique de ces espéces (Nikalje et al., 2018; Ventura et al.,
2015). L'introduction d'espéces végétales halophytes non domestiquées en tant que cultures exige la
mise en place de protocoles de culture a grande échelle sur une sélection pertinente d’un point de vue
quantitatif, qualitatif et économique (Rozema and Flowers, 2008). Au-dela des incertitudes liées aux
systémes biologiques i.e., germination variable, maladies, mise a I’échelle, les demandes du marché
et les concurrences économiques sont également a prendre en compte (Rozema and Flowers, 2008).

Parmi les facteurs biologiques majeurs limitant la domestication des halophytes, la dormance (§
2.7.), la maturation et la rétention des graines sont par exemple a anticiper (Brown et al., 2014). De
plus, il existe des contraintes liées a I'utilisation d'eau hautement saline qui n'existent pas pour les
cultures non salines. En effet, bien que de nombreuses espéces halophytes produisent des rendements
compétitifs sous une irrigation compléte a I'eau de mer, il existe souvent une « pénalité du sel » pour
celles-ci, se manifestant comme un besoin supplémentaire en eau (Glenn et al., 1999). Cela peut étre
une pénalité pratique a payer dans les endroits ou I'eau de mer est la seule source d'eau exploitable a
grande échelle pour l'agriculture. Toutefois 1’augmentation des fractions de lessivage et des
profondeurs d'irrigation sont associées a des colits de pompage plus élevé et a des rejets plus
importants d'eau vers l'aquifére ou le systéme de drainage, ce qui implique la mise en place d’une
gestion adéquate du systéme (Glenn et al., 1999). Lors d’essais aux champs, il est nécessaire d’évaluer
les besoins minimums en eau d’une culture pour différents régimes de salinité, afin de déterminer la
limite supérieure de salinité a pratiquer pour que le systéme reste écologiquement et économiquement
viable.

Enfin I’évolution du systéme sur le long terme est également a anticiper, notamment en ce qui
concerne les mouvements d’eau et de sel au sein des sol (Barrett-Lennard, 2002; Panta et al., 2014).
L’infiltration excessive de Na peut par exemple conduire a la dégradation structurelle du sol. La
mesure du taux d'adsorption du sodium (SAR) i.e., SAR = Na[Cat+Mg], est la méthode la plus

couramment utilisée pour évaluer ces problemes (Glenn et al., 1999; Saidi et al., 2008).

3. Contexte de I’étude : Les espéces halophytes d’intérét dans leur milieu naturel

Les cinq espéces objet de cette étude appartiennent a la famille des Amaranthaceae. Dans la
classification phylogénétique, cette famille compte environ 174 genres et 2050 espéces i.e., incluant
les 1400 especes des anciennes Chenopodiaceae. Nombreux de ses représentants sont des herbacées
et arbustes succulents dicotylédones. Elle inclut le plus grand nombre d'espéces halophytes, dont la
majeure partie est connue pour accumuler de la glycine bétaine, de grandes quantités d’ions Na' et/ou
CI" pour ’ajustement osmotique et présenter des « bladder cells » EBC (Flowers and Colmer, 2008;
Slama et al., 2015). De nombreuses espéces d‘anciennes Chenopodiaceae ont montré une large
gamme d'activités biologiques, suggérant leur potentiel pharmacologique et biotechnologique (Ksouri

et al., 2012).
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embrassantes. ¢. Photographie de ses rameaux fertiles faisant apparaitre les épis de cymules situés a I’extrémité des tiges, et
les écussons floraux desquels sortent les étamines des fleurs réduites. d. Photographies de germinations spontanées sur les
tiges de I’un de ses plants mére. Photographies personnelles ou modifiées d’apres Colette, (2019). Dessins d’une fleur réduite

et d’une graine pubescente d’apres Jessop and Toelken, (1986).

L’espéce Sarcocornia quinqueflora (Bunge ex Ung.-Sternb.) A.J.Scott (APNI) ou « salicorne
perlée » est une halophyte pérenne exclusivement tidale (Duke et al., 2010), indigéne de Nouvelle-
Calédonie (Munzinger et al., 2020). Elle forme des tapis sur les arriéres de mangrove de la c6te Ouest
(« tannes ») (Figure 5.a). Elle a été observée de Koné (Nord) a Dumbéa (Sud), généralement au niveau
de zones ou le cumul de pluie annuel ne dépasse pas 1300 mm (Duke et al., 2010). Ses tiges charnues
en apparence dépourvues de feuilles sont érigées ou décombantes (Figure 5.b) et s'enracinent aux
nceuds, formant une structure caespiteuse de 10 a 50 cm de hauteur. Ses feuilles, semblables a des
écailles, sont réduites a des bractées fusionnées deux a deux et réunies en une gaine embrassante
entourant chaque entre-nceud (Figures 5.b et 5.d). Ses inflorescences correspondent a des épis charnus
bombés, de 2 a 5 cm de long, situés a ’extrémité des tiges et sur lesquels les fleurs réduites sont
disposées en cymules a la base des noeuds, au nombre de 5-9 par rangée (Figure 5.c). Le périanthe de
chaque fleur comprend trois a quatre pieces soudées, formant un écusson partiellement enfoncé dans
'axe, duquel sortent les étamines (Figure 5.c). Les fruits correspondent a des vessies membraneuses
minces entourés d'écailles et contiennent chacune une graine circulaire couverte de poils (Figure
5.d)(Jessop and Toelken, 1986; State Herbarium of South Australia, 1998)

Les salicornes ou « glassworts » sont en général des plantes pionniéres de littoral (Davy et al.,
2006), capables de pousser sous des salinités proches de celles de I’eau de mer (Katschnig et al., 2013;
Khan et al., 2001; Redondo-Goémez et al., 2006). Parmi les salicornes, les espéces du genre
Sarcocornia sp. se distinguent de celles du genre Salicornia sp. par leur croissance pérenne (Davy et
al., 2006) et par des différences d’arrangement floral (Kadereit et al., 2007). Les salicornes sont les
halophytes les plus cultivées au monde, notamment pour I’alimentation humaine (Barreira et al.,
2017; Lu et al., 2010; Panta et al., 2014; Price, 2007; Ventura et al., 2011) et I’alimentation animale
(Arce et al., 2016; Glenn et al., 1996; Im et al., 2006). De nombreuses espéces montrent une richesse
en macro- et oligo-éléments essentiels (magnésium, calcium, potassium, fer, etc.), en antioxydants
(B-caroténe, polyphénols, uréides, etc.), en vitamines et en acide gras polyinsaturés essentiels de type
oméga 3 (Ksouri et al., 2012; Lu et al., 2010; Panta et al., 2014; Ventura et al., 2011), participant a
leur haute valeur fonctionnelle (Bertin et al., 2014; Ferreira et al., 2018; Ksouri et al., 2012). Les
extraits bioactifs de plusieurs d’entre elles ont notamment montré des propriétés antibactériennes,
antidiabétiques, antioxydantes, antiprolifératives, immunitaires et protectrices de plusieurs fonctions
du corps humains (Ksouri et al., 2012; Nikalje et al., 2018). A travers le monde, les salicornes sont
également exploitées pour la production de bio-carburants (Panta et al., 2014; Sharma et al., 2016) et
la désalinisation des sols (Sainty & Associates for AWI and CRC Salinity, 2006). L’espéce Salicornia

bigelovii dont les graines sont oléagineuses (30% du poids sec) est par exemple cultivée sous un
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1200 mm (Duke et al., 2010 ). Ses tiges portent des petites feuilles grasses de forme linéaire, aigués
ou obtuses, affichant des couleurs tantot vertes, orange, violet ou roses selon les conditions du milieu,
notamment salines (Figure 6.b). Ses inflorescences forment des glomérules a fleurs bisexuées, parfois
unisexuées, subsessiles et a périanthe lobé, groupées par 2 ou 3 (Figure 6.c¢). Le périanthe fructifére
est 1égérement succulent, déprimé-globuleux, d’environ 2 mm de diamétre (Figure 6.d). A maturité,
I’endocarpe du fruit est lisse de couleur noir ou brun rougeatre (Figure 6.d) (State Herbarium of South
Australia, 1998; Walsh and Entwisle, 1996; Western Australian Herbarium, 1998).

Les soudes du genre Suaeda sp., communément appelées « Sea-Blites » représentent un groupe
d’arbuste halophyte littoral, dont les feuilles succulentes sont capables d’accumuler de grandes
quantités d’ions salins (Flowers and Colmer, 2008; Koyro et al., 2011) Les jeunes pousses de « Sea-
Blites » sont consommeées traditionnellement a travers le monde (Nikalje et al., 2018; Song and Wang,
2015). Leurs teneurs en protéines, fibres brutes, caroténoides, acides aminés, vitamine C ont par
exemple démontré la valeur nutritionnelle de Suaeda salsa (Song and Wang, 2015). Les graines de
nombreuses especes de Suaeda sp. ont également un potentiel agro-alimentaire reconnu, grace a leur
richesse en huile (> 20% du poids sec) et en acides gras polyinsaturés (Nikalje et al., 2018; Panta et
al., 2014; Song and Wang, 2015). Plusieurs espéces de Suaeda sp. ont également montré une large
gamme d'activités biologiques, et sont connues des traitements médicaux folkloriques (Al-Tohamy et
al., 2018; Oueslati et al., 2012). Les extraits bioactifs de Suaeda fruticosa ont par exemple présenté
des effets de baisse des taux de graisse et de sucre du sang, ainsi que des activités antioxydantes,
antimicrobiennes et anticancéreuses (Ksouri et al., 2012; Oueslati et al., 2012). Plus de 90% d’activité
antiradicalaire a également été obtenue sur les extraits bioactifs de Suaeda vermiculata, riches en
composés phénoliques i.e., 76.88 mg d’équivalent acide gallique par gramme de matiére séche (Al-
Tohamy et al., 2018). Le potentiel des Suaeda sp. en alimentation animale est également reconnu
(Brown and Glenn, 1999; Glenn et al., 1999; Panta et al., 2014; Temel et al., 2015). Ces espéces ont
¢galement montré un haut potentiel a la production de biocarburant (Abideen et al., 2012; Nikalje et
al., 2018; Sharma et al., 2016). L’espéce Suaeda fructicosa posséde par exemple des graines
oléagineuses dont la composition en acides gras est comparable a celles de cultures utilisées pour la
production de biodiesel (Abideen et al., 2012; Sharma et al., 2016). Enfin, 1’utilité de ces espéces a
¢galement été démontrée pour la désalinisation (Abideen et al., 2012; Keiffer and Ungar, 1997;
Nikalje et al., 2018). L’espéce Suaeda salsa plantée sur une densité de 15m? par plante™ a par exemple
montré une capacité de désalinisation des sols entre 3000 et 4000 Na" ha™ aprés récolte en fin de

saison de croissance (Zhao, 1991).

3.4. Salsola australis
L’espéce Salsola australis R.Br. (APNI), communément appelée « soude de Ruthénie » ou
« saltwort épineux » est une herbacée halophyte annuelle, indigéne de Nouvelle-Calédonie

(Munzinger et al., 2020). Auparavant connue sous le nom de Salsola kali L. (APNI) en Nouvelle-
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De nombreuses espéces de Salsola sp. adoptent une photosynthése de type C4 (Grigore et al.,
2014; Manetas et al., 1986; Pyankov et al., 2010; Shomer-Ilan et al., 1981) et sont tolérantes a 1’aridité
et a la salinité (Heidari-Sharifabad and Mirzaie-Nodoushan, 2006; Karakas et al., 2017; Ksouri et al.,
2012). Plusieurs sont cultivées ou candidates a 1’agriculture biosaline a travers le monde. Parmi les
plus connues, on retrouve 1’espéce Salsola kali (Falasca et al., 2016), dont la tolérance a la salinité a
été positivement corrélée a la capacité a accumuler le Na" (Glenn et al., 1999; Reimann and Breckle,
1995). Ses jeunes plants peuvent étre utilisés comme fourrage grace a leur composition (10-18% de
protéines, 45-65% de fibres) et a leur digestibilité (50-70%). Sa biomasse lignocellulosique est
également prometteuse pour la production de bioénergies (Falasca et al., 2016). On retrouve
également des especes de Salsola sp. utilisées pour 1’alimentation humaine comme 1’espéce Salsola
soda (communément appelée « agretti »), cultivée en Italie pour la consommation gastronomique de
ses jeunes pousses (Centofanti and Banuelos, 2015). Elles peuvent également étre une source de
nouveaux agents antioxydants et antimicrobiens appréciés des applications alimentaires et
biomédicales (Al-Tohamy et al., 2018; Centofanti and Banuelos, 2015; Ksouri et al., 2012;
Petropoulos et al., 2018). Leurs utilisations en médecine reposent sur leurs propriétés hypotensives,
anti-constipations anti-inflammatoires ou soporifiques (Al-Tohamy et al., 2018; Ksouri et al., 2012;
Petropoulos et al., 2018), que 1’on attribue a la présence d’alcaloides (salsoline et la salsolidine). Des
extraits d'alcaloides de Salsola soda ont par exemple été évalués pour le traitement de la maladie
d'Alzheimer (Centofanti and Banuelos, 2015; Petropoulos et al., 2018). Plusieurs Salsola sp. ont enfin
montré un potentiel pour la désalinisation des sols et la permaculture en condition saline. En tant que
culture compagne de la tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) sous conditions salines, 1’espece
Salsola soda a par exemple déterminé une augmentation de 22% du rendement de cette derniére, sans

effet sur sa composition en N, K et Mg (Graifenberg et al., 2003).

3.5. Enchylaena tomentosa

L’espéce Enchylaena tomentosa R.Br. (APNI) ou « arroche rubis » est une halophyte pérenne
indigéne de Nouvelle-Calédonie (Munzinger et al., 2020) formant des buissons de 70-90 cm de
hauteur sur des terrains a faible relief de la zone intertidale supérieure des tannes ou des plages (Figure
8.a). Cette espece, exclusivement tidale est généralement présente au niveau de zones a cumul de
précipitations annuel < 1200 mm. Elle est supposée avoir une tolérance élevée a la sécheresse et faible
a I'engorgement. Sa production de biomasse serait notamment facilitée par 1’ombre (Jefferson and
Pennacchio, 2005), notamment dans des conditions de limitations en eau (Prider and Facelli, 2004).
Elle est néanmoins signalée pour avoir une large tolérance climatique, pédologique et topographique
(Duke et al., 2010; Sainty & Associates for AWI and CRC Salinity, 2006). Elle été observée de Voh
(Nord) a Uitoe (Sud). L’identification de 1’espéce Enchylaena tomentosa en Nouvelle-Calédonie,
issue d’un genre précédemment décrit comme endémique d’Australie, appuie I’hypothése d’une

radiation évolutive des especes de Chenopodiaceae au sein du Pacifique austral (Duke et al., 2010).
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collation ou en tisane, et cuisinent ses feuilles comme un légume (Clarke, 1998). Cette espéce fait
¢galement partie de programmes de restauration écologique, en mixité avec d’autres arbustes
pérennes d’Australie (Jellinek et al., 2020) et on lui connait un réle écosystémique envers la faune
indigéne (Brooker and Brooker, 2004). De plus, elle a démontré un potentiel de croissance sur les
sites miniers (Naidu, 1997) ou encore les lagunes de collecte des « fly ashes » (le principal sous-
produit de la combustion du charbon) (Jusaitis and Pillman, 1997), pour la restauration et la

stabilisation de ces zones industrielles.

4. Objectifs de I’étude

L’objectif principal de ce travail a été de rechercher les variations de croissance et/ou de valeur
en métabolites fonctionnels d’intérét dans les tissus comestibles de ces plantes en lien avec les
modifications - naturelles ou contrélées - de leur milieu de croissance. Les questions de recherche

suivantes ont été abordées :

1. Les feuilles/tiges comestibles des halophytes étudiées peuvent-elles étre considérées comme des
aliments fonctionnels avec une capacité élevée d'accumulation de composés favorisant la santé
et/ou de prévention de maladies ? Dans chaque chapitre, nous avons basé cette évaluation sur la
comparaison de moyennes générales en composés fonctionnels d’intérét, avec plusieurs
recommandations diététiques ou avec celles d’autres 1égumes-feuilles d’intérét. Nous avons ciblé
les valeurs fonctionnelles suivantes :

- Plusieurs éléments essentiels (Ca, K, Mg, Na, P, S, Al, Fe, Mn, Cu, Mo, Zn, Ni),

- Les proportions d’acides gras polyinsaturés totaux (PUFA) et omégas 3 (n-3), par rapport
aux acides gras totaux (TFA), notamment en acide a-linolénique (18:3n-3)

- Les teneurs en composés phénoliques totaux (TPC), connus pour leurs roles antioxydants

- L’activité antiradicalaire « totale » (AAI), a travers 1’essai au radical DPPHe

2. Quelles sont les relations entre la croissance et/ou valeur fonctionnelle des espéces et les
contraintes extérieures ? Deux études ont permis de subdiviser cette question générale en
plusieurs points précis :

- Une étude en milieu naturel :
2.1.a. Quelles sont les niches écologiques physico-chimiques et spatio-temporelles de ces
especes en Nouvelle-Calédonie ? (Chapitre 2, partie 1)
2.1.b. Quels sont leurs accomodats/ecotypes naturels pour la valeur fonctionnelle en acide
gras et en minéraux ? (Chapitre 2, partie 2)
2.1.c. Peut-on discriminer des habitats et accomodats/ecotypes naturels associ€s a une

augmentation de cette valeur fonctionnelle ? (Chapitre 2, partie 2)
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2.1.d. Existe-t-il un lien entre les parameétres physico-chimiques des habitats et ces
accomodats/ecotypes ? Notamment, entre la salinité des habitats et la mise en place de
mécanismes de tolérance impliquant des modulations biochimiques au sein des espéces ?
(Chapitre 2)

- Une étude en culture expérimentale hors sol :
2.2.a. Quelles sont les variabilités expérimentales de la croissance et de la valeur
fonctionnelle en acides gras chez deux de ces espéces, Atriplex jubata et Sarcocornia
quinqueflora, vis-a-vis de la salinité et de la forme de nutriments azotés apportés au
milieu ? (Chapitre 3, partie 1)
2.2.b. Quelles sont les variabilités expérimentales de la croissance et de la valeur
fonctionnelle en acides gras et en antioxydants chez les trois autres espéces, Salsola
australis et Suaeda maritima et Enchylaena tomentosa, vis-a-vis de la salinité et de la
forme de nutriments azotés apportés au milieu ? (Chapitre 3, partie 2)
2.2.c. Peut-on discriminer des conditions de cultures salines et azotées associées a une
augmentation de la croissance et de la valeur fonctionnelle en acides gras et/ou en
antioxydants des espéces ? (Chapitre 3)
2.2.d. Existe-t-il un lien entre ces « démonstrateurs de qualité agronomique » et la

tolérance au sel et/ou le métabolisme de nutrition azotée des espéces ? (Chapitre 3)
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Chapitre 2

Variabilité spatio-temporelle de métabolites fonctionnels
chez les halophytes Suaeda maritima, Sarcocornia
quinqueflora, Atriplex jubata, Salsola australis et
Enchylaena tomentosa, en lien avec celle de leur habitat
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Ce second chapitre présente la variabilité spatio-temporelle en métabolites fonctionnels chez
cinq especes halophytes d’intérét pour 1’agriculture biosaline en Nouvelle-Calédonie : Suaeda
maritima, Sarcocornia quinqueflora, Enchylaena tomentosa, Atriplex jubata and Salsola
australis, en lien avec celle de leur habitat naturel. Dans une premiere partie, nous explorons les
niches écologiques spatio-temporelles de ces espéces pour plusieurs variables physico-chimiques
majeures de leur habitat (question 2.1.a). Cette partie est rédigée sous forme d’un article
scientifique, destiné a une soumission prochaine auprés du journal Estuaries and Coasts. Dans
une seconde partie, en francgais, nous proposons tout d’abord de définir la valeur fonctionnelle
moyenne des parties comestibles de chacune des espéces en plusieurs €léments essentiels et en
acides gras polyinsaturés (questions 1.1 et 1.2). Nous explorons ensuite les différents
accomodats/ecotypes spatio-temporels de cette valeur fonctionnelle (question 2.1.b), puis nous
discriminons ceux I’optimisant (question 2.1.c). Enfin, un recoupement avec la partie 1 nous
permet d’apporter des éléments de réponses a ces variabilités, grace a leur lien avec les paramétres

physico-chimiques des habitats naturels (question 2.1.d).
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Estuaries and Coasts

Abstract: Suaeda maritima, Sarcocornia quinqueflora, Atriplex jubata, Salsola australis and
Enchylaena tomentosa are five promising halophytes for biosaline agriculture in New Caledonia. To
determine sets of suitable physico-chemical properties in soil for viability of each species (“ecological
niche” for these parameters), we explored their spatio-temporal variability in natural habitats i.e.,
which are mostly saltpans for Suaeda maritima and Sarcocornia quinqueflora and mostly arenosols
for Atriplex jubata and Salsola australis. Two factors, «Site» and «Month», were considered to
evaluate the variability, trough multivariate analysis of variance (MANOVA) followed by
discriminant canonical analysis DCA i.e., bioavailable Magnesium (Mg), Sodium (Na), Potassium
(K), Iron (Fe), Manganese (Mn), Lead (Pb) and Nickel (Ni), assimilable Phosphorus (orthophosphate
ions) and Nitrogen (NO5-N and NH4"-N), cation exchange capacity (CEC), electrical conductivity
(EC), humidity, pH, redox potential and texture. The objectives are to establish whether edaphic
variables are associated to each other respect to the two factors and then to define the best set of
parameters in relation to the ecological niche of species. Results show no clear patterns for trace
elements, pH and redox potential. But, EC, humidity, CEC, bioavailable Mg, Na and K, assimilable
P and NH4"-N, and proportion of fine texture (clay and silt) have overall higher values for saltpans
than for arenosols. Conversely, arenosols have overall the relative highest assimilable NOs;-N
contents and coarse textures (sand). Unlike other species, Enchylaena tomentosa occupies a large
ecological niche for the majority of variables. Present results can be used for evaluation of saline

irrigation and fertilization parameters in future field experiments.

Keywords: halophytes, natural habitats, soil, spatio-temporal variability.
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Estuaries and Coasts
1. Introduction

The study of halophytes for incorporation into agriculture is a major issue, due to the increase of
salinization and droughts phenomena worldwide (Flowers and Colmer, 2008 ; Duarte et al., 2014).
Ability of halophytes to use marginal soils and brackish saline waters allows to set up water efficient
cropping, inapplicable for conventional crop production (Ventura et al., 2015). The correct choice of
adequate and sustainable cultivation system is on the basis of halophyte incorporation (Nikalje et al.,
2018; Ventura et al., 2015). Thus, field studies are of utmost importance, particularly to test economic
feasibility of field sites (Koyro et al., 2011) and to select accommodations/ecotypes directed towards
economic crop production (Ventura et al., 2015).

Several physical and climate drivers are recognized to influence coastal habitats and define their
suitability for agricultural use. i.e., water content, salinity, sodicity, chemical and biological fertility,
acidity, redox potential etc. (Baize and Girard, 2008; Duke et al., 1998; Glenn et al., 1999; Saidi et
al., 2008). For example, soil chemical characteristics and are supposed to modulate the solubility and
bioavailability of chemical elements (Ezlit et al., 2010; Pathak and Rao, 1998; Rieuwerts, 2007; Saidi
et al., 2008) and then determine soil fertility or toxicity. Under saline conditions, which are generally
characterized by low nutrient-ion activities and extreme ratios of Na/Ca, Na/K, Mg/Ca and CI/NQOj3,
nutritional disorders can further occur for plants (Grattan and Grieve, 1992). In addition, the climate
can influence the vertical dynamics of soluble salts in saline soils, showing arid and semi-arid climates
favorable to maintain salts in pedological covers (Baize and Girard, 2008; Bourgeois et al., 2019;
Leopold et al., 2013).

In New Caledonia, five halophytes from Amaranthaceae family drew attention to test their saline
crop potential: Suaeda maritima (L.) Dumort (Munzinger et al., 2020), Sarcocornia quinqueflora
(Bunge ex Ung.-Sternb.) A.J.Scott (1977), Atriplex jubata S.Moore (1921) (endemic from New
Caledonia), Salsola australis R.Br. (APNI) and Enchylaena tomentosa R.Br. (APNI). Agricultural
crop potential of these genera include fields of salty functional vegetables for human consumption
(Ksouri et al., 2012; Nikalje et al., 2018; Panta et al., 2014; Petropoulos et al., 2018; Ventura et al.,
2015), animal feeds, ecological sustainability (Brown et al., 1999; Shpigel et al., 2013) or renewable
energy (Panta et al., 2014; Rozema and Flowers, 2008; Sharma et al., 2016; Yamaguchi and
Blumwald, 2005).

However, each species has tolerance limits and growth responses to the environmental, physical
and biotic settings they might occupy (Duke et al., 1998). Highlight on ecological niche occupied by
species is thus essential to find the hydrological and soil management practices for large-scale
production tests (Rozema and Flowers, 2008). Here, we hypothesize that species sharing neighboring
locations have a close ecological niche. We aim to define this niche for set of major physico-chemical
drivers in soil. So, we studied their interrelationships and spatio-temporal variabilities according to
different sites and months. We explored bioavailable Magnesium (Mg), Sodium (Na), Potassium (K)

(exchangeable cations) Iron (Fe), Manganese (Mn), Lead (Pb) and Nickel (Ni) (trace elements),
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3. July samples, at the beginning of fresh season, showed soil «moderately warm and moderately
humidy»
4. October samples, at the beginning of dry season, showed soil «moderately warm and moderately
humidy.

For seasonal study Ouano site was divided in three locations corresponding to each habitat.
Enchylaena tomentosa grows at Ouano 1, Suaeda maritima and Sarcocornia quinqueflora grow at
Ouano 2 and Atriplex jubata and Salsola australis grow at Ouano 3. Both studies are synthetized by
species in Figure 9, showing subsamples of soils for each site and each season.

An initial crossing of geographical coordinates with the past French soil classification (CPCS,
1967; Podwojewski and Beaudou, 1987) inform on soil classification of each site (except for beach
soils, not part of this past classification)(Supporting Figure S2).

We adopted standard ISO 10381-4 protocols adapted to soil material for the sampling, packaging
and transport of samples to the laboratory (Barbaste et al., 2008). A sampling triplicate was made for
each study (site, seasonal) and each species. Each triplicate was formed by a pool of 6 coring of soils.
Before each sampling, pH, redox potential and temperature in soil were measured in situ (six
measurements per sampling area) with a multimeter equipped with appropriate probes (SenTix" 41,
SenTix® ORP). The reading was done at display stability.

Samples were then divided and prepared thanks to standardized pre-treatment protocols
(Barbaste et al., 2008). The fresh edaphic samples were divided in 2 parts: (1) the one oven-dried at
non-denaturing temperature (40°C) (2) the second frozen fresh at -20°C. Subdivisions of each parts
were sieved (2 mm) and if needed crushed (0.01 mm), according to the requirements of consecutive
analysis.

A known mass of each fresh sample (w;)(g) was heat at 105°C for 24 hours. The weight after

drying (wq5)(g) was determined and soil humidity was calculated according to the following formula

(D).

. 0 Wi — Wyos
Soil humidity (%DW) = ————x 100 (1)
Wios

Other edaphic analyzes were carried out on soils dried at 40°C (up to constant weight), which is
always assumed to carry residual humidity (due to clay, organic matter, salts contents). We applied a
residual humidity factor (Fh) to normalize all results on a dry weight basis of 105°C following the
equation (2)

Wi

Residual humidity factor (Fh) =

(2

Wios

2.2. Texture
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The particle size distribution and textural classes (IUSS Working Group WRB, 2006) of soils
were determined from dried (40°C) and sieved (2 mm) samples. Analysis was carried out by means
of particle size analyzer (Mastersizer Hydro 20008 laser, Malvern Instrument®) using laser diffraction
measurement (ISO 13320-1) to calculate the diameter of particles dispersed in ultrapure water,
according to the Mie's theory (Mie, 1908). The optical mounting of apparatus allowed to target a 0.02
um - 2000 um range of particle sizes. The refractive index (standard particle = 1.54) and the
absorption (standard particle = 0.0) were calibrated according to the major type of particles of each
sample. Proportion of major textural classes (clay, silt, sand) were calculated according to the output

cumulative frequency curves. Five analytical replicates were performed by sample.

2.3. Electrical conductivity

Absolute soil salinity corresponds to the ratio of mass of soluble salt on mass of soil solution (g
kg™"). This is not directly measurable and generally estimated by soil electrical conductivity (EC),
defined as the reciprocal of the resistance of 1 mL of solution. It was determined according to standard
ISO 11265 method (1995) by conductimetric measurement on aqueous soil extracts at 1:5 (m:V).
Extracts were obtained after addition of 50 mL of ultrapure water to 10 g of soil dried (40°C) and
sieved (2 mm). After magnetic stirring (30 min) and overnight decantation, conductimetric
measurements were carried out by means of a multimeter (Cond 3320, WTW™) equipped with
conductivity probe (SenTix"™) and previously calibrated (0.01, 0.02 and 0.1 M potassium chloride
buffers). Measurements were carried out at room temperature, with control of temperature of extracts.

The reading was done at display stability.

2.4. Assimilable Phosphorus and Nitrogen

N assimilable forms (NOs™-N and NH,"-N) were extracted with 1 M potassium chloride solution
(Kachurina et al., 2000; Saha et al., 2018) from fresh crude soil samples (ISO 14256-2; US191
IMAGO ISO 9001:2015). 10 g of soil were extracted with 25 mL of 1 M potassium chloride, mixed
(1 h), centrifuged (10 min, 3000 g) and filtered (Whatman®, grade 40). Flow injection analyzes
(AutoAnalyzer 3 HR, SEAL"™) coupled with spectrophotometric detection has been used for the
determination of NOs-N and NH,"-N in soil extracts.

For NOs™-N detection, the adapted Griess-Ilosvay method was used (ISO 14256-2; US191
IMAGO ISO 9001:2015). It was based on absorbance measurement (543 nm) of a red azo dye
obtained by the reaction of nitrite (NO,-N) with N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride and
sulfanilamide (Griess reagent). Reduction of nitrate to nitrite takes place in a copperized cadmium
column (Pasquali et al., 2010; Tovar et al., 2002). For the preparation of the cadmium column,
cadmium (5 g) was washed with 2 M hydrochloric acid (50 mL) under shaking (2 washes) then with
0.08 M copper sulfate (50 mL) under shaking (2 washes) then with ultrapure water and finally with
10 g L' ammonium chloride solution (storage in this reagent). This copperized cadmium was added

to column (3 mm diameter) clogged with glass wool and the whole was equipped on analyzer. For
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analysis, soil extracts/blank or standards were added in analyzer as well as reagent 1 (5 g
sulfanilamide q.s. 1 L 0.05:1 chloridric acid:water with few drops of Brij*35), reagent 2 (0.5 g N-(1-
naphthyl)ethylenediamine q.s. 1 L ultrapure water) and the ammonium chloride solution. After
determination of the calibration function using standard solutions, NOs;-N concentration was

calculated using the following formula (3) :

14
(C—B)XFhX0.0ZSXm (3)

(m +1000)

NO; — N concentration (mg kg™1) =

Where Cis NO;-N concentration obtained with calibration function (mg L™'); B is blank

concentration (mg L™); Fh is humidity factor; 0.025 is KCI volume (L); ﬁ is N-ratio in NOs

-N and m is sample mass (g).

For NH4"-N detection, the adapted Berthelot method was used (ISO 14256-2; US191 IMAGO
ISO 9001:2015). It was based on absorbance measurement (660 nm) of a blue-green dye (indophenol)
obtained by reaction of a phenol derivative (sodium salicylate) with ammonium and hypochlorite. For
analysis, soil extracts/blank or standards were added in analyzer as well as reagent 1 (50 g sodium
citrate, 150 g potassium sodium tartrate and 40 g sodium hydroxide q.s. 1 L ultrapure water), reagent
2 (60 g sodium salicylate, 1 g sodium nitroprusside q.s. 1 L ultrapure water) and reagent 3 (daily
preparation, 0.1 g sodium dichloroisocyanurate q.s. 250 mL utrapure water). Potassium sodium
tartrate and sodium citrate allowed to avoid precipitation of calcium and magnesium hydroxides
(interferences). After determination of the calibration function using standard solutions, NHs"-N

concentration was calculated using the following formula (4) :

14
(C—B)XFhX0.0ZSXm (4)

NH, — N concentration (mg kg™*) = ( 1000)
m+

Where C is NHs"-N concentration obtained with calibration function (mg L™'); B is blank

concentration (mg L™); Fh is humidity factor; 0.025 is KCI volume (L); 14 is N-ratio in NH4"-

(14+16x3)
N and m is sample mass (g).

P assimilable forms (orthophosphate ions) were extracted according to Olsen and Dabin method
at pH 8.5 (Dabin, 1967) from dried (40°C) and sieved (0.1 mm) soil samples (US191 IMAGO ISO
9001:2015). P extracted by this method corresponds to the most biologically available forms of P, i.e.
labile organic, inorganic forms and a fraction of microbial P (Pansu and Gautheyrou, 2006). It uses
ammonium fluoride because it enhances P release from Al-bound P, which is common in tropical
soils (Nobile et al., 2018).

1 g of soil were extracted with 25 mL of reagent (18.5 g sodium bicarbonate and 42 g ammonium

fluoride q.s. 1 L ultrapure water; adjusted at pH 8.5 with 10 M sodium hydroxide) in polyethylene

p- 70



Estuaries and Coasts

recipes, shuffled back and forth (1 h), centrifuged (5 min, 4500 g). Then, supernatants (20 mL) were
acidified dropwise with 50% sulfuric acid (1.5 mL), agitated and left to stand overnight. P
concentration in soil extracts was determined by modified molybdate-ascorbic acid method (Murphy
and Riley, 1962) and detection by flow injection analyzes (AutoAnalyzer 3 HR, SEAL™) coupled
with spectrophotometric detection (US191 IMAGO ISO 9001:2015). It was based on absorbance
measurement (660 nm) of a blue dye obtained by reaction of orthophosphates with molybdate anions
consecutively reduced to molybdenum blue species by ascorbic acid. Reagent was prepared at each
dosage by mixing solution 1 (50 mL 1 M sulfuric acid; 15 mL 40 g L"' ammonium heptamolybdate
and 5 mL 3 g L antimony potassium tartrate q.s. 100 mL ultrapure water) and solution 2 (2 g ascorbic
acid in 30 mL 25:5 ethyl alcohol:chloridric acid solution g.s. 100 mL ultrapure water). For analysis,
soil extracts/blank or standards as well as reagent were added in analyzer. After determination of the
calibration function using standard solutions, P concentration was calculated using the following
formula (5):

(C — B) x0.025 x Fh x 0.436
m

P concentration (mg g™1) )
Where C is P concentration from calibration function (mg L™); B is blank concentration (mg L’

1; Fh is humidity factor and m is sample mass (g).

2.5. Cation-exchange capacity

The total negative charge on soil or CEC is a good measure of the ability of a soil to retain and
supply nutrients to plants. It can inform on soil ability to retain the major nutrient cations and to
manage their mobility (Saidi et al., 2008). It depends on the nature of soil constituents and particularly
on the existence electrical charges, either permanent (pH-independent) (Bigorre et al., 2000; Saidi et
al., 2008), or no permanent trough mineral edges or organic matter (pH-dependent). Here, the CEC
was determined using the ammonium acetate Metson’s method at pH 7 (LAMA IRD, 2020, X 31-
130, 1999). It informs on variabilities related only to the modifications of pH-independent permanent
charges in soil. Method was performed from oven-dried (40°C) and sieved (0.1 mm) soil samples.
Two successive percolations (5 mL) with an aqueous solution of 1M ammonium acetate pH 7 were
performed to exchange the cations of soil samples (1 g) with ammonium ions in solution. After the
reagent addition, tubes were vortexed and centrifuged (5 min, 3000 g) and pellets were collected.
Then five successive percolations of ethyl alcohol (5 mL) were performed. After the ethyl alcohol
addition, tubes were vortexed, shuffled back and forth (15 min), centrifuged (5 min, 3000 g) and
filtered (Whatman®, grade 40). Then five successive percolations of 1 M potassium nitrate (5 mL)
were performed. After the potassium nitrate addition, tubes were vortexed, shuffled back and forth
(15 min), centrifuged (5 min, 3000 g) and filtered (Whatman®, grade 40). All supernatants were mixed

in g.s. 100 mL ultrapure water. The CEC was determined by assaying the ammonium ions exchanged
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in supernatants within 24h by flow injection analysis (AutoAnalyzer 3 HR, SEAL®) coupled with
spectrophotometric detection. CEC was calculated using the following formula after determination

of the calibration function using standard solutions (prepared with 0.25 M potassium nitrate) (6) :

(C—B)xFhx10
(Dpg-1y = — 22T E 6
CEC (cmol'‘Pkg™) 18.038 X m (6)
Where C is NH4-N concentration from calibration function (mg L™); B is blank concentration

(mg L); Fh is humidity factor; 18.038 is M(NH4"-N)(g mol™") and m is sample mass (g).

2.6. Bioavailable Na, K and Mg

Bioavailable contents of K, Mg and Na were determined by inductively coupled plasma optical
emission spectrometry ICP-OES (730ES VARIAN®, 2010) after 0.01 M calcium chloride (CaCl,)
extraction adapted from the standard NEN 5704, 1996 method (Houba et al., 1990). Such method
allows to extract the fastest available forms (soluble and weakly adsorbed) of soil cations (Houba et
al., 1990, 1996). Method uses an unbuffered saline solution, allowing to maintain the natural pH
conditions of the soils during analysis (Houba et al., 1996). Extraction was carried out at room
temperature from 5 g of dried (40 °C) and sieved (2 mm) soil in 50 mL of 0.01 M CaCl, solution.
After back and forth mix (2h) and decantation, pH was measured and soil extracts were centrifuged
(10 min, 3000 g) and filtered with Biichner equipment. Then, the extracts were acidified with nitric
acid and stored at 4 °C in polyethylene recipes until ICP-OES analysis. Bioavailable contents were
obtained after comparative treatments between output spectra and calibration spectra obtained with

standard solutions of each element.

2.7. Trace elements

Trace elements were determined by inductively coupled plasma optical emission spectrometry
ICP-OES (730ES VARIAN®, 2010) after 0.005 M diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA)
extraction (Lindsay and Norvell, 1978) according to the standard NF ISO 14870 method. Principle is
based on the chelating power of DTPA on soluble ions, reducing their activity and causing dissolution
of metal ions from the labile solid phases of soil (Lindsay and Norvell, 1978; O’Connor, 1988). DTPA
is among the most effective ligand to extract all four trace elements (Lindsay and Norvell, 1978;
Norvell, 1984). Method use buffered solution at pH 7.3 and contains CaCl, to preclude the dissolution
of soil CaCO; and the release of naturally occluded trace elements that are never bioavailable to
plants. Extraction was carried out at room temperature from 10g of dried (40 °C) and sieved (2 mm)
soil in 20 mL of reagent solution (1.967 g DTPA, 14.92 g triethanolamine, and 1.470 g CaCl, g.s. 1
L ultrapure water adjusted at pH 7.3 with 6M chloridric acid). After back and forth mix (2h), extracts
were centrifuged (10 min, 3000 g) and filtered with Biichner equipment. Then, extracts were acidified

with nitric acid and stored at room temperature in polyethylene recipes until ICP-OES analysis.
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, humidity (%pbw), pH, redox potential (mV) and texture (%) for the 24 sites

CEC Humidity pH g:tde‘l’l’;al Clay Silt Sand
28.34+£1.92 62.13£0.20 7.81%0.15 274.51+2.14 12.10+£0.04 73.46+1.72 14.44+1.71
13.20+£1.93 12.33+4.08 7.12+0.25 400.93+7.01 2.15+0.42 17.06+0.28 80.79+0.14
23.54+2.88 19.06+4.81 7.24+0.24  364.64+18.37 7.16+0.15 43.45+1.12  49.39+1.04
43.39+0.93 18.31£0.07 6.60+0.04  358.15+£15.35 3.07+£0.25  33.39+0.85 63.53+0.97
42.41+1.01 42.04+1.11 7.08+0.17  356.20+1.24  9.34+1.69  78.07+£0.92 12.59+1.41
34.12+£1.19 17.12+0.98 7.23+0.02  411.88+13.59 7.72+0.95 39.41+£1.31 52.87+1.24
31.13£1.98 39.05+6.00 7.66+0.15  378.16+2.62 14.34+1.17 75.27+0.69 10.39+1.47
36.98+0.39 51.57+£1.67 7.81£0.07  389.61£11.59 21.65+0.21 62.00+1.03 16.35+1.04
3.44+0.34  6.81+2.86 7.98+0.40  439.05£2.97  0.07+0.10  3.50+£0.67  96.44+0.58
2.57£1.69  10.57+4.91 7.37+0.37  31547+2.30  0.13+0.18  5.07+1.26  94.79+1.16
12.31£1.63  9.26+1.14  7.24+0.29  460.76+3.70 0.03+0.01 10.42+0.32  89.55+0.32
22.28+0.40 37.32+8.52 6.85+0.20  346.83+13.73 14.02+0.89 57.46+0.77 28.52+0.91
22.7740.29 24.44+0.41 7.18+0.20  355.50+24.15 2.18+0.27  42.25+0.68 55.57+0.61
9.74+0.34  26.50+0.29 8.78+0.21  255.98+23.22 2.55+0.59  37.25£1.09 60.20+0.57
7.45+0.49  51.56£1.10 8.29+0.03  273.51£16.90 2.20+0.34  33.14+0.86 64.67+0.93
2.56+0.94  12.71+0.38 7.87+0.03  268.93+23.11 0.11£0.15  3.72+1.53  96.18+1.65
4.84+£0.32  10.78+£0.61 7.69+0.22  358.53+2.63  0.89+0.98  14.43+6.88 84.68+7.86
25.95+0.84 16.99+1.40 6.34+0.48  397.40+19.86 4.31+0.67 50.2+1.30  45.49+1.90
33.13+6.31 42.67+0.42 6.83+0.18 341.28420.39 13.14+£3.86 63.14+7.91 23.72+11.75
2.71+1.02 3.79+0.88 6.67+0.26 372.1742.30 0.34+0.21 9.28+0.53 90.38+0.55
21.60+£8.75 52.51+8.02 7.224+0.02  371.78+20.54 17.66+5.69 53.40+£5.79 28.94+11.46
49.18+1.04 58.22+0.94 8.48+0.14  336.35+6.85 7.90+1.27 70.70+0.85 21.40+0.59
2.04+0.75 1.84+0.48  7.15+£0.23  377.17£32.38 0.02+0.04  2.94+0.38  97.03+0.39
17.43+£1.35 9.05+1.30  7.22+0.14  374.37+7.89 8.64+0.68  48.08+0.98 43.27+0.33
dots and dashes (- . - . -) for Atriplex jubata and Salsola australis
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Table 1 Soil bioavailable Na, K, Mg, Fe, Mn, Ni and Pb (cmol® kg™'), assimilable P and N (mg kg™"), electrical conductivity EC (mS cm™"), cation exchange capacity CEC (cmol®™ kg-")

Na K Mg P NOs-N  NHy-N ggji Fe@a  Mn@aon  Nigas  Pbawy  EC
Dumbea 73740.15  1.98+0.14  10.61£0.56 28.60+1.35 037+0.06 4.95+1.14  0.08+0.01 957127  1.93x0.15  107.99+12.116.15+4.98 57241 56
Ducos islet 4.68+029  0.90+0.05 2.23+0.33  11.53+1.39 1.48+0.06 1.50+0.25 1.01x020 11.34£0.3  1.57+0.03  0.67£0.01  1.57£040  020+0.05
East Bourake 5294041  138+027 3.82+027 44.97+1.04 14.01£1.10 3.75+043 3.79+0.67 2.70£1.74  1.15%0.02  5.90+0.07  2.83*1.82 1 034089
Franko 1 445110  0.63+0.09 4.98+0.81  61.85£0.49 14.96+0.80 24.79+0.37 0.60+0.03 8.35%0.16 ~ 3.79+0.08  20.21+4.28 0.90£0.62 ¢ 53+0.42
Franko 2 470+026  3.71%0.65  12.13£0.79 15.89+1.71 0.15+0.08 8.47+1.01  0.02+0.01 1.33£0.75  0.45%0.04  4.56+1.18  2.33£0.85  740+1.25
FAO 1 490+0.40  0.63+0.06 4.47+0.53  53.12+15.77 17.96+1.12 3.73+0.07 4.82+¢0.39 S5.91£0.08  1.01=0.13  9.99+1.25  1.90£0.44 46+0.05
FAOQ2 4524030 2512031  7.75£1.97  47.62£18.06 0.52+0.03  5.49+1.93  0.11x0.04 2.14£0.01 110028  4.50+0.07  2.35£1.10 9 55+1.00
FAO3 5064043  2.92+0.43  8.24+2.04 3245+7.18 0.72+031 2324092  0.32+0.07 7-31£0.11 ~ 0.88+0.20  23.28+0.46 3.35+0.69 g 9g+3.24
Longue islet 0.93+0.30  0.13+0.05 1.91+0.53 21.1047.16 24.99+1.05 2.76+0.32 9.18+1.53 0.27+0.07  0.09+0.00  0.69+£0.01 =~ 0.53%0.42 ¢ 5940.14
Moindou 3.42£1.63  046£027 325:130 16.97+1.18 6.44£0.58 508+0.03 127+0.11 0.5%0.00 ~ 0.2£0.00  02%0.13  0.81+0.39 1 40+1.45
Mathieu islet 548+023  2.77+0.17  11.18+0.82 62.97+0.99 4134+1.69 845+0.55 4.90+031 084034  0.26+0.03  27.33+0.69 1.00+0.36 0 16+0.04
North Bourake 1~ 4.48+037  2.26+1.55 3.0240.11  14.80+3.89 0.90+0.25 3.45+044 0264005 278145  0.57%0.04  11.35£10.71 3.90+1.55 3934118
North Bourake2  N.D N.D N.D 17.0043.21 0.83+0.36  2.67+0.54  0.33+0.18 347x1.12 0.54£0.03  11.44+2.54 1.30£0.56  0.20+0.00
Quano 1 5.8840.34  0.75+023  4.27+129  31.46+320 229+0.99  11.78+0.41 0.20+0.09 0.58+0.09  0.74£0.01  0.91x0.61  1.48+1.75 1351024
Ouano 2 4.83+0.53 2214096  10.63+3.80 23.23+0.58 0.77+0.48  9.15+1.57  0.09+0.05 1.16£0.61 ~ 0.01+0.01  1.43+0.95  3.47+2.80 15274048
Quano 3 1.5040.02  0.2120.09  1.99+0.34  20.34+0.94 20.64+1.29 527+0.04 3.91+023 0.14£0.03  0.07£0.01 ~ 0.13£0.06  0.31£0.38 73+0.29
Pindai 321£1.81  0.52£0.51  2.65:1.45  15.16£7.60 56.49+1.03 21.84+0.59 259+0.09 0.65£0.00  0.29£0.08  2.52+0.01  0.68+0.69  (.80+0.46
Port Quenghi 1 5204032 126024 522+0.84 3743678 3.80+0.81 4.97+1.09 0.80+032  18.23£0.39 3.53£0.01  79.73x0.32 3.03£0.68 1 40+1.25
Port Ouenghi 2 4.85+046  3.75t1.61  16.90+0.67 79.32+4.70 2.40+0.12  11.42+0.74 021+0.01 8.29+0.76  0.35+0.03  31.76+5.35 3.65+2.46 12774551
Puen islet 1.152028  0.19+0.03  1.62+0.66  23.80+2.48 14.21+1.53 3.23+038 4.42+0.46 0.330.20  0.08+0.03  0.22£0.17  0.80£0.30 ¢ 24+0.04
St Vincent 5.59+0.82  3.90+2.55  15.81+7.59 66.59+40.68 0.31£0.12  5.16+047  0.06+0.02 5-13£0.45  0.61£0.00  24.04+3.33 6.63+4.21 g 4943 93
Tontouta 2.88+0.58  1.17+0.30  12.47+3.81 65.36+1.85 6.43+0.71  28.29+2.15 0.23+0.01 20.45%1.25 2.98+0.12  28.53%10.14 4.65£2.17  7,07+1.07
Uitoe 0.24+0.07  0.08+0.02  0.93+021  10.53+2.16 20.80+0.59 141+0.14 14.85+1,02 0.24+0.09  0.07+0.01  0.38+0.11  0.87£0.40  (36+0.14
West Bourake 4534036  1.10£030 3.85+1.10  14.85£044 029+023  0.99+0.10 0.28+021 0.81x0.16 ~ 0.39+0.09  0.52+0.11  4.60£1.40  (93+0.50

Data are mean+SD (n=3). N.D = no data. Habitat is underlined by dotted lines (...) for Enchylaena tomentosa, by dashed lines (- - -) for Suaeda maritima and Sarcocornia quinqueflora and by
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is statistically significant (p-value < 2.2e-16) for three sets of these variables (Table 2). DCA allow
discriminating the different sites each other according to each set of variables (Figures 10-12),

sometimes highlighting the three habitats.

Table 2. One—way MANOVA with the «Site» factor on three groups of edaphic variables

One-way MANOVA: Pillai test statistic

df Pillai ~F [df1, df2] p-value
Bioavailable Na, K, Mg and assimilable P and N
Site 22 4.7708 15.9 [132, 540] <2.2e-16
Residual 90
Trace elements
Site 23 3.1049 13.7 [92, 364] <2.2e-16
Residual 91
Physico-chemical parameters
Site 23 4.2945 27.0 [115,510] <2.2e-16
Residual 102

dfl is the numerator degrees of freedom, df2 is the denominator degrees of freedom, Pillai is the value of the statistic, ~ F is the approximate
value of the F statistic, and p-value is the probability

3.1.1. Bioavailable Na, K, Mg and assimilable P and N

DCA realized for the «Site» factor is mainly influenced by NO5-N, NH;"-N, Na and K, which
have greater meaningful weights in the discrimination among the 24 sites (Figure 10 and Table S1).
Two canonical dimensions explain a total of 83.1% of the variation, which is sufficient for a correct
two-dimensional interpretation. The distribution of groups on the two canonical axes indicates that
the two linear combinations discriminate the majority of sites. Overlapping among some sites are yet
observed, this means that there are no significant differences between these groups respect to
dependent variables. Regarding the relationships among the dependent variables (Figures 10 and S3),
Na, K, Mg are positively correlated among themselves, as are P and NH4"-N. In addition, NOs™-N
shows an opposite contribution to that of Na, K, Mg,

Table 1 supports the discriminations of sites. Bioavailable Na, K, Mg have greater effects on the
majority of sites hosting Suaeda maritima and Sarcocornia quinqueflora (Na ranging from 2.88+0.58
to 7.37+0.15 cmol™ kg'; K ranging from 1.17+0.30 to 3.90+2.55 cmol” kg'; Mg ranging from
3.02+0.11 to 16.90+0.67 cmol” kg™') indicating their relative higher bioavailabilities in soil. Alike,
bioavailable Na, K, Mg are intermediate in Enchylaena tomentosa sites (Na ranging from 3.42+1.63
to 5.88+0.34 cmol” kg'; K ranging from 0.46+0.27 to 1.26+0.24 cmol” kg'; Mg ranging from
2.65£1.45 to 5.22+0.84 cmol™ kg') and are the lowest in Atriplex jubata and/or Salsola australis
sites with exception of Mathieu islet (Na ranging from 0.24+0.07 to 5.48+0.23 cmol™® kg™'; K ranging
from 0.08+0.02 to 1.38+0.27 cmol® kg'; Mg ranging from 0.93+0.21 to 3.85+1.10 cmol™ kg™).
Assimilable P and NH4"-N are the highest at Franko 1, Port Ouenghi 2 and Tontouta hosting
Enchylaena tomentosa, Suaeda maritima and/or Sarcocornia quinqueflora as well as at Mathieu islet
hosting Atriplex jubata and Salsola australis (P ranging from 61.85£0.49 to 79.32+4.70 mg kg™;
NH4"-N ranging from 8.45+0.55 to 28.29+2.15 mg kg™"). Conversely, assimilable P and NH4"-N are
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whereas a second group including Port Ouenghi 2, FAO 2, Dumbea, Tontouta and Franko 2 has the
relative highest proportions of silt (ranging from 63.14+7.91 to 78.07+£0.92 %). Sand proportion are
the highest in sites hosting Atriplex jubata and/or Salsola australis except East Bourake, North
Bourake 2 and West Bourake (ranging from 80.79+7.91 to 97.03+0.39). Latest are texture proportions
close to those reported at FAO 1 and Port Ouenghi 1 hosting Enchylaena tomentosa (clay ranging
from 2.1840.27 to 8.64+0.68 %; silt ranging from 39.41£1.31 to 50.20+1.30 %; sand ranging from
43.2740.33 to 55.57+0.61 %). No site can be discriminated inside the habitat of Enchylaena
tomentosa (Table 1). Supporting Figure S3 supports these insights according to the 5 species.
Regarding, the relationships between texture variables and other variables (Figure S4), clay and silt
are positively correlated with all cations, CEC, assimilable P, EC, humidity and negatively correlated

with NO;™-N and sand shows inverse trends.

3.2. Inter-season variability

Table 3 shows seasonal variability at Ouano 1 Ouano 2 and Ouano 3 among the 4 sampling for
all edaphic variables. One—way MANOVA shows that the «Month*Location» factor is statistically
significant (p-values < 2.2e-16) for three sets of these variables (Table 4). For the three locations,
DCA allows to discriminate the different month each other according to each set of variables (Figures

13-15 and Table S2), sometimes highlighting seasonal groupings according to temperature or

precipitation.
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Table 3. Soil bioavailable Na, K, Mg, Fe, Mn, Ni, Pb (cmol” kg™"), assimilable P and N (mg kg™"), electrical conductivity EC (mS cm™), cation exchange capacity CEC (cmol™ kg™),

NOs-N:

Na K Mg P NOs3-N NH4*-N NH-N Fe &+02) Mn E+02) Ni €+03) Pb &+04) EC

Ouano 1

May 5.98+0.25  0.80£0.06 5.20+0.06  32.39+3.52 2.60+0.11  15.80+0.55 0.16+0.01  0.58£0.05 ~ 521£0.95  0.49+0.08  0.12£0.02 1 37+0.15
July 489+0.79  0.71£0.02  4.40+0.96 23214249 138+0.04 626+0.79 0.22+0.02 036+0.06  8.41+1.36  0.40+0.04  0.13+0.03 ] 25+0.18
October 6.37+0.11  1.61+0.11  7.66+0.37  33.68+2.25 191+0.01  13.40+0.76 0.14+0.01 0.72£0.03  14.49£0.7  0.99+0.07  1.10£0.10 3 90+0.18
January 9.17+0.98  1.60+0.19  9.86+0.31  10.37+0.34 1.10£0.06  7.46+0.32  0.15+0.01  0.8+0.02 12.57£1.34  0.7120.10 ~ 0.67£0.06  16.46+0.61
Ouano 2

May 4.80+0.54 239+022  11.65+3.01 2136+4.09 0.64+0.08 8.80+124  0.07+0.02 1.33%032  0.10£0.03  2.16+£0.30  14.9+1.38 1521270
July 6.42+1.11  3.11£037  14.14+295 18.18+3.95 0.85£0.09  14.17+1.64 0.06x0.01 2.77£0.38 ~ 0.98+0.16 ~ 4.39+0.46 1457135 ¢82+1.14
October 8.82+0.63  4.72+040  22.45+2.10 33.87+2.51 1.56+030 16.41+0.71 0.09+0.02 0.83£0.09  0.94+0.06  2.91+0.30  11.25%0.94 14 04+2.04
January 8.35+0.66  4.35+0.43  24.08+1.55 20.22+1.64 0.15£0.05 6.09+0.34  0.02+0.01  0.36£0.07  0.73+0.07  1.99+0.17  6.07£0.83 33 80+].31
Ouano 3

May 1304031  0.19+0.07  2.12+028 2122+6.02 15.18+220 6.58+0.65 2.31+026 0.16+0.02  0.72£0.16 ~ 0.15+0.01  0.45+0.08 ¢ 73+0.08
July 0.50+0.07  0.11£0.03  1.124026  10.40+1.31 6.32+0.57  5.38+049  1.18+0.16  0.20£0.04 ~ 0.76+0.10  0.14£0.02  0.33+0.08 1 14+0.14
October 0.58+0.04  0.10£0.01  1.22+0.31  8.34+0.67 6.20+0.64 3.62+0.32 1.72+0.17 0.22£0.05  0.63%0.08 ~ 0.14+0.02  0.25£0.05  0.26+0.04
January 0.98+0.13  0.18+0.03  1.47+029  6.07+0.10  6.24+0.95 225+020 2.80+0.58 0.23+0.02  0.90+0.07  0.16£0.02  0.30+0.06  (.82+0.18

Data are mean+SD (n=3). N.D = no data
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from 5.10+0.42 to 12.93+3.86 %pw) and CEC is the highest in May (3.3620.38 cmol™ kg™). No clear

seasonal patterns for pH or redox potential emerge from results at Ouano 1, Ouano 2 and Ouano 3.

3.2.4. Texture

Apart at Ouano 1, no clear seasonal patterns for texture variables emerge from results. At Ouano
1, sand proportion is the lowest in May (53.33£2.69 %) and the highest in July (810.91+1.65 %)
showing an opposite trend to silt proportion (Table 3).

Regarding, relationships between texture variables and other variables (Figure S5), clay and silt
proportions are perfectly positively correlated (R?>=0.98) and they are positively correlated with all
cations apart Mn, with assimilable P and NH,4"-N, and with EC and humidity. They are negatively

correlated with NO;™-N. Sand proportion shows opposite correlations with these parameters.
4. Discussion

4.1. Spatio-temporal variability in soils hosting Suaeda maritima and Sarcocornia quinqueflora

At Dumbea, Tontouta, Port Ouenghi 2, North Bourake 1, FAO 2, FAO 3, St Vincent, Ouano 2
and Franko 2, Suaeda maritima and Sarcocornia quinqueflora grow on «saltpans» located at the
landside of mangrove forests, i.e. in the highest location along the topographic intertidal gradient
(Leopold et al., 2013). At these sites, our results highlight soils having fine texture (dominated by silt
fraction), moderately reducing conditions (when not flooded), neutral (6.5-7.5) to basic (7.5-8.7) pH
and electrical conductivity ranging from moderately salty, i.e. EC =2 to 4 dS m™ (25°C) to extremely
salty, i.e. EC > 15 dS m™ (25°C) (Baize and Girard, 2008; IUSS Working Group WRB, 2006). In
New Caledonia, these habitats are known to be immerged by the highest spring tides (Duke et al.,
2010) and to have elevated risks of inundation (Podwojewski and Beaudou, 1987), what we confirmed
by our observations in field. In New Caledonia, previous authors showed that salinity in mangroves
increased from the seaside to the landside (saltpans) due to difference in frequency and length of
immersion of tidal flooding and of evaporation, i.e, related to semi-arid climate of the New
Caledonia‘s west coast (Léopold et al. 2013; Marchand et al. 2011a, 2011b). Thus, high localization
along the intertidal gradient can explain extreme salinities recorded in all Suaeda maritima and
Sarcocornia quinqueflora stands. Moreover, seasonal phenomenon of salinization at Ouano 2 occurs
during the dry season, with observation of maximum EC in January 2019, i.e., before the begin of the
rainy season in 2019 (Météo France Nouvelle-Calédonie). Evaporation and capillary rise of water
table during the dry season would imply in the soil salinization, as showed by Marchand et al. (2012)
who reported a salinity increase in 50 cm-depth core from a New Caledonian saltpan (Marchand et
al., 2012). All these reports could be characteristics of saline «fluvisols» (IUSS Working Group WRB,
2006) originated from marine and/or fluvial deposit (syn. saline «sulfatosols»)(Baize and Girard,

2008).
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Bioavailable Mg, Na, and K measured in saltpans are among the highest of all sites. In addition,
at Ouano 2, bioavailable Mg, Na, and K are higher in October and January, i.e. during the driest
months. Bioavailable cations in saltpan increase in the following sequence: Mg>Na>K, apart at North
Bourake 1 where Na>Mg. In the same way, Bourgeois et al. (2019) showed higher concentrations of
these ions in the inland part of New Caledonia mangroves, due to inputs through seawater flooding
coupling with low tidal immersion and high evaporation rates in the higher location of the intertidal
gradient. CEC also exhibit higher values for saltpan sites. However, it should be noted that CEC might
likely be overestimated using Metson’s method. Indeed, the sum of bioavailable Mg, Na, and K, is
higher than the CEC value probably suggesting salt solubilization (Saidi et al., 2008). This
phenomenon has probably also overestimated measure of Mg and Na for other sites, considering the
no-evaluated part of Ca in sum of exchangeable cations. So, we can’t qualify them as sodic or
magnesian even if Na/CEC is lower than 15 % and Mg dominate Na in majority (Baize and Girard,
2008; TUSS Working Group WRB, 2006). Besides, a higher CEC in saltpans relative to other sites
can be explained by fine texture, suggesting higher possibilities for cation fixation (Havlin, 2005;
Saidi et al., 2008). Elementary chemical forms in soil are also generally determined by
thermodynamic stability (Pourbaix, 1947) and by redox potential kinetics (Chadwick and Chorover,
2001). Mg, Na and K are notably known to be more leachable inside pH range of saltpans (Jones and
Olson-Rutz, 2017). At Ouano 2, no seasonal variation of texture, pH or redox potential support such
influence. Moreover, our methodology informs only on variations of CEC normalized at pH=7.
Further investigations are necessary to explain possible variabilities of CEC related to pH-dependent
variable charges in soil i.e., as characterization of organic matter content and CEC at soil pH (Havlin,
2005; Saidi et al., 2008). Regarding assimilable P and N, all saltpan soils have higher NH4"-N than
NO;™-N, with NO3-N:NH4"-N ratio << 25:75. This is also observed at Ouano 2 regardless of the
month. It could be explained by high salty conditions, as suggested by the highly significant and
positive relationship between these two parameters during the seasonal study (R* = 0.54, p-value
=8.23k.06). Indeed, soil salty conditions are known to influence mineralization of soil organic nitrogen
increasing ammonification process and decreasing nitrification process (Pathak and Rao, 1998; Lodhi
et al., 2009; Hessini et al., 2013). Both processes are also known to be positively correlated with soil
humidity (Havlin, 2005; Horneck et al., 2011) as NH4"-N in our seasonal study (R* = 0.89, p-value =
1.39g21).

At Ouano 2, in October, assimilable P and NH4"-N are higher than in other months, and soil
humidity was close to that of May and July although the three months are preceded by different
precipitation rates. January and October are both months preceded by the lowest precipitation rates.
The highest annual temperature in January could yet have intensified dryness relative to October by
the increase of evaporation rates and cause difference in nutrient bioavailability. Further

investigations on microbial activity will by necessary because N mineralization processes are also
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known to be correlated with temperatures and soil organic matter content (Fardeau, 2015; Havlin,
2005; Horneck et al., 2011).

Regarding trace elements, no ecological niches are differentiated for Suaeda maritima and
Sarcocornia quinqueflora. However, we highlighted higher bioavailabilities for all soil trace elements
at Dumbea and Tontouta compared with the majority of other sites. These sites are located at
Dumbea's and Tontouta's river mouths where there are a greater influence of alluvium deposits.
Especially, nickel bioavailability was particularly high, i.e, ranging from 28.53£10.14.03 to

107.99+12.115.0s cmol kg™, suggesting inputs from upstream nickel mining.

4.2. Spatio-temporal variability in soils hosting Atriplex jubata and Salsola australis

At Ouano 3, Pindai, Moindou, Uitoe, Puen islet, Longue islet, Mathieu islet and Ducos islet,
Salsola australis and/or Atriplex jubata grow on beach fringes, where soil is mainly constituted of
sand (>95%). This allow to classify them as «arenosols» (Baize and Girard, 2008; IUSS Working
Group WRB, 2006). Apart at Mathieu islet and Ducos islet, all these soils have the lowest CEC and
Mg, Na, and K bioavailabilities, which is related to high proportions of coarser soil fractions (sand)
reducing CEC (Saidi et al., 2008) (R* = -0.86 and -0.93, p-values =5.07g3s and 2.685 26 between sand
and CEC during site and seasonal studies respectively). In all arenosols, assimilable NO3™-N and NOs
-N:NH,"-N ratio are among the highest of all sites (between 25:75 and 75:25). Such results could be
related to co-occurring reasons: higher redox potential and/or lower Na availability, leading to higher
nitrification but also possible NH4"-N loss by volatilization, which is generally higher in coarse-
textured soils (Havlin, 2005). Surface of these arenosols is generally covered by holorganic or
hemiorganic horizons which could support such activities. These higher assimilable NO3™-N could
also be due to higher proportions of NOs;-N form in seawater (Tovar et al., 2002), which has an
influence on such sites (infrequent tide immersions). In addition, at Ouano 3, CEC, humidity and
assimilable P and N (NOs™-N and NH4"-N) are higher in May relative to other months, while NO5™-
N:NH,"-N ratio showed seasonal stability. An increase of humidity in May could explain the increase
of mineralization processes for both N-forms (Havlin, 2005; Horneck et al., 2011). But, these
processes also depend on the interaction with many other factors, as organic matter (Fardeau, 2015;
Horneck et al., 2011), pH or redox potential (Havlin, 2005; Husson, 2013; Jones and Olson-Rutz,
2017). Further investigations are necessary because we report no seasonal variations of pH or redox
potential.

Inside habitat hosting Atriplex jubata and/or Salsola australis, two special sites concern Mathieu
islet and Ducos islet where CEC, and bioavailable K, Mg and Na are higher than in other arenosols.
Mathieu islet soil has also higher assimilable P and N. Both sites have also probably high quantity of
sodium precipitated as suggested by comparison between Na and CEC, although methodology
overestimate it. Such properties may correspond to arenosols with characters of the «haplic solonetzy

(Baize and Girard, 2008; IUSS Working Group WRB, 2006) that we can found at proximity
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(Podwojewski and Beaudou, 1987, U14)(Supporting Figure S2, U14). In both sites, the sand color
(brown) allows to suggest a possible influence of sandy alluvium deposits.

Special sites concern also West Bourake, East Bourake and North Bourake 2 where soils are
constituted of approximately 50% of sand and higher proportions of fine material than in other sites
hosting both species. Proximity of such site with saltpans (Podwojewski and Beaudou, 1987, U19
and personal observations)(Supporting Figure S2, U19), allows to suggest intermediate soil
characteristics. This hypothesis is supported by report of higher CEC and bioavailable K, Mg and Na
at West Bourake and East Bourake than in other sites of both species. However, at West Bourake and
Ducos islet soils have low assimilable P and N relative to other sites, suggesting lower mineralization
process. A sodic degradation could also explain this, but here Na shows low positive correlations with
CEC, NH4"-N and P.

Regarding the trace elements, no ecological niches are differentiated for Atriplex jubata and
Salsola australis but bioavailable Ni at Mathieu islet is among the highest of all sites (2.73+0.07z-02
cmol® kg') as are bioavailable Fe and Mn at Ducos islet (11.3£0.29:0> cmol™ kg' for Fe,
15.7+0.335.0o cmol™ kg for Mn). As for macronutrients (K, Mg, Na, P and N) the sand type
(alluvium deposit) could be related to these relative highest bioavailabilities.

Regarding the other physico-chemical properties, all sites hosting both species have moderately
reducing to oxidizing conditions (when not flooded), neutral to basic pH and EC ranging from no
salty EC <0.75 dS m™ (25°C) to slightly salty EC > 0.75 to 2 dS m™' (25°C)(Baize and Girard, 2008;
IUSS Working Group WRB, 2006). Humidity and EC of these soils are among the lowest of all sites.
High drainage related to sandy soil could explain this. Besides, at Ouano 3, EC is slightly higher in
May, July and January than in October. This could be explained by tide immersion shortly before
sampling of May, July and January.

4.3. Spatio-temporal variability in soils hosting Enchylaena tomentosa

Enchylaena tomentosa has a whole ecological niche among all our sets of edaphic variables.
Indeed, this species is found on the edge of saltpans hosting Suaeda maritima and Sarcocornia
quinqueflora (Ouano 1, Port Ouenghi 1, Fanko 1, FAO 1) but also in association with Atriplex jubata
and Salsola australis on some sandy soils (Pindai, Moindou). All sites hosting Enchylaena tomentosa
have moderately reducing to oxidizing condition (when not flooded) and EC ranging from no salty
EC <0.75 dS m™ (25°C) to moderately salty EC >2 to 4 dS m™ (25°C)(Baize and Girard, 2008; IUSS
Working Group WRB, 2006). Apart at Port Ouenghi and Franko 1 (slightly acids) all soils exhibit
neutral to basic pH. At Franko 1, FAO 1, Port Ouenghi 1 and Ouano 1, soils have higher proportion
of sand than that of the nearby saltpans (Franko 2, FAO 2, FAO 3, Port Ouenghi 2 and Ouano 2) and
higher proportions of fine materials than that of arenosols. They exhibit also intermediate salinity and
humidity between arenosols and saltpans. The higher foreshore position of these sites compared to

saltpans can lead to lesser frequent immersions by tide. In addition, higher sand proportion can lead
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to higher drainage and both factors could explain low salinities. Even so, at Ouano 1, seasonal study
shows phenomenon of salinization in dry season (October to January), with observation of maximum
salinities in January (before the beginning of the rainy season). As for saltpans, this could be explained
by evaporation and capillary rise of saline water table during dry season.

At Franko 1, FAO 1 and Port Ouenghi, soils have bioavailable Mg, Na, and K lower than nearby
saltpans and higher than arenosols. They have also same CEC than nearby saltpans. So, these two
observations suggest a higher fixation capacity in these sites. In addition, CEC is among the highest
of all sites and pH among the lowest. Further investigations are necessary because we report no
correlation between bioavailable nutrients and pH measurement in these sites. Besides, NO3-N:NH,'-
N ratios are higher at Franko 1, FAO 1, Port Ouenghi 1 and Ouano 1 than in nearby saltpans (from <
25:75 to 50:50) i.e., due to higher assimilable NOs™-N. So it’s likely that nitrification processes in
soils of Enchylaena tomentosa is higher than in saltpans, possibly due to lower electrical conductivity,
as suggested by strong and negative relationship between NO3-N and electrical conductivity during
site (R? = -0.66, p-values =1.89.16) and seasonal studies (R* = -0.87, p-values = 2.51519).

Interestingly, three species with three distinct habitats (Suaeda maritima, Enchylaena tomentosa,
Atriplex jubata) intersect in Moindou (beach), where arenosol has among the lowest assimilable P
and N, humidity, EC, CEC and bioavailable K, Mg and Na. This suggest than Suaeda maritima is not
subservient to saltpans and has a whole ecological niche among all the sets of edaphic variables

studied, as Enchylaena tomentosa.

Conclusion

This work highlights spatio-temporal variability and interrelationships of physico-chemical
parameters in natural soils of five halophyte plants from New Caledonia: Sarcocornia quinqueflora,
Suaeda maritima, Atriplex jubata, Salsola australis and Enchylaena tomentosa. This provides a basis
to define the ecological niche of species for sets of major physico-chemical drivers in soils. In our
knowledges, there is locally no such indicators adapted to studied soils and species. Sarcocornia
quinqueflora grows on saltpan soils which have important fine fraction, high EC, high water retention
capacity, CEC > 15 cmol® kg, very low NOs;-N:NH4*-N ratios (< 25:75) and ~ 30-75 ppm
assimilable P contents. Suaeda maritima has mostly the same ecological niche but it can also be found
on the typical arenosols hosting Atriplex jubata and Salsola australis. Both later species grow mostly
on arenosols which have important coarse fraction, low EC, dryness conditions, high NO5s™-N:NH,"-
N ratios (> 50:50) and <~15 ppm assimilable P contents. Both species tolerate also intermediate soil
characteristic between arenosols and saltpans as well as «brown arenosols». Enchylaena tomentosa
grows in the surrounding of saltpans which have important fine fraction, moderate EC, moderate
water retention capacity, CEC > 15 cmol™ kg™, low NO5-N:NH4"-N ratios (25:75 - 50:50) ~ 15-60

ppm assimilable P contents. It can also be found on typical arenosols hosting Salsola australis and
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Atriplex jubata. Such results could be used for future field tests of biosaline agriculture. Such

perspective could allow the valuation of unusual lands compared to conventional freshwater cultures.
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Partie 2

Variabilité spatio-temporelle de la composition en
minéraux et en acides gras chez les halophytes Suaeda
maritima, Sarcocornia quinqueflora, Enchylaena
tomentosa, Atriplex jubata et Salsola australis.

Résumé: Cette partie explore le potentiel nutritionnel naturel des cinq especes halophytes d’intérét
en termes de composition biochimique élémentaire et de profils en acides gras. Elle s’intéresse : aux
teneurs élémentaires végétales en élément majeurs (Ca, K, Mg, Na) et oligo-éléments (Al, Fe, Mn,
Ni) essentiels ; aux teneurs en 5 acides gras (FA) majoritaires (I’acide palmitique 16:0, 1’acide
stéarique 18:0, I’acide oléique 18:1n-9, I’acide linoléique 18:2n-6 et ’acide a-linolénique 18:3n-3) ;
aux teneurs en acides gras totaux (TFA) sur un rapport de poids sec (DW) et de poids frais (WW), et
enfin aux rapports nutritionnels des acides gras polyinsaturés sur les acides gras saturés (PUFA:SFA)
et des omégas 6 sur les omégas 3 (n-6:n-3). Deux facteurs environnementaux indépendants, le « site »
et le « mois » de I’année ont été considérés selon les mémes modalités que celles de la précédente
partie pour étudier la variabilité de ces profils. La discrimination de ces variables biologiques selon
les sites et les mois de 1’année a été réalisée. Ensuite, des relations ont été recherchées entre ces
variables et les variables édaphiques du milieu, apportées par nos précédents résultats (Chapitre 2,
partie 1). Les variables édaphiques les mieux associces a la variabilité biochimique de nos espéces,

en termes de minéraux et d’acides gras, ont ainsi été définies.

Mots clés : halophytes, acides gras, composition élémentaire, écotypes.
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1. Introduction

Les especes Sarcocornia quinqueflora, Suaeda maritima, Atriplex jubata, Salsola australis and
Enchylaena tomentosa sont de potentiels 1égumes fonctionnels (Al-Tohamy et al., 2018; Centofanti
and Banuelos, 2015; Ksouri et al., 2012; Panta et al., 2014; Petropoulos et al., 2018; Song and Wang,
2015) ou fourrages (Norman et al., 2019; Panta et al., 2014; Revell et al., 2013). Dans cette partie
nous avons donc choisi de nous intéresser a la qualité nutritionnelle naturelle de leurs parties
comestibles (feuilles ou tiges charnues) et a sa variabilité. Les propriétés fonctionnelles des 1égumes
sont notamment associées a leur qualité en éléments essentiels et en acide gras.

Chaque espéce possede des réponses biologiques (et donc qualitatives) face aux variations des
paramétres environnementaux, physiques et biotiques de son milieu (Duke et al., 1998). La
précédente partic nous a notamment permis d’apprécier les indices physico-chimiques du sol
permettant satisfaire les besoins de cinq espéces candidates a 1’agriculture biosaline en Nouvelle-
Calédonie. Localement, nous avons confirmé que leur distribution est largement dépendante de leur
limite de tolérance a la salinités et a ’humidités du sol, comme déja supposé par Duke et al., (2010).
Les cinq espéces sont retrouvées dans des zones recevant moins de 1200 mm de pluie par an, ce qui
les restreint a la cote Est de la grande terre. Elles occupent la zone intertidale supérieure des cotes et
recoivent ainsi les marées de maniére infréquente (Duke et al., 2010). Nous avons montré que Suaeda
maritima et Sarcocornia quinqueflora occupent le plus souvent le méme habitat constitué
des tannes (« saltpans »), ou les salinités sont élevées a extrémes tout au long de I’année et les risques
d’inondation élevés, tandis qu’Enchylaena tomentosa est fréquemment retrouvée sous les arbres en
bordure de tanne ou les salinités peuvent étre élevées selon la saison. Atriplex jubata et Salsola
australis vivent, quant a elles, le plus fréquemment en association au niveau de la zone supérieure
des plages sur des « arénosols » trés faiblement salins a haut drainage. Dans un objectif de valorisation
agro-alimentaire, il apparait essentiel de pouvoir anticiper 1’influence de telles variations
environnementales sur les compositions quantitatives et qualitatives d’intérét (Rozema and Flowers,
2008).

Le premier objectif de cette partie a été d’évaluer le potentiel nutritionnel naturel des cing
especes d’intérét, a travers un recoupement de leurs compositions naturelles moyennes en éléments
essentiels et en acides gras avec les prises diététiques journaliéres DRI (« Adequate intakes » Al ou
« Recommended Dietary Allowances » RDA) et/ou les prises maximales journaliéres (« Upper Level
» UL) recommandées par la « National Academy of Medicine » (NAM, 2001, 2005a, 2005b). Le
second objectif de cette partie a été de rechercher 1’influence des facteurs environnementaux sur ces
compositions fonctionnelles. Ceci a été réalisé par la recherche de relations avec nos précédents
résultats sur les variations édaphiques du milieu (Chapitre 2, partie 1). Les facteurs de variabilité
spatio-temporelle (« site » et « mois ») ont été considérés selon les mémes modalités entre les 2

études.
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2. Matériel et Méthode

2.1. Collecte des plantes et prétraitements

Les biomasses aériennes des cing especes ont été collectées sur différents sites situés sur la cote
ouest de la Nouvelle-Calédonie. Des protocoles adaptés ont été suivis pour I'échantillonnage, le
conditionnement et le transport des échantillons de plantes vers le laboratoire (AUREA
agrosciences®). Un triplicata d’échantillonnage a été réalisé pour chaque étude (site, mois) et chaque
espece, constitué d’un individu par échantillon. Premiérement, 1’échantillonnage des plantes sur
plusieurs sites a ét€¢ mené au cours du mois de mai 2018, en parall¢le de I’échantillonnage de leur sol
sous-jacent traité en partie I du présent chapitre. Les plantes étaient ainsi sous couvert de ’une des
24 conditions édaphiques décrites au moment de leur collecte. Ces conditions définissent en partie
les trois niches écologiques des espéces (Chapitre 2, Partie 1, §2.1). Pour 1’étude temporelle, les
collectes de plantes et de leurs sols sous-jacents ont également été simultanées et réalisées en mai,
juillet, octobre ou janvier au niveau des 3 locations de Ouano. Les plantes étaient donc sous couvert
de I'une des conditions édaphiques saisonniere décrites au moment de leur collecte (Chapitre 2, Partie
1, §2.1).

Au laboratoire, I’ensemble de ces échantillons a été préparé selon les protocoles de prétraitement
adéquat a chacune des analyses consécutives prévues (Kovacs et al., 1996; Ryckebosch et al., 2011).
Les échantillons frais ont été congelés a -20°C puis lyophilisés. L’analyse a porté seulement sur les
parties comestibles de chaque échantillon correspondant aux feuilles pour Suaeda maritima,
Enchylaena tomentosa, Atriplex jubata et Salsola australis et aux tiges charnues pour Sarcocornia

quinqueflora.

2.2. Determination des profils en éléments essentiels

Les contenus élémentaires des tissus végétaux ont été déterminés par spectrométrie d’émission
atomique par torche a plama ICP-OES (730ES VARIAN®, 2010) aprés une extraction a I’acide
nitrique HNOs a 69% additionné de fluorure d’ammonium NH4F a 1% suivant un protocole adapté
des recommandations de Kovacs et al., (1996). La méthode a consisté a extraire 0.1 g de feuille/tige
lyophilisée dans ImL de HNO3; 69%/NH4F 1% sans agitation. Apres incubation toute une nuit, les
extrait ont été chauffés sous hotte (100°C, 120 min) puis additionnés de 0.5mL d’H»O, une fois
refroidis. Aprés une nouvelle incubation (23°C, 30 min), les extraits ont a nouveau été chauffés sous
hotte (100°C, 120 min). Apres leur refroidissement, 10 mL d’eau milliQ y ont été ajoutés. Les extraits
ont ensuite ét€¢ homogénéisés, centrifugés (3000 g, Smin) et stockés a 4°C jusqu’a leur dosage a I’ICP-
OES sous 2 semaines. Les concentrations en éléments ont été obtenues apres un traitement comparatif
entre les spectres de sortie et des spectres de calibration obtenus grace a des solutions standards de

chaque élément.

2.3. Détermination des profils en acides gras
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Les lipides ont été extraits selon la méthode modifiée de Folch et al. (1957) a partir de 50 mg de
feuilles ou de tige charnue lyophilisées, par addition de 6 ml d’un mélange chloroforme:méthanol
(2:1, v:v). Apres agitation et centrifugation (15 min, T © C ambiante, 3000 tr/min) de cet extrait, 1 ml
de surnageant (fraction lipidique totale : neutres + polaires) a été ajoutée a 20 uLL de standard interne
C23:0 (0,115 pg uL™"). La notation C:Xn-Y a été adoptée pour les acides gras, C étant le nombre de
carbones, X le nombre de doubles liaisons et n-Y la position de la premiére double liaison du groupe
méthyle terminal. Les lipides totaux ont ensuite été séchés sous vide sous N> (2h), puis directement
transestérifiés avec 800 ul d'un mélange d’acide sulfurique:méthanol (3,4% v:v)(10 min, 100 ° C).
Apres refroidissement, les méthyl esters d'acides gras ont été extraits par ajout de 800 pl d'hexane.
Cette fraction organique a été lavée trois fois avec 1,5 ml d'eau saturée d'hexane. Elle a ensuite été
récupérée puis analysée par chromatographie en phase gazeuse (CP8400, VARIAN®) équipé d'un
détecteur a ionisation de flamme (GC-FID CP-3800, VARIAN®). Deux colonnes capillaires, une
polaire et une non polaire, programmeées a 220 ° C ont été utilisées afin de contrdler en sortie la
présence les composés co-¢lués (Le Grand, 2010). L'hydrogéne a été utilisé comme gaz vecteur. Les
intégrations de pics et les calculs ont été réalisés avec le logiciel Galaxie 1.9.3.2 (VARIAN®). Les
méthyl esters d’acide gras ont été identifiés par comparaison de leur temps de rétention avec ceux de
standards de calibration et ont été quantifiés par comparaison de leurs aires de pic a l'aire de pic de
I'étalon interne C23:0. Les prises d’essai ont ensuite été rapportées au calcul afin de déterminer les
quantités d’acides gras. L’indice de double liaison des acides gras (DBI) a été calculé selon 1’équation

suivante (7) (Sui et al., 2010; Yepes et al., 2018).

Double bond index DBI = 1 X (% oleic acid) + 2 x (% linoleic acid) + 3 X (% a linolenic acid) 7

2.4. Analyses statistiques

La discrimination des variables biologiques selon les sites et les mois de 1’année a été réalisée a
travers une analyse de variance multivariée (MANOVA) a un facteur, suivie d’une analyse canonique
discriminante (DCA). Des relations ont ensuite été recherchées entre les variations biologiques et les
variations édaphiques obtenues grace a nos précédents résultats (Chapitre 2, partie 1), a travers une
analyse de corrélation de Pearson (au seuil de p-value < 0.05). Les variables édaphiques les mieux
associées a la variabilité biochimique de nos espéces, en termes de minéraux et d’acides gras, ont

ainsi été définies.
3. Résultats

3.1. Moyennes générales des teneurs éléementaires et profils acides gras
La Table 5 affiche les valeurs moyennes des teneurs fraiches (mg gww™') des cinq espéces en

¢lément majeurs Ca, K, Mg, Na, P, S et oligo-éléments Al, Fe, Mn, Ni, Zn, Mo, tous suivis confondus.
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Table 5. Moyennes générales des teneurs élémentaires (mg gww™') dans les feuilles/tiges chaque espéce, tous suivis confondus

Ca K Mg Na P S Al ®+02) Fe +02) Mn ®+02) Cu g+04y Mo ®+04) Zn £+02) Ni £+02)

S. maritima 2.70£1.83 7.79+4.13 2.26+0.78 4.92+1.06 0.44+0.28 1.53+0.47 0.53+0.88 1.21+2.05 0.40+0.45 1.35+1.04 0.35+0.19 0.79+0.46 0.35+0.72
S. quinqueflora 2.28+1.11 7.64+4.14 1.70£0.50 4.83+0.91 0.45+£0.29 1.38+0.65 0.33+£0.35 0.50+0.63 0.34+£0.29 1.20+0.87 0.29£0.15 0.59+0.34 0.20+£0.35
E. tomentosa 1.98+1.57 5.54+2.44 1.17+0.53 4.01£1.24 0.24+0.10 0.67+0.28 0.13+£0.16 0.17+0.28 0.21+0.13 1.03+£0.79 2.47+7.14 0.36+0.26 0.03+0.04
A. jubata 3.35+2.12 7.06+£3.97 1.91£1.77 5.49+£2.26 0.41+0.22 1.32+0.93 0.35+£0.64 0.54+1.02 0.38+0.37 2.19+£3.37 0.34+0.30 0.72+0.29 0.17+0.32
S. australis 3.34+2.06 7.42+3.92 1.65+1.39 4.98+2.39 0.38+0.24 1.02+0.70 0.48+0.91 0.55+1.07 0.25+0.20 1.11£1.81 0.37£0.36 0.66+0.41 0.09+0.13

Table 6. Moyennes générales des teneurs en acides gras majeurs et totaux (mg gww™') et des rapports PUFA :SFA et n-6:n-3
dans les feuilles/tiges de chaque espéce, tous suivis confondus

16:0 &-+o1) 18:0 ®-+on 18:1n-9 g+o01y 18:2n-6 g+o1) 18:3n-3 TFA n-6:n-3 PUFA:SFA
S. maritima 5.83+1.45 1.60+0.53 2.06+1.18 5.30+1.71 0.77+0.34 2.57+0.70 0.79+0.34 1.5140.41
S. quinqueflora 3.30+0.96 0.4940.25 1.35+0.69 2.09+0.84 0.2040.11 1.1540.34 1.30+0.61 0.9240.40
E. tomentosa  3.28+0.78 0.64+0.12 2.2340.76 2.6440.63 0.5240.18 1.63+0.38 0.5440.12 1.63+0.44
A. jubata 5.68+1.66 0.66+0.22 1.30+0.54 5.37+2.25 0.87+0.56 2.62+1.04 0.7740.29 1.90+0.82
S. australis 5.39+1.89 0.88+0.26 3.63+3.14 7.3242.72 1.09+0.72 3.19£1.14 0.97+0.77 2.3740.52

La Table 6 affiche les moyennes des teneurs fraiches (mg gww™') des cinq espéces en acide
palmitique (16:0), acide stéarique (18:0), acide oléique (18 1n-9), acide linol¢ique (18:2n-6) et acide
a-linolénique (18:3n-3), acides gras totaux, rapport des acides gras polyinsaturés sur les acides gras

saturés (PUFA:SFA) et rapport des omégas 6 sur les omégas 3 (n-6:n-3), tous suivis confondus.

3.2. Variabilité inter-site des teneurs élementairs et profils en acides gras

Table 7. One—way MANOVA with the « site*espéce » factor on three groups of edaphic variables

One-way MANOVA: Pillai test statistic

df  Pillai ~F [dft,df2] p-value

Eléments majeurs Ca, Mg, P, K, Na, S

site*espece 36 4.9852 10.5 [216,462] <2.2e-16
Résidus 77

Oligo-éléments Al, Fe, Mn, Ni

site*espece 36 3.2532 9.3 [144,308] <2.2e-16
Résidus 77

Profils en acides gras

site*espece 36 5.9485 6.0 [288,600] <2.2e-16
Résidus 75

dfl is the numerator degrees of freedom, df2 is the denominator degrees of freedom, Pillai is the value of the statistic, ~ F is the approximate
value of the F statistic, and p-value is the probability

La Table 8 affiche la variabilité entre les sites des teneurs (mg gpw™') en élément majeurs Ca, K,
Mg, Na, P, S, et en oligo-éléments Al, Fe, Mn, Ni des cinq espéces. La Table 9 affiche la variabilité
entre les sites de leurs profils en acides gras. [.’analyse MANOV A a un facteur montre que le facteur
« site*espeéce » est statistiquement significatif (valeur p < 2,2e-16) pour trois ensembles de ces
variables (Table 7). Les analyses DCA permettent de discriminer certains sites les uns des autres en

fonction de certains de ensembles de variables (Figures 16-18).
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Table 8. Teneurs élémentaires (mg gow™') des tissus comestibles des espéces selon les sites : élément majeurs (Ca, Mg, P, K, Na, S), et en oligo-éléments (Al, Fe, Mn, Ni)

Ca K Mg Na P S Al E+02) Fe ®+02) Mn +02) Ni E+02)
Dumbéa 4.47+0.99 13.114£2.39 8.22+1.02 15.11+1.49 0.46+0.11 5.10+0.40 1.67+0.69 16.93+4.70 3.91+0.33 6.61+0.45
FAO 2 4.76+0.71 14.50+3.57 9.10+0.42 15.49+0.69 0.74+0.04 6.13+£0.67 0.91+0.21 4.67+0.36 0.89+0.19 1.73+0.33
FAO 3 5.37+0.98 18.43+4.74 4.17+0.76 12.76+1.79 1.01+0.02 3.47+0.71 0.46+0.02 1.27+0.11 0.46+0.09 0.44+0.05
Moindou 3.83+0.30 11.62+2.32 5.71£0.33 9.30+0.88 1.17+0.09 5.36+0.94 N.D 0.09+0.02 0.37+0.05 0.22+0.02
Bourake Nord 1 3.49+0.27 12.66+1.87 6.09+0.68 15.54+1.33 0.44+0.04 3.05+0.30 8.84+1.83 10.26+2.37 3.24+0.70 1.31£0.32
Ouano 2 13.46+0.68 28.71+2.79 8.48+0.31 15.00+1.08 1.84+0.37 4.40+0.81 N.D 0.23+0.05 0.47+0.08 0.03+0.01
Port Ouenghi 2 5.36+0.77 18.194£5.16 3.93+0.34 9.10+1.29 1.24+0.29 2.75+0.84 0.95+0.19 1.32+0.23 0.82+0.11 0.11+0.03
St Vincent 7.06+0.09 45.00+4.75 4.11£0.65 15.02+0.59 2.97+0.07 3.38+0.13 0.89+0.13 0.54+0.13 0.74+0.18 0.01£0.00
Tontouta 4.79+1.09 17.97+4.28 7.91+2.33 14.99+2.00 0.96+0.06 5.05+1.28 3.78+0.23 5.28+0.70 1.37+0.26 0.96+0.12
Dumbéa 6.42+2.74 20.08+4.27 8.83+2.39 15.77+0.76 1.43+0.21 5.36+1.59 1.38+0.25 3.07+0.71 0.81+0.16 0.87+0.04
Franko 2 9.15£1.85 20.06+5.78 4.23+0.35 15.69+0.85 1.25+0.11 4.14+0.72 0.36+0.11 0.36+0.04 0.37+0.05 0.04+0.00
FAO 2 3.33+0.80 3.68+1.33 3.24+0.31 15.71+£1.98 3.36+0.52 9.09+0.24 0.40+0.09 0.35+0.06 3.28+0.46 3.32+0.34
FAO 3 4.45+0.89 17.15+0.70 7.69+1.59 13.80+0.55 0.63+£0.04 5.42+0.93 0.80+0.05 6.09+0.74 1.26+0.29 2.16+£0.20
Bourake Nord 1 4.97+0.76 21.70+£3.15 4.70+0.89 15.43+0.31 1.07+0.03 2.33+0.55 0.47+0.10 0.76+0.13 0.56+0.12 0.12+0.01
Ouano 2 7.98+1.24 30.11+0.33 4.38+0.65 14.93+0.26 0.86+0.13 3.37+0.68 0.86+0.07 0.92+0.05 0.77+0.21 0.13+0.02
Port Ouenghi 2 4.42+0.42 19.53+3.49 5.37+0.10 13.74+0.32 1.12+0.07 3.28+0.61 3.90+0.20 3.36+0.85 1.95+0.19 0.23+0.03
St Vincent 8.02+1.61 27.374+4.40 4.98+1.14 14.75+1.48 1.51+0.11 2.68+0.66 0.26+0.05 0.17+0.04 0.76+0.09 0.02+0.00
Tontouta 11.88+2.13 34.01£1.59 4.73+0.60 15.93+1.64 1.36+0.16 3.53+0.22 2.31+0.36 2.83+0.43 1.25+0.19 0.49+0.06
Franko 1 11.78+0.21 25.60+3.52 6.14+1.68 16.41+2.04 0.76+0.12 4.25+0.51 1.41+£0.27 2.72+0.39 1.35+0.12 0.39+0.04
FAO 1 2.97+0.43 13.04+2.92 3.85+0.37 15.36+0.99 0.59+0.16 2.89+0.40 1.85+0.15 2.59+0.52 0.72+0.08 0.32+0.05
Moindou 5.54+1.00 22.34+4.37 6.07+1.61 15.10£1.03 1.33+0.11 3.96+0.59 N.D 0.07+0.01 0.31+0.06 0.03+0.01
Ouano 1 7.70+0.79 23.70+0.60 5.09+0.43 13.83+0.58 1.16+0.38 2.38+0.56 N.D 0.14+0.03 1.06+0.23 0.03+0.01
Pindai 4.62+0.40 10.18+1.18 2.04+0.46 16.43+0.80 0.77+0.06 1.11£0.09 0.20+0.03 0.34+0.07 0.48+0.03 0.04+0.00
Port Ouenghi 1 2.07+0.16 14.92+1.97 4.38+0.59 8.52+0.51 0.83+0.15 2.80+0.21 0.28+0.08 0.19+0.02 0.10+0.02 0.06+0.01
4.74+1.99 16.19+6.94 3.02+1.27 14.83+1.85 1.30+0.34 1.84+0.84 N.D 0.30+0.14 2.28+1.66 1.73+1.91
11.04+0.65 18.50+4.96 3.87+0.13 17.33+0.57 1.28+0.09 4.26+0.20 N.D 0.07+0.00 0.18+0.01 0.04+0.00
13.60+0.45 51.69+1.28 23.04+1.93 38.51+3.76 3.44+0.30 10.04+1.23 6.01+£0.87 9.48+2.15 2.27+0.30 1.36+0.12
18.85+4.31 33.36+5.04 4.26+0.41 16.61+1.38 1.43+0.41 3.48+0.16 N.D 0.19+0.05 0.70+0.05 0.04+0.00
6.82+1.34 14.52+1.81 7.56+1.79 14.84+1.92 0.59+0.10 3.77+£0.47 5.40+0.74 8.66+0.80 3.44+0.42 1.07+0.20
6.46+0.49 12.01£3.15 3.63+0.42 15.50+0.30 1.38+0.12 4.16+0.32 N.D 0.42+0.09 0.52+0.03 0.05+0.00
7.85+0.38 23.1743.62 4.57+1.16 15.74+1.29 1.08+0.07 3.71+0.81 0.40+0.11 0.37+0.01 0.55+0.10 0.06+0.00
3.48+0.84 14.73+1.70 3.37+0.76 14.224+0.35 0.91+0.17 3.65+0.70 0.36+0.08 0.41+0.10 0.35+0.05 0.05+0.01
13.26+1.09 51.89+1.46 22.29+1.33 39.41+3.68 3.54+0.26 9.72+0.93 6.34+1.78 9.76+1.46 2.47+0.47 1.24+0.12
4.55+1.33 14.22+0.45 7.11+0.58 14.35+0.60 1.04+0.09 3.12+0.40 8.72+3.32 8.65+1.42 1.63+0.51 0.76+0.04
19.52+5.49 30.69+9.80 2.20+0.35 11.26+0.67 1.16+0.06 1.49+0.44 N.D 0.09+0.01 0.50+0.02 0.02+0.00
5.70+0.57 15.49+0.90 3.41+0.35 13.95+0.88 0.75+0.18 2.56+0.19 0.24+0.02 0.22+0.05 1.16£0.10 0.87+0.10
5.27+1.20 25.86+5.59 8.09+0.71 15.53+1.14 1.51+0.16 6.08+0.65 0.65+0.11 0.68+0.09 0.65+0.06 0.06+0.00

Data are mean+SD (n=3). N.D = no data. Les couleurs correspondent aux espéces (Suaeda maritima, Sarcocornia quinqueflora, Enchylaena tomentosa,
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Table 9. Profils en acides gras des tissus comestibles de chaque espéce selon les sites : teneurs (mg gow™') en acide palmitique 16:0, acide stéarique 18:0, acide oléique 18:1n-9,

acide linoléique 18:2n-6 et en acide a-linolénique 18:3n-3; teneurs en acides gras totaux TFA (mg gow™' et mg gww™") et rapports PUFA:SFA et n-6:n-3

16:0 18:0 18:1n-9 18:2n-6 18:3n-3 (DW) 18:3n-3 (WW) TFA (DW) TFA (WW) PUFA:SFA n-6 :n-3
Dumbéa 1.36+0.08 0.38+0.02 0.56+0.04 1.70£0.16 2.14+0.14 0.88+0.09 6.95+0.45 2.86+0.29 1.83£0.11 0.81+0.04
FAO 2 1.72+0.28 0.70+0.21 1.24+0.38 1.98+0.42 1.25+0.34 0.47+0.13 7.69+1.63 2.88+0.60 1.18+0.07 1.63£0.16
FAO 3 1.40+0.40 0.48+0.16 0.6+0.34 1.08+0.55 1.25+0.87 0.46+0.32 5.74+2.24 2.12+0.83 1.02+0.41 0.99+0.24
Moindou 2.16+0.06 0.39+0.03 0.70+0.08 1.42+0.22 2.18+0.53 0.80+0.18 7.79£0.76 2.85+0.21 1.27+0.24 0.67+0.09
Bourake Nord 1 1.55+0.08 0.39+0.04 0.38+0.07 1.38+0.21 1.73+0.36 0.61+0.12 6.35+0.81 2.24+0.23 1.39+0.18 0.83+0.08
Ouano 2 1.81+£0.04 0.45+0.03 0.47+0.13 1.81+£0.24 2.82+0.18 1.05+0.07 8.20+0.30 3.05+0.10 1.80+0.16 0.65+0.07
Port Ouenghi 2 1.79+0.13 0.43+0.08 0.52+0.09 1.34+0.09 2.47+0.59 0.94+0.25 7.45+0.82 2.83+0.37 1.52+0.23 0.57+0.13
St Vincent 1.29+0.17 0.44+0.08 0.23+0.08 1.18+0.20 2.22+0.92 0.83+0.34 6.39+1.37 2.38+0.51 1.63£0.36 0.58+0.12
Tontouta 1.37+0.11 0.47+0.03 0.53+0.16 1.24+0.28 1.17£0.55 0.42+0.19 5.49+0.74 1.98+0.22 1.14+0.35 1.20+£0.35
Dumbéa 1.06+0.12 0.11+0.01 0.29+0.06 1.27+0.33 1.27+0.32 0.37+0.06 4.70+0.90 1.37+0.19 1.78+0.29 1.01+0.04
Franko 2 0.81+£0.25 0.17+0.13 0.35+0.20 0.34+0.06 0.29+0.13 0.10+0.04 2.49+0.68 0.84+0.25 0.61+£0.23 1.50£1.00
FAO 2 1.48+0.39 0.26+0.17 0.76+0.51 0.84+0.30 1.06+0.24 0.37+0.08 5.17£1.33 1.80+0.47 1.01+£0.23 0.88+0.54
FAO 3 0.95+0.33 0.15+0.05 0.44+0.18 0.63+0.24 0.81+0.40 0.28+0.14 3.54+1.30 1.23+0.43 1.09+0.19 0.83+0.13
Bourake Nord 1 0.95+0.16 0.13+0.03 0.35+0.10 0.38+0.09 0.36+0.11 0.13+0.04 2.78+0.53 0.97+0.18 0.62+0.12 1.13+£0.21
Ouano 2 0.66+0.09 0.10+0.03 0.35+0.13 0.44+0.14 0.18+0.02 0.06+0.01 2.36+0.49 0.82+0.18 0.66+0.10 2.46+0.57
Port Ouenghi 2 1.05+0.17 0.20+0.02 0.40+0.11 0.48+0.15 0.36+0.07 0.12+0.03 3.24+0.72 1.09+0.32 0.61+0.08 1.34+0.16
St Vincent 1.01+0.14 0.16+0.04 0.46+0.13 0.78+0.26 0.49+0.24 0.15+0.08 3.60=0.70 1.07+0.21 0.92+0.25 1.90£1.07
Tontouta 0.79+0.14 0.10+0.02 0.30+0.06 0.55+0.12 0.58+0.16 0.21+0.06 2.97+0.53 1.08+0.19 1.06+0.11 0.98+0.11
Franko 1 1.30+0.09 0.22+0.00 0.90+0.09 1.08+0.07 2.53+0.44 0.72+0.16 6.97+0.70 1.98+0.29 1.87+0.17 0.44+0.07
FAO 1 1.17+0.31 0.23+0.04 0.95+0.27 0.86+0.20 1.17+0.37 0.29+0.09 5.20+1.26 1.30+0.32 1.15+0.06 0.76+0.09
Moindou 1.20+0.43 0.25+0.08 0.81+0.34 1.13+0.48 2.68+0.94 0.49+0.14 6.86+2.48 1.26+0.38 2.14+0.12 0.42+0.04
Ouano 1 1.18+0.05 0.28+0.01 0.86+0.08 1.26+0.07 2.24+0.25 0.48+0.06 6.58+0.42 1.39+£0.10 1.97+0.09 0.57+0.06
Pindai 1.26+0.16 0.27+0.04 0.96+0.22 1.08+0.18 2.80+0.59 0.71£0.13 7.20+1.05 1.84+0.19 2.04+0.03 0.40+0.13
Port Ouenghi 1 1.24+0.15 0.20+0.02 0.67+0.12 0.94+0.19 1.73+£0.59 0.54+0.19 5.69+1.17 1.76+0.37 1.49+0.22 0.57+0.07
2.02+0.16 0.23+0.02 0.48+0.10 1.87+0.19 2.60+0.58 0.79+0.19 8.99+1.16 2.73+0.40 1.74+0.21 0.81£0.14
1.46+0.15 0.16+0.02 0.25+0.04 1.31£0.23 1.57+0.36 0.46+0.11 5.85+0.85 1.71£0.27 1.50+0.26 0.89+0.06
2.51£0.12 0.33+0.02 0.81£0.05 3.33£0.12 7.47+£0.31 2.39+0.12 14.08+3.71 4.89+0.24 3.78+0.25 0.45+0.02
1.71£0.29 0.20+0.04 0.37+0.07 1.39+0.28 2.42+0.50 0.70+0.15 7.24+1.35 2.07+0.37 1.80+0.16 0.61+0.04
1.64+0.32 0.19+0.03 0.40+0.10 1.35+0.27 2.59+0.57 0.73+0.14 7.38+1.40 2.07+0.33 1.87+0.08 0.55+0.02
1.44+0.15 0.18+0.02 0.32+0.04 1.08+0.40 1.17£0.65 0.34+0.19 5.58+1.45 1.60+0.44 1.16+0.47 1.16+0.42
2.49+0.20 0.30+0.02 0.56+0.11 2.59+0.52 5.86+1.17 1.78+0.47 13.11+2.12 3.98+0.90 2.59+0.26 0.45+0.01
2.52+0.56 0.33+0.02 1.24+0.11 3.02+0.39 6.08+1.37 1.37+0.72 14.72+2.52 3.29+1.61 2.68+0.10 0.51£0.06
2.82+0.12 0.30+0.01 0.49+0.03 3.13+£0.19 8.00+£0.44 2.39+0.12 16.18+1.10 4.90+0.24 3.03+£0.04 0.39+0.00
1.22+0.04 0.22+0.01 1.06+0.21 1.96+0.09 1.80+0.10 0.53+0.04 7.23+£0.35 2.14+0.03 2.06+0.06 1.10+0.08
1.45+0.07 0.32+0.03 1.56+0.27 2.52+0.39 2.12+0.66 0.66+0.20 10.32+1.53 3.25+0.54 2.22+0.23 1.12+0.25
1.98+0.25 0.28+0.02 0.63+0.11 2.43+0.42 4.83+0.96 1.45+0.38 11.28+1.55 3.39+0.67 2.70+0.15 0.51£0.13
1.60+0.17 0.26+0.03 0.54+0.14 1.78+0.10 4.51+1.47 0.97+0.52 9.63£1.71 2.06+0.87 2.8+0.41 0.42+0.12

Data are mean+SD (n=3). N.D = no data. Les couleurs correspondent aux espéces (Suaeda maritima, Sarcocornia quinqueflora, Enchylaena tomentosa,












premiéres combinaisons linéaires discriminent quelques sites pour chacune des espéces mais
également les cing espéces les unes des autres.

Pour , ’analyse DCA sur les 2 premicres dimensions permet de discriminer les
sites de FAO 2, FAO 3 et Tontouta des autres sites par de plus faibles teneurs en acide a-linolénique
(18:3n-3) et en TFA, de plus faibles rapports PUFA :SFA et de plus hauts rapports n-6:n-3. Pour
Sarcocornia quinqueflora, 1’analyse DCA sur les 2 premiéres dimensions permet de discriminer le
site de Dumbéa, des autres sites par de plus hautes teneurs en linoleic acid (18:2n-6), a-linolenic acid
(18:3n-3), TFA et rapports PUFA:SFA. Pour Enchylaena tomentosa, I’analyse DCA sur les 2
premiéres dimensions permet de discriminer les sites de FAO 1 et Port Ouenghi 1 par de plus faibles
teneurs en linoleic acid (18:2n-6), a-linolenic acid (18:3n-3), TFA et rapports PUFA:SFA versus de
plus hauts rapports n-6:n-3. Pour comme pour , I’analyse DCA sur
les 2 premicres dimensions permet de discriminer le site de I’1lot Mathieu des autres sites par de plus
hautes teneurs en acide palmitique (16:0), linoleic acid (18:2n-6), a-linolenic acid (18:3n-3), TFA et
rapports PUFA:SFA versus de plus faibles teneurs en acide oléique (18:1n-9) et rapport n-6:n-3. Pour

, I’analyse DCA sur ces 2 dimensions permet également de discriminer les sites de
I’1lot Ducos et de I’ilot Puen des autres sites par leur proximité plus grande a 1’llot Mathieu. L’analyse

de la 3e dimension n’apporte pas de discrimination supplémentaire, quel que soit I’espéce considérée.

3.3. Variabilité temporelle des teneurs éléementaires et des profils en acides gras

Table 10. One—-way MANOVA with the « mois*espéce » factor on three groups of edaphic variables

One-way MANOVA: Pillai test statistic

df Pillai ~F [dfl,df2] p-value

Eléments majeurs Ca, Mg, P, K, Na, S

mois*espece 19 4.2350 5.1 [114,240] <2.2e-16
Résidus 40

Oligo-éléments Al, Fe, Mn, Ni

mois*espéce 19 2.5315 11.4 [57,120] <2.2e-16
Résidus 40

Profils en acides gras

mois*espece 19 6.051 6.5 [152,320] <2.2e-16
Résidus 40

dfl is the numerator degrees of freedom, df2 is the denominator degrees of freedom, Pillai is the value of the statistic, ~ F is the approximate
value of the F statistic, and p-value is the probability

La Table 11 affiche la variabilité entre les mois des teneurs (mg gpw™') en élément majeurs Ca,
K, Mg, Na, P, S et en oligo-¢léments Al, Fe, Mn, Ni des cinqg espéces. La Table 12 affiche la variabilité
entre les mois de leurs profils en acides gras. [.’analyse MANOVA a un facteur montre que le facteur
« mois*espece » est statistiquement significatif (valeur p < 2,2e-16) pour trois ensembles de ces
variables (Table 10). L’analyse DCA permet de discriminer certains mois les uns des autres en

fonction de ces ensembles de variables (Figures 19-21).
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Table 11. Teneurs élémentaires (mg gow™') des tissus comestibles des espéces selon les mois : élément majeurs (Ca, Mg, P, K, Na, S), et en oligo-éléments (Al, Fe, Mn, Ni)

Ca K Mg Na P S Al E+02) Fe &+02) Mn E+02) Ni E+02)
Mai 11.49+1.07 23.63+4.15 4.67+1.04 14.59+1.39 0.84+0.24 4.02+0.13 0.44+0.06 0.21+0.03 0.38+0.09 0.01+0.00
Juillet 6.26+1.40 21.7+4.15 7.60+2.15 13.72+1.03 1.15+£0.20 5.43+0.91 0.26+0.01 0.05+0.01 0.38+0.02 0.01+£0.00
Octobre 27.73+2.93 41.47+4.08 5.49+0.69 15.66+1.66 2.34+0.46 2.45+0.23 0.49+0.07 0.37+0.10 0.78+0.08 0.03+0.01
Janvier 8.42+0.47 18.34+3.06 7.91+1.73 14.65+1.13 0.95+0.11 6.34+0.60 0.30+0.01 0.07+0.01 0.25+0.05 0.03+0.01
Mai 6.08+0.32 24.71+£5.78 4.90+0.05 14.39+0.73 0.76+0.04 2.84+0.09 0.30+0.03 0.23+0.04 0.55+0.06 0.1+0.00
Juillet 5.57+1.16 15.06+2.44 5.66+0.36 13.67+1.15 0.95+0.20 4.86+0.53 0.56+0.08 0.29+0.04 0.39+0.08 0.02+0.00
Octobre 12.38+2.16 49.51+1.11 4.28+1.10 15.64+0.85 2.67+0.50 2.70+0.03 0.77+0.15 0.65+0.06 0.90+0.17 0.05+0.02
Janvier 5.92+0.23 16.75+2.22 6.07+0.42 13.33+1.43 0.77+0.17 6.51+1.22 0.42+0.03 0.19+0.04 0.20+0.03 0.02+0.00
Mai 6.03+0.97 12.2442.25 1.02+0.02 15.10+0.63 0.39+0.08 1.00+0.03 0.17+0.02 0.03+0.01 0.27+0.06 0.01+0.00
Juillet 5.27+1.78 19.02+1.33 4.09+0.18 13.12+0.33 0.71+0.11 1.58+0.44 0.25+0.01 0.12+0.03 1.41+0.20 0.03+0.01
Octobre 5.96+0.50 30.47+£2.14 5.31+0.39 15.60+0.60 1.81+0.21 3.22+0.22 0.32+0.07 0.24+0.05 1.31£0.06 0.03+0.00
Janvier 15.32+1.99 28.09+2.03 5.34+1.18 13.58+1.33 0.78+0.10 1.89+0.34 0.28+0.01 0.05+0.01 0.75+0.09 0.01+0.00
6.33+0.93 17.79+4.77 7.38+0.27 16.9+0.69 0.98+0.20 7.03+£1.77 0.20+0.01 0.17+0.03 0.31+0.01 0.05+0.01
11.13+2.85 19.214+3.51 4.66+0.37 15.55+2.27 1.27+0.24 3.77+0.23 0.68+0.08 0.39+0.04 0.35+0.04 0.02+0.00
28.37+4.68 37.91+5.14 3.49+0.83 16.12+0.72 1.19+0.28 2.17+0.12 0.35+0.02 0.28+0.04 1.17+0.14 0.07+0.02
9.56+1.52 15.8242.80 3.88+0.15 15.65+1.95 0.86+0.17 3.83+0.56 0.32+0.07 0.17+0.02 0.46+0.10 0.05+0.01
15.31+3.43 26.99+4.5 4.19+0.25 13.81+1.28 0.87+0.02 3.06+0.37 0.15+0.03 0.14+0.01 0.61+0.04 0.10+0.01
12.97+3.06 28.12+7.01 2.79+0.29 15.35+1.81 1.11£0.08 2.48+0.16 0.27+0.05 0.07+0.02 0.46+0.07 0.01+0.00
18.36+1.92 17.58+4.29 1.41£0.16 16.94+0.83 0.89+0.1 1.21+0.23 0.32+0.07 0.13+0.03 0.4+0.07 0.03+0.01
13.46+0.94 24.91+4.87 3.36+0.23 17.04+0.36 1.54+0.24 2.29+0.3 0.35+0.09 0.11+0.02 0.43+0.09 0.01+0.00

Data are mean+SD (n=3). N.D = no data. Les couleurs correspondent aux espéces (Suaeda maritima, Sarcocornia quinqueflora, Enchylaena tomentosa,

)
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Table 12. Profils en acides gras des tissus comestibles de chaque espéce selon les mois : teneurs (mg gow™') en acide palmitique 16:0, acide stéarique 18:0, acide oléique 18:1n-9, acide linoléique 18:2n-
6 et en acide a-linolénique 18:3n-3; teneurs en acides gras totaux TFA (mg gow™' et mg gww™") et rapports PUFA:SFA et n-6:n-3

16:0 18:0 18:1n-9 18:2n-6 18:3n-3 (DW) 18:3n-3 (WW)  TFA (DW) TFA (WW) PUFA:SFA n-6 :n-3

Mai 1.81+0.43 0.45+0.17 0.76+0.47 1.42+0.16 2.24+0.18 0.73+0.07 7.66+1.44 2.52+0.59 1.42+0.22 0.62+0.02
Juillet 1.89+0.46 0.42+0.17 0.63+0.42 2.00+0.51 3.70+0.11 0.99+0.21 9.63+1.81 2.63+1.02 2.19+0.30 0.54+0.13
Octobre 1.94+0.35 0.50+0.11 0.49+0.11 1.89+0.39 3.93+0.67 1.47+0.24 9.77+1.73 3.65+0.63 2.04+0.03 0.48+0.02
Janvier 1.30+0.26 0.30+0.07 0.38+0.21 0.95+0.29 1.41+0.43 0.39+0.16 5.12+1.31 1.43+0.57 1.21+0.20 0.66+0.04
Mai 1.14+0.07 0.16+0.01 0.54+0.03 0.59+0.03 0.33+0.01 0.11£0.02 3.75+0.19 1.26+0.25 0.55+0.01 1.65+0.05
Juillet 1.15+0.10 0.15+0.02 0.38+0.09 1.07+0.05 1.24+0.11 0.26+0.04 4.71+0.25 0.98+0.12 1.48+0.10 0.88+0.08
Octobre 1.18+0.08 0.16+0.00 0.42+0.05 0.83+0.08 0.84+0.05 0.29+0.02 4.1240.31 1.43£0.10 1.06+0.05 1.00+0.04
Janvier 1.04+0.07 0.13+0.01 0.32+0.05 0.46+0.07 0.34+0.08 0.10+0.01 3.12+0.33 0.95+0.13 0.53+0.06 1.30+0.16
Mai 1.05+0.02 0.19+0.00 0.93+0.04 0.81+0.02 1.47+0.02 0.63+0.05 5.18+0.11 2.23+0.19 1.48+0.02 0.54+0.01
Juillet 1.23+0.15 0.25+0.02 0.69+0.09 1.21£0.19 2.48+0.46 0.60+0.10 6.75+0.93 1.65+0.35 1.97+0.14 0.49+0.02
Octobre 1.22+0.02 0.27+0.02 0.79+0.04 0.99+0.19 1.59+0.39 0.40+0.11 5.76+0.74 1.46+0.21 1.38+0.28 0.64+0.05
Janvier 0.99+0.03 0.19+0.00 0.49+0.02 0.46+0.03 0.80+0.09 0.31+0.03 3.77+0.18 1.46+0.13 0.82+0.06 0.57+0.03
1.59+0.47 0.20+0.04 0.46+0.03 1.23£0.61 1.09+0.69 0.51+0.45 5.80+2.05 2.61+1.78 1.02+0.42 1.25+0.38
2.07+0.28 0.20+0.01 0.40+0.03 2.63+0.39 5.30+0.93 1.53+0.03 12.25+1.91 3.54+0.14 3.08+0.15 0.53+0.01
2.22+0.20 0.26+0.03 0.47+0.06 1.87+0.37 2.89+0.82 0.86+0.24 9.30+1.35 2.76+0.38 1.68+0.35 0.70+0.11
1.60+0.08 0.16+0.01 0.25+0.04 1.32+0.14 1.91+0.33 0.63+0.14 6.61£0.55 2.18+0.33 1.55+0.18 0.67+0.05
1.39+0.13 0.27+0.03 1.50+0.30 1.98+0.14 1.33+0.30 0.44+0.07 7.41£0.41 2.51+0.35 1.57+0.15 1.53+0.40
1.87+0.18 0.32+0.02 0.87+0.22 2.33+0.29 4.93+0.37 1.59+0.65 11.34+1.07 3.64+1.38 2.79+0.02 0.47+0.04
1.70+0.21 0.43+0.07 3.90+0.88 4.15+0.64 1.40+0.08 0.43+0.03 12.84+1.94 3.99+0.62 2.11+0.23 2.97+0.33
1.32+0.07 0.26+0.03 1.06+0.45 1.61+0.43 1.35+0.08 0.41+0.04 6.48+1.11 1.95+0.26 1.51+0.11 1.17+0.29

Data are mean+SD (n=3). N.D = no data. Les couleurs correspondent aux espéces (Suaeda maritima, Sarcocornia quinqueflora, Enchylaena tomentosa, s )












3.4.1. Eléments majeurs et oligo-éléments

Chez Salsola australis, les teneurs en éléments Mg, S, Al, Fe, Mn, Ni sont négativement
corrélées a la salinité édaphique lors du suivi inter-site (R* = -0.46 a -0.57 ; p-values = 6.73p03 a
0.046), bien qu’elles ne le soient pas lors du suivi temporel a Ouano 3. Toutefois, les variations
temporelles de salinité a Ouano 3 sont beaucoup moins prononcées que les variations spatiales de
I’habitat de Salsola australis (Chapitre 2, Partie 1, §3). A I’inverse, chez Enchylaena tomentosa,
aucun ¢élément ne montre de relation négative avec la salinité édaphique, lors du suivi inter-site (ou
les variations de salinité sont moindres) tandis que les éléments K, Mg, S, P, Al, Fe, Mn et Ni sont
négativement corrélés a la salinité édaphique lors du suivi temporel a Ouano 1 (ou les variations de
salinité sont importantes) (R* = -0.59 a -0.90 ; p-values = 2.36g.os a 0.045). Chez Suaeda maritima
seules les teneurs en Mn sont négativement corrélées a la salinité (R* = -0.44 ; p-value = 0.021), tandis
que ce sont les teneurs en Zn chez Sarcocornia quinqueflora et Atriplex jubata (R* = -0.43 ; p-value
= 0.026 et R* = -0.44 ; p-value = 0.033 respectivement). Chez ces trois derniéres espéces, nous ne
montrons aucune relation négative entre la salinité et les teneurs élémentaires lors du suivi temporel.

La texture su sol est trés peu variable d’un mois a ’autre a Ouano (Chapitre 2, Partie 1, §3.2).
Nous mettons donc principalement en avant son influence sur la nutrition des plantes a travers ses
variabilités inter-sites. Chez Suaeda maritima, les teneurs en Na, Fe, Mn et Ni (mg gpw') sont
positivement corrélées aux limons (R? = 0.45 a 0.52 ; p-values = 5.08r.0; & 0.019) et négativement
corrélées aux sables (R =-0.41 2 -0.48 ; p-values = 0.011 4 0.032) lors de ce suivi. Chez Sarcocornia
quinqueflora, les teneurs en P et S sont positivement corrélées aux limons (R*=0.41 2 0.42 ; p-values
=0.028 20.032). Chez Enchylaena tomentosa les teneurs en P sont négativement corrélées aux argiles
(R? =-0.66 ; p-value = 2.993) a I’inverse des teneurs en Al, Fe et Ni (R*=0.57 2 0.77 ; p-values =
2.00g.04 2 0.013). De plus, les teneurs en Na et P sont négativement corrélées aux limons (R? = -0.48
a-0.57 ; p-values = 0.015 2 0.043) et positivement corrélées aux sables (R*=0.53 4 0.54 ; p-values =
0.024 a 0.025). Chez Atriplex jubata, les teneurs en Ca, K, Mg, Al et Fe sont négativement corrélées
aux argiles (R*=-0.46 4 -0.66 ; p-values = 1.08g.03 2 0.034) et/ou limons (R* = -0.45 4 -0.70 ; p-values
= 3.87r.04 2 0.043) et positivement corrélées aux sables (R* = 0.46 4 0.70 ; p-values = 4.53.04 2 0.037).
Chez Salsola australis, les teneurs en Al et Fe sont positivement corrélées aux limons (R* = 0.61 a
0.74 ; p-values = 1.32g.04 2 3.485.03) et négativement corrélées aux sables (R*=-0.59 2-0.72 ; p-values
=2.32g.04 2 5.06E-03).

La rapport NO5-N:NH4"-N du sol est trés peu variable au sein de chaque habitat (Chapitre 2,
Partie 1, §3.2). Nous lui trouvons néanmoins quelques relations avec les teneurs élémentaires des
espéces. Les teneurs en Na chez Suaeda maritima (R* = -0.59 ; p-value = 2.16g.03), les teneurs en P
chez Sarcocornia quingueflora (R* =-0.43 ; p-value = 0.024) et les teneurs en K et P chez Enchylaena

tomentosa (R* = -0.50 a -0.69 ; p-values = 2.83.; - 0.046) sont négativement corrélées a ce rapport
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lors du suivi inter-site. Chez Atriplex jubata, les teneurs en K, Mg, Na et P lors du suivi inter-site (R?
=0.50 2 0.67 ; p-values = 1.75g.03 - 0.029) et les teneurs en Ni lors du suivi temporel (R* = 0.60 ; p-
value = 0.041) sont positivement corrélées a ce rapport. Chez Salsola australis, seules teneurs en Ni
et Fe lors du suivi temporel sont positivement corrélées a ce rapport (R* = 0.6 4 0.84, p-value = 7.215.

04 - 0.039).

3.4.2. Acides gras

La salinité édaphique influence le profil en acides gras de Sarcocornia quinqueflora par ses
variations spatiales et temporelles ainsi que celui de Salsola australis par ses variations temporelles.
Chez Sarcocornia quinqueflora, la « qualité » en omégas 3 apparait négativement corrélée a la salinité
édaphique tandis que la « qualité » en acide gras polyinsaturés (totaux et/ou omégas 3) apparait
positivement corrélée a I’humidité édaphique. Chez Sarcocornia quinqueflora le rapport n-6:n-3
montre une corrélation positive avec la salinité a I’inverse des teneurs (mg gww™' et mg gpw™') en acide
a-linolénique lors des suivis inter-sites (R? = 0.46 ; p-value = 0.015 et R? = -0.40 ; p-value = 0.041
respectivement) et temporel (R* = 0.85; p-value = 5.3904 et R* = -0.69 ; p-value = 0.013
respectivement). Le rapport PUFA:SFA et le DBI montrent également une corrélation positive avec
I’humidité lors des suivis inter-sites (R* = 0.40 ; p-value = 2.04g 4 et R* = 0.66 ; p-value = 0.036
respectivement) et temporel (R* = 0.67; p-value = 0.016 et R* = 0.016; p-value = 0.011
respectivement). A I’inverse, chez Salsola australis, la « qualité » en acide gras polyinsaturés (totaux
et/ou omégas 3) apparaissent positivement corrélées a la salinité de sol et négativement corrélées a
son humidité. Le rapport PUFA:SFA (R* = 0.78, p-value = 2.69x.03), le DBI (R* = 0.68, p-value =
0.016) et les teneurs (mg gpw™' etmg gww™') en acide a-linolénique (R?=0.59 - 0.71, p-values = 9.26g.
03 - 0.045)) montrent une relation positive avec la salinité, tandis que le rapport n-6:n-3 montre une
relation positive avec ’humidité édaphique (R? = 0.72, p-value = 8.17g.03).

Par ailleurs, nous montrons une relation négative entre la « qualité » en acides gras polyinsaturés
(totaux et/ou omégas 3) chez Suaeda maritima, Enchylaena tomentosa, Atriplex jubata et Salsola
australis et la texture fine du sol (argile ou limon), a I’inverse d’une relation positive entre la
« qualité » en omégas 3 et la texture fine du sol chez Sarcocornia quinqueflora. Chez Suaeda
maritima le rapport n-6:n-3 est positivement corrélé aux limons (R? = 0.55, p-value = 3.18g.03), tandis
que le DBI (R? = -0.41, p-value = 0.035 pour ’argile) et les teneurs en acide o-linolénique (mg gww
" et mg gpw') sont négativement corrélées aux limons et/ou argiles (R* = -0.40 a -0.45 ; p-values
=0.019 4 0.041 et R* = -0.42 a -0.44 ; p-values = 0.020 a 0.030 respectivement). Chez Enchylaena
tomentosa, le rapport PUFA:SFA (R*=0.73 ; p-value = 5.63g.04), le DBI (R* = 0.55 ; p-value = 0.019)
et les teneurs (mg gpw') en acide a-linolénique (R? = 0.59, p-value = 9.50k.3) sont positivement
corrélées aux sables, a I’inverse du rapport n-6:n-3 (R* = -0.62 ; p-value = 6.36g.03). Chez Atriplex
Jjubata, le rapport n-6:n-3 est négativement corrélé aux sables (R? = -0.57 ; p-value = 7.51x.3), tandis

que le rapport PUFA:SFA est négativement corrélé aux argiles (R* = 0.62 ; p-value = 9.32g.03). Chez
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Salsola australis, le rapport PUFA:SFA (R* = -0.47 ; p-value = 0.030 et R* = -0.51 ; p-value = 0.019
respectivement) et 1’indice DBI (R? = -0.44 ; p-value = 0.047 pour le limon) sont négativement
corrélés aux argile et/ou limons. Chez Sarcocornia quinqueflora, le DBI (R* = 0.40 ; p-value = 0.041)
et les teneurs (mg gpw') en acide a-linolénique (R? = 0.44 ; p-value = 0.022) sont positivement
corrélés aux limons, a I’inverse du rapport n-6:n-3 (R? = -0.53 ; p-value = 4.14g.03).

Nous trouvons également quelques relations entre le rapport NO3-N:NH,4"-N du sol et certaines
variables acides gras des espéces. Nous montrons lors du suivi inter-sites, que celui-ci est
négativement corrélé a la « qualité » en acide gras polyinsaturés (totaux et omégas 3) chez
Enchylaena tomentosa, tandis qu’il y est positivement corrélé chez Atriplex jubata et Salsola
australis. Chez Enchylaena tomentosa, le rapport PUFA:SFA (R* = -0.52 ; p-value = 0.041) est
négativement corrélé au rapport NO3-N:NH4"-N du sol a I’inverse du rapport n-6:n-3 (R*=0.52 ; p-
value = 0.040). Chez Atriplex jubata et Salsola australis, le rapport PUFA:SFA (R? = 0.67 ; p-value
= 1.66g.0; et R? = 0.45 ; p-value = 0.039 respectivement) est positivement corrélé au rapport NOs™-
N:NH4"™-N du sol. Chez Atriplex jubata le rapport n-6:n-3 est également négativement corrélé au

rapport NO;-N:NH4"-N du sol (R* = -0.65 ; p-value = 2.60g3).
4. Discussion

4.1. Valeur nutritionnelle en éléments essentiels et en acides gras
4.1.1. Eléments majeurs

Les niveaux moyens en éléments majeurs Ca (1.98+1.57 2 3.35£2.12 mg gww '), K (5.54+2.44 a
7.79+4.13 mg gww ') et Mg (1.17+0.53 2 2.26+0.78 mg gww'), dans les feuilles des cing espéces sont
comparables a ceux retrouvés dans plusieurs 1égumes feuilles consommés dans le Pacifique Sud
comme ’amaranthe (Admaranthus viridis), le manioc (Manihot esculenta), le moringa (Moringa
oleifera), ’hibiscus (Abelmoschus manihot), la citrouille (Cucurbita pepo), le noni (Morinda
citrifolia), le taro (Colocasia esculenta), ou encore 1’arbre halophyte cotier Pisonia grandis (CPS,
2006; Dignan et al., 2004; Lyons, 2018) et considérés comme de bonnes sources nutritionnelles en
minéraux (Dignan et al., 2004; NHMRC, 1991). Le Ca, le K et le Mg ont des prises diététiques
journaliéres (DRI) recommandées par la National Academy of Medicine US (Al ou RDA) fixées entre
700 (enfants) et 1300 (adultes), entre 2000 et 3400 et entre 80 et 420 mg day™' respectivement. Les
prises maximales journaliéres recommandées (UL) en Ca sont fixées entre 2500 (enfants) et 3000
(adultes), tandis que celles du K et du Mg ne sont pas déterminables en raison d’un manque de preuves
sur ses effets néfastes (NAM, 1997, 2019). La prise de 100 g de feuilles/tiges fraiches de chacune des
especes candidates apparait en adéquation avec ces recommandations. Une caractéristique distinctive
des espéces étudiées est toutefois la teneur de leurs feuilles en Na (4.01£1.24 2 5.49+2.26 mg gww ),
plus élevée que celle de tous ces végétaux feuilles, hormis Pisonia grandis, avec lequel elles sont

comparables (Dignan et al., 2004). Ces valeurs sont néanmoins légérement plus faibles que celles
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retrouvées dans les algues comestibles Ceratophyllum demersum et Caulerpa sp. (Dignan et al.,
2004). Bien que le Na soit un nutriment essentiel a I’Homme, sa consommation en exceés est liée a
plusieurs pathologies cardiovasculaires (Kotchen et al., 2013). Ses prises diététiques journaliéres
recommandées (AI) sont fixées entre 1 (enfants) et 1.5 (adultes) g day”. Ses prises maximales
journaliéres recommandées sont fixées entre 1.5 et 2 g day”' (NAM, 2005a). Sur cette base, la prise
de 100 g de feuilles/tiges fraiches de Suaeda maritima, Sarcocornia quinqueflora, Enchylaena
tomentosa, Atriplex jubata et Salsola australis représente des apports moyens respectifs de
491.84+106.1, 483.3+£90.7, 400.6+124.5, 549.3+226.1 et 497.9+238.9 mg de Na. Par ailleurs, nous
montrons que les espéces avec le méme habitat partagent des niveaux relatifs similaires en minéraux
Ca, K, Mg et Na. En comparaison avec d’autres especes halophytes, ces niveaux sont comparables a
ceux retrouvés chez Atriplex patula L. ou Chenopodium murale L. pour Enchylaena tomentosa ; a
ceux retrouvés chez Atriplex lentiformis (Torr,) Wats pour Atriplex jubata et Salsola australis et a
ceux retrouvés chez Sarcobatus vermieulatus (Hook.) Torr. pour Suaeda maritima et Sarcocornia
quinqueflora (Glenn and O’Leary, 1984).

Concernant le P, les prises diététiques journaliéres recommandées sont fixées entre 460 (enfants)
et 700 (adultes) mg day™. Sur cette base, les prises de 100 g de feuilles/tiges fraiches de Suaeda
maritima, Sarcocornia quinqueflora, Enchylaena tomentosa, Atriplex jubata et Salsola australis
représentent respectivement des apports moyens en P de 44.1+£28.2, 45.0+28.9, 24.14£9.5, 41.5+£22.0
et 38.2+23.5 mg (NAM, 1997).

Enfin, le S compte également parmi les éléments essentiels a I’organisme humain. Toutefois, il
n’existe pas de prises diététiques, ni de prises maximales journaliéres recommandées pour cet
¢lément, ni pour le sulfate. Les recommandations en acides aminés soufrés étant considérées comme

suffisantes pour ces deux apports (NAM, 2005a).

4.1.2. Oligo-éléments

Parmi les oligo-¢éléments essentiel et a risques de carence pour I’Homme, on retrouve le Fe, le
Zn, le Cu ou le Mo. Toutefois, I’'une de leurs particularités est qu'ils peuvent provoquer des désordres
importants lorsqu'ils sont apportés a des taux trop élevés dans l'alimentation humaine (NAM, 2001).

Les teneurs moyennes des feuilles des espéces en Fe (1.72+2.77 a 12.14£20.49 ug gww™),
apparaissent comparables a celles retrouvées dans la plupart des Iégumes feuilles traditionnellement
consommés dans le Pacifique (Dignan et al., 2004), et montrent que les prises de 100 g de
feuilles/tiges fraiches ne dépassent pas les prises maximales journaliéres recommandées (UL) en cet
élément, fixées entre 40 (enfants) et 45 (adultes) mg day' (NAM, 2001). Toutefois, en plus de la
grande variabilité inter-espece, il existe une grande variabilité inter-site, et seulement certains
individus de certains sites montrent des teneurs supérieures a 1 mg 100 gww™' : les Suaeda maritima

de Bourake Nord 1 et de Tontouta, les Sarcocornia quingueflora de Port Ouenghi 2, les Atriplex

p. 112



jubata de 1’llot Mathieu et de Pindai et enfin les Salsola australis de Bourake Nord 2 et de 1’ilot
Mathieu.

Les teneurs moyennes des feuilles des espéce en Zn (3.57£2.60 a 7.91+4.58 ug gww’)
apparaissent comparables a celles retrouvées dans les 1égumes feuilles précédemment cités (Dignan
et al.,, 2004). Les prises diététiques journaliéres en Zn recommandées (RDA) sont fixées entre 3
(enfants) et 11 (adultes) mg day”’ (NAM, 2001). Sur cette base, les prises de 100 g de feuilles/tiges
fraiches de Suaeda maritima, Sarcocornia quinqueflora, Enchylaena tomentosa, Atriplex jubata et
Salsola australis représentent respectivement des apports moyens respectifs en Zn de 079 +0.46,
0.60+0.34, 0.36+0.26, 0.71+0.29 et 0.66+0.41 mg.

Le Cu et le Mo ont, quant a eux, des prises diététiques journaliéres recommandées (Al ou RDA)
fixées entre 340 (enfants) et 900 (adultes), et 17 et 45 ug day' respectivement. Leurs prises maximales
journaliéres recommandées (UL) respectives sont fixées entre 1000 (enfants) et 10000 (adultes), et
entre 300 et 2000 ug day’' (NAM, 2001). Nous montrons que les prises de 100 g de feuilles/tiges
fraiches des espéces représentent des apports en Cu et Mo qui ne dépassent pas ces UL : teneurs
moyennes en Cu de 0.10£0.08 a 0.22+0.34 ug gww', et en Mo de 0.03£0.02 a 0.25£0.71 pg gww .
Toutefois, la teneur en Mo d’Enchylaena tomentosa est bien plus élevée que celle retrouvée dans les
quatre autres especes, ce qui suggere 1I’importance de cet oligo-élément pour cette espéce.

Parmi les oligo-éléments essentiels pour I’Homme, on retrouve également ceux dont le risque de
carence n’a pas €t¢ démontré comme le Mn ou le Ni (NAM, 2001). Le Mn a des prises diététiques
journaliéres recommandées (Al) fixées entre 1.2 (enfants) et 2.3 (adultes) mg day™' tandis que celles
du Ni n’existent pas. Leurs prises maximales journaliéres recommandées (UL) respectives sont fixées
entre 2 (enfants) et 11 (adultes) et entre 0.2 et 1 mg day™'. Nous montrons que les prises de 100 g de
feuilles/tiges fraiches de ces espéces représentent des apports en Ni (0.25+0.36 a 3.46+7.23 ug gww’
") pouvant dépasser ces UL pour les enfants. Toutefois, 1a encore nous observons une grande
variabilité inter-site et seulement certains sites sont responsables de ces moyennes hautes : les Suaeda
maritima de Bourake Nord 1, Dumbéa, FAO 2 et Tontouta; les Sarcocornia quinqueflora de Dumbéa,
FAO 2, FAO 3 ; les Atriplex jubata de Bourake Est, de I’1lot Mathieu et Pindai et enfin les Salsola
australis de Bourake Nord 2 et des ilots Mathieu et Puen. Une portion de 100 g montre des teneurs
en Ni adéquates aux recommandations journaliéres pour tous les autres individus.

Enfin, nous montrons chez les cinq espeéces des concentrations moyennes en Al (1.32+1.59 a
4.78+9.12 nug gww') proches de la moyenne dans les légumes verts fixée par la derniére UK Total
Diet Study (Rose et al., 2010). A titre d’exemple ces valeurs sont comparables avec celles mesurées
dans les algues Laminaria japonica et Undaria pinnatifida (wakame) pour Suaeda maritima et
Salsola australis, ou dans plusieurs laitues ou choux pour Enchylaena tomentosa, Atriplex jubata et
Salsola australis (Miiller et al., 1998; Pennington, 1988). L’Al n’a pas de fonction biologique
essentielle identifiée a 1’intérieur du corps humain , tandis que ses roles toxiques sont bien connus

(Ghasemidehkordi et al., 2018; Hardisson et al., 2017; Rose et al., 2010). Une prise maximale
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hebdomadaire tolérable (DHT) d’Al d’1 mg kg de poids corporel a été fixée par I’European Food
Safety Authority (EFSA, 2008), ce qui correspond a environ 8.57 mg day™ pour un adulte de 60 kg.
Sur cette base, nos résultats montrent que les prises de 100 g de feuilles/tiges fraiches des espéces

représentent des apports respectifs en Al qui ne dépassent pas cette DHT.

4.1.3. Acides gras

Chez ’Homme, un apport alimentaire favorisant les acides gras polyinsaturés essentiels de type
oméga 3, 6 ou 9 a I’inverse des acides gras saturés est connu pour fournir une protection contre de
nombreux troubles de la santé (Guil-Guerrero and Rodriguez-Garcia, 1999; Simopoulos, 2004;
Wijendran and Hayes, 2004). 11 existe plusieurs recommandations diététiques pour les différentes
classes d’acides gras visant a prévenir ces troubles (FAO-WHO., 2010; Gebauer et al., 2006; NAM,
2005b). En raison de la compétition fonctionnelle connue entre les omégas 6 et les omégas 3,
I’augmentation de la prise en omégas 3 sur le long terme est supposée bénéfique. En effet, elle
permettrait de mitiger le déséquilibre en faveur des omégas 6 qui persiste dans les dictes de
nombreuses sociétés contemporaines i.e., causé principalement par I’industrialisation de 1’élevage
(Simopoulos, 2004). Le « rang de distribution acceptable » (AMDR) en acides gras omégas 3,
recommandé par I’OMS a été fixé entre 0.5 et 2% de I’énergie totale (FAO-WHO., 2010). La prise
diététique journaliere recommandée (Al) en acide o-linolénique (principal oméga 3 d’origine
végétale) est, elle, fixée entre 0.7 (enfants) et 1.6 g day™ (adultes) (0.3-0.5% de I’énergie totale)
(NAM, 2005b).

Nos résultats montrent que les acides gras omégas 3 totaux et 1’a-linolénique sont majoritaires
au sein de la biomasse sauvage des cing espéces candidates, ce qui les positionne comme de possibles
aliments fonctionnels pour remplir ces précédentes recommandations. A titre d’exemple, une prise
alimentaire de 100 g journalier de feuilles/tiges fraiches de Suaeda maritima, Sarcocornia
quinqueflora, Enchylaena tomentosa, Atriplex jubata et Salsola australis contribuerait a 4.8-7.0%,
1.2-1.8%, 3.2-4.7%, 5.5 a 8.0% et 6.8 a 9.9% de cet (Al) pour I’acide a-linolénique respectivement
(NAM, 2005b). Les cinq espece ont, de plus, montré des niveaux plus importants ou similaires a ceux
retrouvés dans les [égumes parmi les plus riches en omégas 3 tels que les épinards, la laitue ou encore

la moutarde (Simopoulos, 2004).

4.2. Variabilités des teneurs élémentaires et des profils en acides gras
Au-dela de ces moyennes générales, nos résultats montrent d’importantes variabilités spatio-

temporelles des teneurs élémentaires et des profils en acides gras pour chacune des espéces.

4.2.1. Teneurs élementaires

Les variabilités des teneurs ¢lémentaires dans les plantes et dans les sols sont en étroite relation
et dépendent de nombreux facteurs (COMIFER, 1995; Jones and Olson-Rutz, 2017). L’ajustement

osmotique inorganique est par exemple un déterminant important de la tolérance au sel chez les
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plantes, notamment a travers le maintien d’un rapport K/Na cytosolique élevé (Arbelet-Bonnin et al.,
2019; Flowers and Colmer, 2008) (Chapitre 1, §2.2). Nous démontrons d’importantes variabilités
spatio-temporelles de ces teneurs élémentaires (mg gww') au sein de chacune des espéces, qui
permettent de suggérer la variabilité spatio-temporelle de leurs biodisponibilités dans le sol (mg gpw
1. Néanmoins, nos résultats montrent peu de relations entre ces deux groupes de variables, quel que
soit I’élément ou I’espece considérée. 11 est donc possible de suggérer que les formes biodisponibles
mises en avant via notre méthodologie (échangeables et organiquement complexées) (Bell et al.,
1991) ne reflétent pas I’enticreté des formes biodisponibles et/ou absorbées des éléments par les
plantes. Les teneurs rapportées en Fe, Mn et Ni au sein du tanne de Dumbéa sont par exemple bien
moindre que celles précédemment rapportées sur ce méme tanne (a la méme période de I’année) apres
une méthodologie de partionnement des métaux (Marchand et al., 2012).

Nous montrons que de nombreuses autres propriétés édaphiques des habitats, liées entre elles
(Grattan and Grieve, 1992; Hessini et al., 2013; Saidi et al., 2004), peuvent influencer les profils en
minéraux des espéces : comme la salinité, la texture, I’humidité ou encore le rapport NO5;-N:NH4'-
N.

Une augmentation de la salinité édaphique des sols peut impacter la nutrition minérale des
plantes par une augmentation de la force ionique du substrat et/ou par compétition entre les principaux
ions nutritionnels et les ions salins (Grattan and Grieve, 1992). Nous suggérons de tels impacts chez
Salsola australis et Enchylaena tomentosa. En effet, nous montrons que les teneurs en plusieurs
¢léments sont négativement corrélées a la salinité édaphique lors des suivi inter-site ou saisonniers.
En revanche, nous montrons peu d’influence de la salinité sur la nutrition minérale de Suaeda
maritima, Sarcocornia quinqueflora et Atriplex jubata. Ceci suggere que ces trois especes sont bien
adaptées a une nutrition en environnements salins et variables, a 1’instar de nombreuses halophytes
(Grattan and Grieve, 1992). De plus, chez Enchylaena tomentosa, Sarcocornia quinqueflora et
Atriplex jubata, une relation positive entre certaines teneurs élémentaires et I’humidité du sol, suggére
un impact positif de I’humidification du substrat sur leur nutrition minérale. Ceci peut avoir lieu lors
de phénomeénes d’immersions par les marées ou bien lors de pluies (dont les variations saisonnicres
sont importantes), qui pourraient respectivement soit saler soit dessaler le substrat, en plus de
I’humidifier et d’y apporter des nutriments.

La texture du sol est également d’une importance capitale pour la nutrition des plantes, par son
influence sur les caractéristiques salines et hydriques des sols (Ventura et al., 2015), mais également
sur ses caractéristiques de fertilitt comme la capacité d’échange cationique (CEC) ou la
biodisponibilité des éléments nutritifs (COMIFER, 1995; Jones and Olson-Rutz, 2017; Pathak and
Rao, 1998; Saidi et al., 2008). Nous avons précédemment montré que la majorité des tannes et des
sites a Enchylaena tomentosa, dont la texture est fine (dominance de limon, puis d’argile) ont une
CEC supérieure & 15 cmol™ kg™ (a I'exception de toutes les locations situées & FAO, Franko ou

Ouano). Au-dessus de ce seuil, les sols ont généralement une capacité élevée a contenir et délivrer les
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cations nutritifs (Jones and Olson-Rutz, 2017). A I’inverse la majorité des arénosols a Atriplex jubata
et Salsola australis, a texture grossiére (dominance de sable) ont des CEC inférieures a ce seuil
(Chapitre 2, Partie 1, §3). Ceci suggere des exigences nutritionnelles différentes entre les especes.
Toutefois les importantes variabilités démontrées par nos résultats, suggérent également la plasticité
des espéces a ces propriétés édaphiques. Ils informent également sur les variations de texture
déterminant certaines de leurs « qualités » élémentaires.

Le rapport NO3-N:NH4"-N du sol est une autre caractéristique distinctive des différents habitats.
Celui-ci montre des valeurs croissantes selon la séquence suivante : tannes < abords de tannes (Franko
1, FAO 1, Port Ouenghi 1, Ouano 1, Bourake Ouest, Bourake Est, Bourake Nord 2) < arénosols (ilot
Mathieu et ilot Ducos). Ainsi, nous avons suggéré 1’existence d’une nutrition azotée principalement
sous forme d’NH4"-N chez Suaeda maritima, Sarcocornia quinqueflora et Enchylaena tomentosa, et
principalement sous forme d’NO;-N chez Atriplex jubata et Salsola australis (Chapitre 2, Partie 1,
§4). Dans cette partie nous montrons que ses quelques variabilités peuvent influencer la nutrition
minérale des espéces. Nous pouvons suggérons un possible impact nutritionnel sur les espéces des
lors que ce rapport tend a s’éloigner des rapports moyens respectifs de leur niche écologique (et donc
supposés préférentiels). La baisse des teneurs en Na dans les tissus de Suaeda maritima, et
Sarcocornia quinqueflora avec 1’augmentation du rapport NO;-N:NH4-N pourrait par exemple
refléter ’importance de la forme de nutrition azotée sur leur stratégie de séquestration de sel, puisque
nous savons qu’il s’agit du principal moyen d'ajustement osmotique des espéces halophytes au sein
de leur famille végétale (Flowers and Colmer, 2008; Glenn and O’Leary, 1984; Ventura and Sagi,
2013).

4.2.2. Acides gras

Les profils en acide gras des espéces dépendent eux aussi de nombreux facteurs spécifiques des
environnements et des espéces. Leurs variations peuvent renseigner sur la variabilité de 1’adaptation
physiologique des espéces a l’environnement, mais aussi sur la variabilit¢ de leur « qualité »
nutritionnelle. Nous montrons I’influence de la salinité, de la texture, de I’humidité et du rapport NOs
-N:NH,"-N des habitats sur ces variations ainsi que celle du stade phénologique des individus.

Le métabolisme des acides gras structuraux est par exemple un déterminant important de la
tolérance au sel chez les plantes, par son influence sur la fluidité et la perméabilité sélective des
membranes cellulaires. La diminution de ces derniéres est associée a une augmentation du degré
d’insaturation des acides gras (augmentation « qualité » en acides gras polyinsaturés totaux) et a une
augmentation de la proportion d’acide linoléique (18:2n-6) par rapport a celle de I’acide a-linolénique
(18:3n-3) (diminution de la « qualité » en acides gras polyinsaturés omégas 3) (Ivanova et al., 2006;
Sui and Han, 2014; Tsydendambaev et al., 2013 ; Zarrouk and Cherif, 1983). Ces modulations
salinité-dépendantes (Ivanova et al., 2006) sont largement connues pour participer a la valeur

nutritionnelle des tissus halophytes, notamment au sein des genres Atriplex (Yepes et al., 2018)
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Suaeda (Sui and Han, 2014; Tsydendambaev et al., 2013) et Salicornia / Sarcocornia (Ventura et al.,
2011)(Chapitre 1, §2.6). Nous montrons ici que la salinité du sol peut influencer le profil en acides
gras de Sarcocornia quinqueflora par ses variations spatiales et temporelles et celui de Salsola
australis par ses variations temporelles. En effet il semble exister une relation négative entre la salinité
du sol et la « qualité » en omégas 3 chez Sarcocornia quinqueflora, lors des deux suivis. Nous
montrons également une relation positive entre I’humidité du sol et sa « qualité » en acide gras
polyinsaturés (totaux et omégas 3) lors des deux suivis. A I’inverse, chez Salsola australis, nous
montrons une relation positive entre la salinité et les « qualités » en acide gras polyinsaturés (totaux
et/ou omégas 3) lors du suivi temporel, a I’inverse de I’humidité. Ces résultats informent sur les
variations de salinité édaphique déterminant certaines « qualités » en acides gras, chez ces espéces.
Toutefois, ils ne nous permettent pas de suggérer une capacité d’adaptation de leurs acides gras a la
salinité. En effet, ils ne permettent pas de définir de lien entre la salinité et leur effet sur la
fluidité/perméabilité membranaire. De plus, nous ne connaissons pas la part d’acides gras structuraux
concernée par de telles variations.

Par ailleurs, nous suggérons une influence de la texture du sol sur les profils en acides gras des
especes. Celle-ci pourrait &tre liée a son influence sur les propriétés de rétention d’eau du sol (en lien
direct avec plusieurs parametres comme la salinité ou la fertilité). Nous mettons principalement en
avant cette influence a travers les variabilités spatiales de texture, puisque celle-ci est trés peu variable
d’un mois a l'autre @& Ouano. Nous montrons une diminution des « qualités » en acides gras
polyinsaturés et/ou en omégas 3 chez Suaeda maritima, Enchylaena tomentosa, Atriplex jubata et
Salsola australis, avec I’augmentation de la texture fine du sol, a ’inverse de 1’augmentation de la
qualité en omégas 3 chez Sarcocornia quinqueflora avec I’augmentation de la texture fine du sol. Ces
résultats informent sur les variations de texture édaphique déterminant certaines « qualités » en acides
gras chez ces espéces. Ils permettent également de suggérer que les deux groupes d’espéces posseédent
différentes stratégies d’adaptation des acides gras aux textures/propriétés hydriques de leur sol.
Contrairement a Sarcocornia quinqueflora qui est strictement inféodée aux tannes, les quatre autres
espeéces peuvent se retrouver occasionnellement (Enchylaena tomentosa et Suaeda maritima) ou
strictement (Atriplex jubata et Salsola australis) sur des substrats beaucoup plus sableux (bordures
de tannes plus sableux et/ou arénosols) (Chapitre 2, Partie 1, §4). La capacité
d’acclimatation/d’adaptation a de plus grandes proportions de sable dans le sol (et donc a sa rétention
d’eau plus faible) pourrait donc étre plus large chez Suaeda maritima, Enchylaena tomentosa,
Atriplex jubata et Salsola australis que chez Sarcocornia quinqueflora.

Concernant le rapport NOs-N:NH4"-N du sol, nous montrons lors du suivi inter-sites, qu’il est
négativement corrélé a la qualité en acide gras polyinsaturés et oméga 3 chez Enchylaena tomentosa,
tandis qu’il y est positivement corrélé chez Atriplex jubata et Salsola australis. Ces résultats
informent sur les variations de forme azotée déterminant certaines « qualités » en acides gras chez

ces especes. Toutefois, ils ne nous permettent pas de suggérer de lien entre le métabolisme azoté et
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profils en acides gras. Des études complémentaires ciblant les variations d’absorption et
d’assimilation des formes NOs-N et NH;"-N sont nécessaires. Nous savons néanmoins que la
nutrition azotée chez les halophytes peut avoir une influence sur certaines stratégies de tolérance au
sel (Hessini et al., 2009; Hessini et al., 2013; Song et al., 2006; Ushakova et al., 2006) et peut agir
de pair avec les modulations salinité-dépendantes des acides gras structuraux

Par ailleurs, les variabilités temporelles des profils en acides gras des espéces peuvent également
dépendre des réserves allouées aux différents tissus selon leurs différents stades phénologiques. Ceci
est suggéré chez Suaeda maritima, puisque les prélévements de mai et de juillet, discriminés des 2
autres mois par les profils en acides gras (plus hauts rapports PUFA:SFA), ont concerné des individus
au stade végétatif tandis que ceux d’octobre et de janvier correspondaient a des individus au stade de
fructification. Chez Sarcocornia quinqueflora les prélévements de mai et de juillet ont également
concerné des individus au stade végétatif, tout comme celui d’octobre, tandis que celui de janvier
correspondait a des individus au stade de fructification. Ce dernier prélévement se distingue des autres
par I’observation de plus hauts rapports n-6:n-3, qui peuvent s’expliquer par la persistance de graines
sur les tiges que nous avons analysées (celles-ci sont plus riches en acide linoléique oméga 6 selon
nos données support). Chez Enchylaena tomentosa, notre étude temporelle ne permet pas de
discriminer de stade phénologique par rapport aux profils en acides gras des individus puisque la
période de fructification de I’espéce s’étale de début mars a fin avril. Chez Atriplex jubata, il est
¢galement difficile de discriminer de stade phénologique par rapport aux profils en acides gras
puisque nos observations montrent que cette espeéce fructifie tout au long de I’année. Enfin, chez
Salsola australis cette discrimination est également difficile car les prélévements n’ont concerné que

de jeunes plants non matures (seul stade comestible) de 1’espéce.
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Conclusion et perspectives du chapitre

Partie 1

Le présent chapitre a mis en lumiére différentes relations spatio-temporelles entre les
caractéristiques édaphiques du milieu et la composition de cinq plantes halophytes candidates a
I’agriculture biosaline en Nouvelle-Calédonie : Suaeda maritima, Sarcocornia quinqueflora,
Enchylaena tomentosa, Atriplex jubata et Salsola australis. Ceci a permis de souligner les niches
écologiques de chacune de ces especes, mais également les caractéristiques a privilégier pour assurer
leur qualité nutritionnelle en ¢léments et acides gras essentiels pour I’Homme.

Dans la premicre partie, nous avons apprécié les variabilités spatio-temporelles de plusieurs
ensembles de facteurs édaphiques, influencant la fertilit¢ du milieu pour les espéces. Nous expliquons
comment la position sur 1’estran, les marées, ou encore la température, sécheresses et pluies
saisonni¢res peuvent influencer ces caractéristiques par des phénoménes de salinisation,
humidification, évaporation ou lixiviation dans le sol qui varient notamment selon sa texture. Il ressort
globalement de ces résultats que Suaeda maritima et Sarcocornia quinqueflora ont une niche
écologique proche, puisque nous les retrouvons le plus fréquemment sur des sols typiques de tannes
qui ont une fraction fine importante, une salinité modérée a extréme (ECasec = ~4-16 dS m™), une
capacité de rétention en eau élevée, une CEC supérieure ou égale a ~15 cmol kg™, un rapport NOs~
-N:NH4"-N trés bas (< 25:75) et un contenu en P allant de ~30-75 ppm. Suaeda maritima a néanmoins
une niche écologique plus large puisque nous la retrouvons également sur des substrats plus sableux,
plus secs et moins salins, comme les arénosols typiques hébergeant Atriplex jubata et Salsola
australis tel que le démontre le site de Moindou. Ces deux derniéres espéces sont retrouvées
principalement sur ces sols de plage qui ont une fraction grossiére importante (> 95%), une faible
salinité (ECasec = ~0.2-1 dS m™), une faible capacité de rétention en eau, une faible CEC (CEC = ~2-
4 cmol™ kg™), un rapport NO;-N:NH4"-N élevé (> 50:50) et des teneurs en P inférieures a ~15 ppm.
Elles tolérent également des caractéristiques de sol intermédiaires entre les arénosols et les tannes
comme le démontrent tous les sites de Bourake, plus riches en fraction fine et dont la CEC est bien
plus importante (CEC = ~18-25 cmol™ kg™). Elles sont également retrouvées sur des « arénosols
bruns » comme le démontrent les sites des ilots Ducos et Mathieu, qui sont également bien plus riches
en cations nutritifs (CEC = ~13-15 cmol™ kg"). Enchylaena tomentosa est, quant a elle, retrouvée
principalement aux abords des tannes, qui ont une fraction fine importante mais plus de sable que les
tannes, une salinité faible 3 modérée (ECasec = ~0.5-2.8 dS m™), une capacité de rétention en eau
modérée, une CEC >~15 cmol™” kg™!, un faible rapport NO;-N:NH,4"-N (25:75 - 50:50) et un contenu
en P allant de ~15-60 ppm. Malgré tout, a I’instar de Suaeda maritima, nous la retrouvons également
sur les arénosols typiques a Salsola australis et Atriplex jubata, comme le démontre le site de

Moindou. De tels résultats ont vocation a étre utilisés pour de futurs essais expérimentaux
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d'agriculture biosaline in situ, puisqu’ils nous informent sur les différents types de sol associées a la

viabilité de chaque espece.

Partie 2

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés a la relation entre ces variabilités
environnementales et les compositions des espéces en minéraux et en acides gras. Ainsi, les différents
types de sol de la premicre partie ont également pu étre associées a ces « qualités » biochimiques.
Globalement, ces résultats montrent peu de relations entre les teneurs élémentaires des plantes
d’intérét et la biodisponibilité relative des éléments dans leur sol. Toutefois, nous suggérons la
possibilité d’une relation négative entre la salinité et la teneur en minéraux de Salsola australis et
Enchylaena tomentosa. A ’inverse, la salinité ne semble avoir que peu d’influence sur la nutrition
minérale de Suaeda maritima, Sarcocornia quinqueflora et Atriplex jubata. Nous suggérons
également que I’humidification du sol peut faciliter la nutrition minérale de Sarcocornia quinqueflora
et Atriplex jubata, par un enrichissement nutritionnel apporté par les marées ou les pluies. Nous
suggérons que la texture du sol a également une influence majeure sur la nutrition de ces plantes,
puisque qu’elle est un déterminant des caractéristiques physico-chimiques du sol. A ce titre, nous
montrons que les teneurs élémentaires de Sarcocornia quinqueflora, Suaeda maritima et Salsola
australis peuvent étre corrélées positivement aux proportions de texture fine du sol (argile ou limon)
et négativement aux proportions de sables a ’inverse de celles d’Enchylaena tomentosa et Atriplex
Jjubata. Enfin, nous montrons que le rapport NO3;-N:NH,"-N du sol est également important pour la
nutrition minérale des espéces. Nous suggérons que la nutrition minérale des espéces peut étre
impactée deés lors que ce rapport tend a s’éloigner des rapports moyens respectifs de leur niche
écologique.

Par ailleurs, nous montrons que les profils en acides gras des espéces peuvent également étre
influencés par plusieurs déterminants environnementaux comme la salinité/humidité, la texture ou le
rapport NO3-N:NH4-N du sol, mais aussi par des déterminants biologiques, comme le stade
phénologique des espéces. A ce titre nous montrons qu’il existe une relation négative entre la salinité
du sol et la «qualité » en acides gras polyinsaturés (totaux et/ou omégas 3) chez Sarcocornia
quinqueflora, tandis qu’une relation inverse existe chez Salsola australis. Concernant la texture, nous
suggérons que les especes posseédent différentes stratégies d’adaptation des acides gras aux
textures/propriétés hydriques de leur sol. Nous montrons une diminution des « qualités » en acides
gras polyinsaturés (totaux et/ou en omégas 3) chez Suaeda maritima, Enchylaena tomentosa, Atriplex
Jubata et Salsola australis, avec 1’augmentation de la texture fine du sol. A I’inverse nous montrons
une augmentation de la qualité en omégas 3 chez Sarcocornia quinqueflora avec I’augmentation de
la texture fine du sol. Concernant le rapport NO5;-N:NH4"-N du sol, nous montrons, sa corrélation
négative avec la qualité en acide gras polyinsaturés (totaux et oméga 3) chez Enchylaena tomentosa,

tandis qu’une relation inverse existe chez Atriplex jubata et Salsola australis. Concernant les stades
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phénologiques, nous montrons qu’ils peuvent étre un déterminant des profils en acides gras chez
Suaeda maritima et Sarcocornia quinqueflora. Ces 2 espéces montrent de plus hautes « qualités » en
acides gras polyinsaturés totaux lorsqu’elles sont au stade végétatif, tandis que Sarcocornia
quinqueflora montre une diminution de sa qualité en omégas 3 lors de son stade de fructification (en
raison de la persistance des graines sur les tiges).

Enfin dans cette seconde partie nous avons également comparé compositions moyennes en
minéraux et en acides gras de chacune des espéces avec celles de différents 1égumes feuilles
consommés. Nous les avons également comparées avec les prises diététiques journaliéres (Al ou
RDA) et les prises maximales journaliéres (UL) recommandées par la National Academy of Medicine
des Etats-Unis. Nous montrons que les feuilles ou tiges des cinq espéces ont une composition en
¢léments essentiels majeurs (Ca, K, Mg) comparable a celle retrouvée dans plusieurs 1égumes-feuilles
riches en minéraux du Pacifique Sud. Pour toutes les espéces, nous montrons également qu’une prise
fraiche de 100 g peut participer de facon intéressante aux Al ou RDA recommandés pour plusieurs
¢léments essentiels (Ca, K, Mg, Na, P, Fe, Zn, Cu et Mo). Nous montrons également que selon le site
de collecte, les teneurs en Ni des especes peuvent dépasser certaines UL. Par ailleurs, nous montrons
que les feuilles ou tiges des cinq espéces ont une teneur en omégas 3 comparable (voire supérieure)
a celle retrouvée dans plusieurs légumes-feuilles considérés comme riches en omégas 3. Pour toutes
les espéces, nous montrons enfin qu’une prise fraiche de 100 g peut participer de fagon intéressante
aux Al recommandés pour I’acide a-linolénique. Ces espéces sont ainsi de potentiels 1égumes-feuilles

a préconiser pour leur valeur fonctionnelle en omégas 3.

Perspectives

Ces résultats suggerent que les cing espéces ont des réponses écophysiologiques bien différentes
a leur milieu de vie. Dans une perspective agronomique, ils pourront &tre utilisés pour la sélection de
niches écologiques et d’écotypes, mais également pour I’anticipation de contraintes présentes au sein
de futurs agrosystémes potentiels. Toutefois ces sélections requierent également de mieux connaitre
les besoins fonctionnels de ces especes, par la mise en place d’études ex situ. Dans cet objectif, nous
explorons ci-apres, la réponse écophysiologique des espéces a deux influences majeures de leur
milieu de vie, la salinité et la forme de nutrition azotée. Nous présentons les résultats d’une
expérimentation en serre, faisant varier ces facteurs a travers 1’eau d’irrigation apportée aux especes.
Nous y sélectionnons plusieurs traitements combinés permettant de trouver un compromis entre leur

croissance et composition fonctionnelle en termes d’acides gras et d’antioxydants.
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Chapitre 3

Variabilité expérimentale de la croissance et de
métabolites fonctionnels chez les halophytes Suaeda
maritima, Sarcocornia quinqueflora, Atriplex jubata,

Salsola australis et Enchylaena tomentosa, en lien avec la
salinité et la forme de nutrition azotée dans leur
irrigation
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Ce troisiéme chapitre présente la variabilité expérimentale de la croissance et de la
composition en métabolites fonctionnels chez cing espéces halophytes d’intérét pour 1’agriculture
biosaline en Nouvelle-Calédonie : Suaeda maritima, Sarcocornia quinqueflora, Enchylaena
tomentosa, Atriplex jubata and Salsola australis, en lien avec la salinité et la nutrition azotée
apportée a leur milieu. Nous traitons cette question chez Atriplex jubata et Sarcocornia
quinqueflora dans une premiére partie (question 2.2.a.) puis chez Salsola australis, Suaeda
maritima et Enchylaena tomentosa, dans une seconde partie (question 2.2.b). Cette séparation
repose sur I’exploration d’une valeur fonctionnelle supplémentaire (antioxydante) au sein des 3
derniéres espéces. Les deux parties sont rédigées sous forme d’articles scientifiques. Le premier
est soumis aupreés du journal Scientia Horticulturae, le second est publié au sein du journal
Agronomy. Dans chacun nous explorons ces variabilités expérimentales (question 2.2.b) puis
nous discriminons celles associés a leur optimisation (question 2.2.c). Enfin, nous apportons des
¢léments de réponses a ces variabilités, grace a leur lien physiologique avec les parametres
modulés expérimentalement (question 2.1.d). Dans chaque partie et pour chacune des espéces,
nous définissons, par ailleurs, la croissance et la valeur fonctionnelle moyenne de leurs parties

comestibles en acides gras polyinsaturés et/ou en antioxydants (questions 1.2, 1.3 et 1.4).
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Highlights

Relative growth rate of Atriplex jubata can decrease at high salinity

Relative growth rate of Sarcocornia quinqueflora can increase at high salinity

At high salinity, fatty acid profile of Sarcocornia quinqueflora depends on N-nutrition
At high salinity, ammonium nutrition is recommended for Sarcocornia quinqueflora

At high salinity, nitrate nutrition is recommended for Atriplex jubata
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Abstract : The global decrease of freshwaters and non-salinized lands around the world led to the
development of saline crops worldwide. In New-Caledonia, two halophytes are candidates for saline
crops, Atriplex jubata and Sarcocornia quinqueflora. Their success and quality depend yet on
availabilities of salinity and essential nutrients in agrosystems. So, we investigated effects of three
salinities i.e., control moderate and high, and five nitrogen ratios i.e., 100:0, 75:25, 50:50, 25:75 or
0:100 NO3-N:NH4"-N ratio on their growth and functional value for fatty acids, trough relative
growth rate (RGR), total fatty acid (TFA) content and fatty acid (FA) proportions. Results show that
the growth and the leaf fatty acid profiles of species, emphasize their good potential to become
functional saline crop products, based on comparison with other functional plants, dietetic
recommendation, or functional indices. However, we report also that this depend on salinity, nitrogen
supply or a combination of both. Atriplex jubata tolerates moderate salinity (60 mM NaCl equivalent)
and high salinity (449 mM NaCl equivalent) combined with 100:0 N-ratio but its relative growth rate
decreases at high salinity with 75:25 or 50:50 N-ratios. It uses then nitrate to maintain its relative
growth rate at high salinity. Sarcocornia quinqueflora tolerates moderate (250 mM NaCl equivalent)
and high (600 mM NaCl equivalent) salinities and its relative growth rate can increase with salinity
depending on nutrition, confirming its true halophyte behavior. In addition, at high salinity, 0:100 N-
ratio can increase the levels of unsaturated (PUFA) and omega 3 (n-3) fatty acids in leaves of
Sarcocornia quinqueflora, which is beneficial for functional value. Its fatty acid quality tends then to
be improved with ammonium nutrition. But, when ammonium is not predominant, a decrease of total
fatty acids content and fatty acid quality can be observed at moderate or at high salinity. The absence
of relationship between the relative growth rate of species and fatty acid composition demonstrates
that salt-tolerance processes are not related to changes in structural fatty acid in both species. In a
perspective of biosaline agriculture maximizing freshwater savings i.e, at high salinity, we
recommend a rich-nitrate nutrition for Atriplex jubata and a rich-ammonium nutrition for Sarcocornia

quinqueflora

Keywords: Atriplex jubata, Sarcocornia quinqueflora, halophytes, salt tolerance, nitrogen form, fatty

acids.
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2008; Ventura et al., 2011). The primary reason for the changes in the biochemical composition of
halophyte tissues is to combat salt stress, and results often to the qualitative improvement of the leafy
vegetable product (Allakhverdiev et al., 1999; Ivanova et al., 2009; Maggio et al.,, 2011;
Tsydendambaev et al., 2013). Notably, it is widely accepted that the modulation of fatty acid (FA)
unsaturation level and of balance between linoleic acid (18:2n-6) and a-linolenic acid (18:3n-3)
proportions in cell membranes participate to salt resistance in halophytes (Ivanova et al., 2006; Sui
and Han, 2014; Tsydendambaev et al., 2013). Such changes interfere with ion uptake and
sequestration, participate to prevention of photosynthetic damage and hinder loss of water, nutrient
or osmolytes. Beyond salinity, the nutririon with an appropriate Nitrogen form is beneficial for
halophyte plant growth and biochemical composition (Camalle et al., 2020; Fontana et al., 2006;
Kudo and Fujiyama, 2010; Szalai et al., 2010). In high saline environments (>500 mM NaCl
equivalent), photosynthate biosynthesis is reduced, thus the type of transportable nitrogen compounds
is critical for achievement of energetic demand in plants (Hessini et al., 2009, 2013; Kudo and
Fujiyama, 2010; Ventura et al., 2010).

Given this, we hypothesize that the crop potential of our two candidate species can be also
modulated by main cultural parameters as salinity and nitrogen form in irrigation. But, few
information is available on the effects of both factors, individual or combinate, on growth or
biochemical composition of aerial tissues belonging to the two genera. We know that Atriplex species
exhibit a broad range of optimal salinity for growth : from freshwater to high salinities (>500 mM
NaCl equivalent) (Glenn et al., 2012; Nedjimi, 2014; Redondo-Gdémez et al., 2007). To cope with
salinity, Atriplex species are known as salt includers at low salinities and as salt-excluders at high
ones (Bajji et al., 1998). They do not show a strict relationship with salinity and are often classified
as “reversible halophytes” (Grigore and Constantin, 2010). The level of soil salinity in relation to N-
nutrition (N-amount and N-form) was shown to influence their growth (Al Daini et al., 2013; Hussin
et al., 2013), but little information is available on variations of FA profiles in response to both factors.
Yepes et al., (2018) have shown that 100-300 mM NaCl salinities increased growth and changed
proportions of unsaturated fatty acids in Atriplex halimus plants with a maintain of double bond index,
reflecting a maintain of quality in term of unsaturated fatty acids (Sui et al., 2010; Yepes et al., 2018).
Regarding the “samphires” (Salicornia and Sarcocornia species), their growth performances are
known to be unaffected or increased by moderate and/or high salinities (up to 600 mM NaCl
equivalent) (Katschnig et al., 2013; Khan et al., 2001; Ventura et al., 2011) although it is variable
(Aghaleh et al., 2009; Redondo-Gomez et al., 2006). Salicornia species are often classified of “true
halophytes™ growing best at high salinity (Grigore and Constantin, 2010). In our knowledges, few
information is available on variations of their FA profiles in response to salinity. Ventura et al., (2011)
have yet shown that 600 mM NaCl equivalent salinity reduced total fatty acid (TFA) and omega 3

contents in Sarcocornia fructicosa. They also have shown that 150-600 mM NaCl equivalent
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salinities increased the biomass production and the shoot:root ratio. However, the interactive effect
of salinity and N-ratio on FA profile is unknown in samphires.

Face to agronomic aim, it thus appears critical to determine demonstrators of crop potential in
the two candidate species as well as their specific relationships with external constraints. So, the aim
of study was first to determine a part of these demonstrator trough evaluation of growth and specific
functional values of edible tissues i.e., for fatty acids. Secondly, it was to evaluate the effects of two
main irrigation parameters, salinity and nitrogen ratio in irrigation, on these demonstrators. Based on
salt tolerance and nitrogen nutrition, this allows to recommend treatments to maintain or optimize the

growth and functional quality of leaves in the two species.
2. Materials and Methods

2.1. Reagents

Magnesium sulfate, potassium nitrate, ammonium dihydrogen phosphate, calcium nitrate,
potassium dihydrogen phosphate, potassium chloride, ammonium chloride, calcium chloride and
ethanol, methanol, chloroform and sulfuric acid, were purchased from Sigma-Aldrich® and were of

analytical grade.

2.2. Seedling collect, plant cultivation and multiplication

Mother plants were collected on west coast of New Caledonia in June 2018. Atriplex jubata
(S21°52'12.0" E165°49'39.5"; altitude = 9.14 m) was collected in St-Sauveur beach in Ouano and
Sarcocornia quinqueflora (S21°51'00.3"E165°48'43.8"; altitude = 3.96 m) was collected on a saltpan
in Ouano. They were potted and grown with a substrate containing natural soil, sand, potting soil,
vermiculite and perlite 30:25:25:10:10 (v:v:v:v:v). They were kept in a greenhouse equipped with a
shade house, with thrice-daily freshwater irrigation completed with bi-weekly saline irrigation i.e.,
200-400 mL of 50% seawater and bi-monthly 1.5% (m:v) Welgro® fertilization i.e., 17:30:15 N:P:K
added of Fe, Mn, Zn, B, Bo microelements. Multiplication by germination were conducted in seeding
cup filled with a 1:1 (v:v) mixture of sand and potting soil. Daughter seedlings were conditioned
under same condition as adult plants during 4 months. For experiments, 45 seedlings were randomly
selected from a same generation and irrigated exclusively with freshwater nebulization to standardize

conditions (Figure S6).

2.3. Combined salinity and nitrogen ratio experiment
2.3.1. Experimental design

Preliminary tests were conducted on mother plants to determine the best growth rates in response
to a salt gradient for the three species. According to these results, specific values (in mM NaCl
equivalent) of “moderate” and “high” salinities to apply to each species were chosen (Table 13a). For

experiment, 5-months old seedlings were watered with saline irrigation according to these salinities
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i.e., made by dilutions of seawater, and five nitrogen ratios (N-ratio) of nitrate to ammonium (NOj -
N:NH4™-N) i.e., 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 and 100:0 (Table 13b). Then, fifteen conditions were
tested for each species on three individuals. Irrigations were carried out over a month, three times a
week with a volume corresponding to 50% of substrate retention capacity (182.1 mL) (Zidane
Djerroudi, 2017) (Figure S6).

Table 13. Salinity and N-ratio (NO3™-N:NH4"-N) used in combined treatments. a. Specific salinities (mM NaCl equivalent)
for Atriplex jubata and Sarcocornia quinqueflora. b. Macronutrient compositions (mM) in the five N-ratio irrigations

a. Salinity

Control Moderate High
A. jubata 0 60 449
S. quinqueflora 0 250 600

b. NO;-N:NH4"-N
0:100 25:75  50:50 75:25 100:0

Ca(NOs): 0.0 1.8 3.6 2.7 43
KNO3 0.0 0.0 0.0 54 5.7
MgSOs 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
NH4H>PO4 1.0 1.0 1.0 1.0 0.0
KH2PO4 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0
KCl 7.7 7.7 7.7 23 1.0
NH.4Cl 13.0 9.7 6.1 2.5 0.0
CaCl 4.3 24 0.7 1.5 0.0

2.3.2. Experimental measurements

Experiment was conducted between June and July 2019 i.e., during austral winter. Atmospheric
parameters were recorded every ten minutes by a HOBO 0664 H21-USB weather station equipped
with two external sensors of temperature and relative humidity (HOBO0338 S-THB-M002) and two
external sensors of photosynthetic active radiations (HOBO0042 S-LIA-M00). The mean parameters
during nighttime and daytime were respectively: temperature 18.6+2.1°C and 26.1£5.9°C, relative
humidity 91.3£5.7% and 69.4+18.4%. The mean photosynthetic active radiation between 11 am and
1 pm was 639.6+314.2 pmol m? s day. Salinity of each nitrogen solution was verified by a
refractometer. Percolation water salinity were evaluated weekly thanks to the refractometer.

Five secondary (Atriplex jubata) or primary (Sarcocornia quinqueflora) shoots of each individual
were harvested (from the node), dried and weighed at the beginning (t1) and at the end (t2) of the
experiment. Relative growth rates (RGR) were determined on a dry mass basis according to following

formula (8) (Hunt, 1990).

InW2 —-InW1

Relative growth rate =
t2 —tl

®)

Where W1 and W2 are means of five shoot dry weight at times t1 and t2 respectively.

2.3.4. Harvest and sample preparation of edible tissues

After experimentation, plants were harvested, frozen at -20°C and lyophilized (lyophilizer alpha

1-2 LDplus, CHRIST MARTIN™). Dried edible tissues i.e., leaves for Atriplex jubata or leafless

p- 132



Scientia Horticulturae x FOR PEER REVIEW

shoots for Sarcocornia quinqueflora, were milled using rotor laboratory mill for biochemicals
analyzes. Plant wet weights (WW) and dry weights (DW) were determined before and after
lyophilization to calculate plant water content. It allows to express biochemical parameters on a fresh

weight basis.

2.4. Determination of fatty acid profiles

Lipids were extracted according to Folch et al. (1957) modified method from 50 mg of dried
leaves or leafless shoots, by addition of 6mL of chloroform:methanol mixture (2:1,v:v). After
agitation and centrifugation (15 min, ambient T°C, 3000 g), 1ml of supernatant corresponding to total
lipid fraction (neutral and polar lipids) was added to a known amount (20 uL) of C23:0 (0.115 pg uL”
") used as an internal standard for quantitative determinations. The C:Xn-Y notation was adopted for
FA notation where C was the number of carbons, X the number of double bonds and n-Y the position
of first double bond from the terminal methyl group. Total lipids were then vacuum dried under N>
for 2 hours and then directly trans esterified with 800 uL of sulfuric acid:methanol (3.4% v:v) for 10
min at 100 °C. After cooling, fatty acid methyl esters were extracted by addition of 800 puL of hexane.
This organic fraction was washed three times with 1,5mL of hexane saturated water. Then, it was
recovered and analyzed in a Varian CP 8400 gas chromatograph equipped with a flame ionization
detector (GC-FID CP-3800 VARIAN®). Fatty acid methyl esters were analyzed using both polar and
no-polar capillary columns, temperature programmed at 220°C with hydrogen as the carrier gas. A
check on outputs of both columns helps to identify co-eluted compounds (Le Grand, 2010). Peak
integrations and calculations of fatty acid methyl esters were done with the software program Galaxie
1.9.3.2 (VARIAN®). Fatty acid methyl esters were identified by comparison of their retention time
with those of standards and they were quantified by comparison of their peak areas to peak area of
internal standard C23:0.

The intakes of fresh leaves or shoots (g day™) necessary to achieve the adequate intake (AI)
indexes for men and women (NAM, 2005) of a-linolenic acid were estimated by the conversion of -
linolenic acid proportion on a quantitative wet basis (thanks to TFA and water contents) and their
ratio with the reference Al indexes. The productivities in TFA and a-linolenic acid were also
estimated thanks to factor of TFA or a-linolenic acid wet contents (mg gww ') by the relative growth

rate (mg g day™).

2.5. Statistical analysis

Nonparametric statistics were used due to low number of data per condition. All statistical
analyzes were performed under R software (R Core Team., 2004). Significance levels were set at p-
value < 0.05. For comparison between treatments, nonparametric statistics were used due to low
number of data per condition. First, a two-way ANOVA on rank [50] was performed to investigate
significant variations of biological variables according to salinity, N-ratio and the interaction of

salinity and N-ratio. Next, a one-way Kruskal-Wallis Rank Sum Test (Hollander et al., 2014) and
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multiple comparisons via post-hoc Dunn tests (Dunn, 1964), with Holm p-value adjustment (Holm,
1979) were performed on individual factors showing significant effects. A multiple comparison with
the same one-way statistical approach was also carried out on the variable corresponding to the
combined treatments. We focus description on effect of salinities versus control for each N-ratio and

then on the effects of N-ratio at high salinity.
3. Results

3.1. Mean growth, water content and functional values for fatty acids

Mean RGR is 38.5+16.6 mg g' day' (ranging 10.7+2.5-68.6+11.7) in Atriplex jubata and
19.8+7.5 mg g day” (ranging 9.3+2.1-31.3+2.8) in Sarcocornia quinqueflora. Mean water contents
are 65.1£9.5 % of wet weight (%WW) in Atriplex jubata, and 64.6+£16.0 %WW in Sarcocornia
quinqueflora. These values are useful for expressing nutritional parameters on a wet weight basis.
Up to 36 FA were identified including common wide-spread FA i.e., with a number of carbon atoms
in FA chain < 18 and “unusual” FA (n=17) in low proportions representing very long chain fatty acids
(VLCFA) i.e., with a number of carbon atoms in FA chain > 18 and a higher retention time of their
esters (Supporting Table S5). A focus is made on common FA whose sum represent more than 80%
of TFA content i.e., palmitic acid (16:0), stearic acid (18:0), oleic acid (18:1n-9), linoleic acid (18:2n-
6) and o-linolenic acid (18:3n-3). Main classes of FA are polyunsaturated fatty acids (PUFA),
including linoleic acid and a-linolenic acid, mono unsaturated fatty acids (MUFA) including oleic
acid and saturated fatty acids (SFA) including palmitic acid stearic acid. Mean TFA content and
proportion of common fatty acids and fatty acid classes in leaves are listed in Table 14. Mean TFA
contents converted on a wet weight basis, are of 5.6£1.3 mg gww™' (ranging 3.5-9.0 mg gww™') in
Atriplex jubata and 3.5+1.9 mg gww™' (ranging 0.8-9.6 mg gww™') in Sarcocornia quinqueflora. Mean
amounts of omega 3 are of 2.3+0.5 mg gww' (ranging 1.3-3.4 mg gww') in Atriplex jubata and
1.4£0.7 mg gww™' (ranging 0.2-4.0 mg gww™') in Sarcocornia quinqueflora.

Table 14. Total fatty acid TFA content (mg gpw™') and proportions (% TFA) of major fatty acids (palmitic acid 16:0, stearic

acid 18:0, oleic acid 18:1n-9, linoleic acid 18:2n-6 and o-linolenic acid 18:3n-3) and of fatty acids classes (saturated SFA,

monounsaturated MUFA, polyunsaturated PUFA and unknown) in leaves of Atriplex jubata and Sarcocornia quinqueflora,
on all treatments

16:0 18:0 18:1n-9 18:2n-6 18:3n-3 SFA MUFA PUFA  UnknownTFA
A. jubata 16.1£0.7 1.4+0.1 3.6+0.3 23.6+£1.2 40.9+2.1 21.3+1.0 6.5£0.4 68.0+1.4 4.3+0.7 16.5£2.4

S. quinqueflora 15.9£1.0 4.6£2.3 11.8£1.2 17.2£1.4 38.3£3.6 26.343.2 14.9£1.4 56.0+4.0 2.7£04 9.8t1.4
Data are mean+SD (n=45)

3.2. Influence of salinity and NO3s-N:NH,"-N ratio on growth and functional values for fatty acids
The Table 15 show multiple comparisons of biological variables (part of demonstrators of
agronomical value), between individual treatments, i.e., salinities (control, moderate or high) or N-

ratios (NOs™-N:NH4"-N).
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Table 15. Multiple comparisons of relative growth rate RGR (mg g™ day™), water content WC (%ww), total fatty acid TFA
content (mg gow '), ratio of polyunsaturated on saturated fatty acids (PUFA:SFA) and ratio of omega 6 on omega 3 fatty acids
(n-6::n-3) in a. Atriplex jubata and b. Sarcocornia quinqueflora according to salinities (control, moderate or high) and N-
ratios (NO3-N:NH4"-N).

a. Atriplex jubata

Salinity factor N-ratio factor

control moderate high 100:0 75:25 50:50 25:75 0:100
RGR 44.8+14.8°  46.9+13.9*  23.8+10.1b N.S N.S N.S N.S N.S
WC 69.1+5.82 69.4+6.5° 56.8+9.8° N.S N.S N.S N.S N.S
TFA 17.7+£1.52 17.3£2.12 14.5+2.2° N.S N.S N.S N.S N.S
PUFA:SFA 3.2+0.1* 3.3+£0.22 3.1+0.2° N.S N.S N.S N.S N.S
n-6:n-3 0.55+0.05*  0.56+0.05*  0.61+0.06* N.S N.S N.S N.S N.S
b. Sarcocornia quinquefora

Salinity factor N-ratio factor

control moderate high 100:0 75:25 50:50 25:75 0:100
RGR N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S
WC N.S N.S N.S 63.4+9.1°  61.2£10.4* 84.0+10.4> 53.2£17.2* 59.7+15.2¢
TFA 10.7+1.12 10.2+1.32 8.7+1.0° N.S N.S N.S N.S N.S
PUFA:SFA N.S N.S N.S 2.2403%  2440.1°  1.9£04Y 22402 2274042
n-6:n-3 N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S

Data are mean+SD a. n=15, b. n=9. For each variable, values with the same letters are not significantly different between treatments (p-
value < 0.05). N.S = non-significant effect of factor. N.D = no data

In Atriplex jubata and Sarcocornia quinqueflora respectively, the Figures 22 and 23 as well as
the corresponding Tables S7 and S8 specify such individual effects with regard to the combined

treatments and allow further to highlight specific effects of some combined treatments.

3.2.1. Atriplex jubata

The two-way analysis (Supporting Table S6), shows that salinity is a controlling factor for RGR
(p-value < 0.001), for water content (p-value < 0.001), for TFA content (p-value < 0.001), for
PUFA:SFA ratio (p-value < 0.05) and for n-6:n-3 ratio (p-value < 0.05) regardless of N-ratio. It
support also that salinity:N-ratio interaction is controlling factor for RGR (p-value < 0.05)

Multiple comparison between saline treatments (Table 15.a), shows that high salinity reduces
significantly the RGR relative to control or to moderate salinity and reduces the water content relative
to control. It shows also that high salinity reduces significantly the TFA content and the PUFA:SFA

ratio but increases significantly the n-6:n-3 ratio relative to control or to moderate salinity.
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(22.1£2.3 against 52.0+9.8 mg g™’ day™', p-value < 0.01) or ~62.1% (25.7+2.1 against 67.5+£25.7 mg
g day’, p-value < 0.01). Any saline treatment decreases the RGR when combined with 100:0 N-
ratio.

- high salinity combined with100:0 N-ratio increases the RGR of ~263.5% relative to 25:75 N-
ratio (38.9+3.9 against 10.7+2.5 mg g day™', p-value < 0.05).

- high salinity combined with 75:25 or 0:100 N-ratios tends to decrease the water content relative
to control; reductions are respectively of ~19.7% (59.4+6.5 against 74.0+£2.2 %WW) or ~17.7%
(60.3£3.0 against 73.3+£1.2 %WW).

- moderate salinity has no effect on TFA content relative to control, but high salinity combined
with 75:25 N-ratio tends to reduce the TFA content of ~20% (15.5+2.0 against 19.3£1.5 mg gpw ™).

No change of PUFA:SFA ratio between control and both saline treatments is noted.

3.2.2. Sarcocornia quinqueflora

The two-way analysis (Supporting Table S6), shows that salinity is a controlling factor for TFA
content (p-value < 0.001) regardless of N-ratio and that N-ratio is a controlling factor for water content
(p-value < 0.01) and PUFA:SFA ratio (p-value < 0.05) regardless of salinity. It shows also that
interaction is a controlling factor for RGR (p-value < 0.01) and for n-6:n-3 ratio (p-value < 0.05).

Multiple comparison between saline treatments (Table 15.b) shows that high salinity reduces
significantly the TFA content relative to control or to moderate salinity. Multiple comparison between
N-ratio treatments (Table 15.b) shows that 50:50 N-ratio significantly increases the water content
relative to all other N-ratios and that 0:100 and 75:25 N-ratios increases the PUFA:SFA ratio relative
to 50:50 N-ratio.

Multiple comparison between combined treatments (Figure 23 and Supporting Table S8)
specifies the variations:

- high salinity combined with 25:75 N-ratio increases the RGR of ~240.0% relative to control
(31.3£2.8 against 9.3+2.1 mg g’ day, p-value < 0.001), and, when combined with 50:50 or 25:75
N-ratios it increases the RGR relative to 100:0, 75:25 or 0:100 N-ratios. Increases range from ~80.8%
to 178.5% for 50:50 N-ratio (27.3+7.7 against 9.8+2.0; 12.8+3.1 and 15.1£2.6 mg g day™ in 100:0,
75:25 or 0:100 respectively, p-values < 0.01, 0.05 and 0.05 respectively). Increases range from
~107.3% to 219.4% for 25:75 N-ratio (31.3+2.8 against 9.8+2.0, 12.8+3.1, and 15.1£2.6 mg g”' day”
"in 100:0, 75:25 or 0:100 respectively, p-values < 0.001, 0.01 and 0.05 respectively).

- high salinity combined with 50:50 N-ratio trends to increase the water content of ~56.5%
relative to 25:75 N-ratio (78.9+4.6 against 50.4+12.8 %WW).

- moderate salinity combined with 100:0 N-ratio tends to reduce the TFA content of ~25%
relative to control (8.7+1.5 against 11.6+0.4 mg gpw'). High salinity combined with 100:0, 75:25,
50:50 or 25:75 N-ratios tends to reduce the TFA content relative to control of ~25% (8.7+0.6 against
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4. Discussion

4.1. Mean growth, water content and functional values for fatty acids

Mean RGR of both species are in agreement with those measured respectively in Atriplex
nummularia (Al Daini et al., 2013) or Atriplex portulacoides (Redondo-Gomez et al., 2007) and in
Sarcocornia ambigua (Herrera et al., 2014) or Sarcocornia perennis (Gibilisco et al., 2020) used as
versatile commercial crops. Experiment was conducted during austral winter corresponding to the
phenological stage of vegetative growth of species (in greenhouse as in the natural environment) and
probably corresponding to the maximum annual growth rates of the species (personal observations of
the last three years). Higher RGR for Atriplex jubata than for Sarcocornia quinqueflora can be
explained by the different heights to which plants grow in natural environment i.e., shrub layer for
Atriplex jubata and herbaceous layer for Sarcocornia quinqueflora.

Besides, the mean TFA contents and FA compositions in both species are in agreement with
those found in edible wild plants (Guil et al., 1996; Liu et al., 2002; Prakash et al., 1993; Vidrih et
al., 2009). In addition, the predominant amounts of dietary essential polyunsaturated acids i.e.,
PUFA:SFA ratio > 1, are above that found in other commonly eaten leafy vegetables like spinach,
buttercrunch lettuce, red leaf lettuce, and mustard greens, and slightly below the quantities found in
purslane (Simopoulos, 2004). These predominant amounts suggest high functional value for species
due to well-known protective role of such fatty acids against cardiac disorders (Guil-Guerrero and
Rodriguez-Garcia, 1999; Simopoulos, 2004; Wijendran and Hayes, 2004). Further, the predominant
amounts of omega 3 i.e., n-6:n-3 ratios < 1, indicate functional values able to mitigate, trough long-
term consumption, the persistent imbalance in favor of omega 6 characterizing the diet of many
modern societies i.e., mostly due to the industrial production of animal feeds rich in grains containing
abundant proportion of omega 6 (Simopoulos, 2004). Dietary recommendations for amount and
proportions of FA (FAO-WHO, 2010; Gebauer et al., 2006; NAM, 2005) were set in order to achieve
a nutrient adequacy to prevent deficiency and health troubles. The acceptable macronutrient
distribution range in dietary intake was set from 20 to 35% of total energy (%E) for total fat, from 6
to 11 %E for PUFA, from 2.5 to 9 %E for omega 6 and from 0.5 to 2 %E for omega 3 (FAO-WHO,
2010). The intake of 100 g of leafy vegetable from both species could achieve the adequate daily
intake for a-linolenic acid (NAM, 2005), up to 13.8(men)-20.0(women)% for Atriplex jubata and up
to 7.9-11.4% for Sarcocornia quinqueflora. The productivity in TFA and o-linolenic acid on a wet
weight basis is estimated at 210.8+92.7 and 87.0+40.3 ug g”' day™' for Atriplex jubata and at 67.2+39.3
and 26.1£15.6 ug g”' day™' for Sarcocornia quinqueflora.

4.2. Influence of salinity and NO3-N:NH4"-N ratio on salt-tolerance and N-nutrition
Changes in RGR and biochemical composition of plant leaves between combined treatments

provide information on the metabolism used by species to combat salt stress.
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4.2.1. Atriplex jubata

Results show that only high salinity can decrease the RGR relative to control depending on N-
ratio. This suggests tolerance to moderate salinity, although literature show often a priming effect of
such salt level on growth in Atriplex species (Belkheiri and Mulas, 2013; Hussin et al., 2013; Yepes
et al., 2018). In addition, the water content also decreases at high salinity relative to control regardless
of N-ratio, suggesting possible failure of osmoregulation processes. Previous studies reported a higher
capacity to maintain water influx in Atriplex species in similar saline conditions (Glenn et al., 1998;
Hussin et al., 2013) but they show different water use strategies (Glenn et al., 1998) that can also be
influenced by the duration of salt exposure (Khan et al., 2000). In saline condition, plant growth firstly
depends on osmotic adjustment (Carillo et al., 2011; Duarte et al., 2014; Munns and Tester, 2008),
which is partly at the expense of the nutritional anions i.e., nitrate, phosphate, sulfate (Hussin et al.,
2013). Under 100:0 N-ratio no decrease of the RGR with salinity is observed in Atriplex jubata.
Moreover, when combined to high salinity, 100:0 N-ratio exhibits better RGR than other N-ratios.
Both results suggest that Atriplex jubata can use effectively NOs™-N for tolerance to high salinity. The
required ionic osmotic adjustment in Atriplex species is known to be largely achieved by Na" and CI°
ions, especially in bladder cells (Aslam et al., 1986; Freitas and Breckle, 1992). Moreover, although
they may be promoted by NOs™-N-nutrition (Al Daini et al., 2013; Richardson and McKell, 1982)
saltbushes are not known to accumulate nitrate at optimal salt concentration (Al Daini et al., 2013;
Freitas and Breckle, 1992; Hussin et al., 2013) suggesting a total reduction of this nutrient. Oxalate
synthesis is supposed to be a coordinate response to NO3™-N reduction in saltbushes whose role is to
balance the high level of cation accumulation (Al Daini et al., 2013; Freitas and Breckle, 1992; Karimi
and Ungar, 1986; Osmond, 1963). Further investigation are needed to study water relations in saline
condition in Atriplex jubata under N-ratio supplied, with determination of key functional trait of
drought tolerance as turgor loss point YWtlp (Farrell et al., 2017), ionic osmolyte contents and
accumulation of nitrogen compounds as oxalate. Moreover, due to the possible adverse effect of
oxalate from forages on calcium status of ruminants, the control of oxalate concentration for forage
purposes should be controlled (Al Daini et al., 2013; Masters et al., 2010; Norman et al., 2013).

Results suggest moreover that salt-tolerance processes are not related to changes in structural FA
(Ivanova et al., 2009; Sui and Han, 2014; Tsydendambaev et al., 2013) since ratios of n-6:n-3 and of
PUFA:SFA are stable between salinities and control, regardless of N-ratio. The TFA contents tends
further to decrease at high salinity for all N-ratios suggesting a possible salt-stress damage. This

hypothesis is supported by concomitant decrease of growth and water retention at high salinity.

4.2.2. Sarcocornia quinqueflora

Results show that the RGR does not decrease at moderate or high salinities regardless of the N-
ratio. Its wide salt-tolerance range is in agreement with previous report for Sarcocornia/Salicornia

species (Khan et al., 2001; Katschnig et al., 2013; Ventura et al., 2011). The maintain of water content
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regardless of treatment suggests that this species can use effectively both N-ratios to perform
osmoregulation process in saline condition. In addition, a better RGR when high salinity is combined
with 50:50 and 25:75 nutritions, suggests that NH4"-N is effectively used for salt tolerance. The salt
priming effect on RGR under these nutritions suggests a true halophyte behavior as often reported in
sampbhires species (Garcia-Caparros et al., 2017; Yepes et al., 2018). In NH4™-N tolerant plants,
growth advantage in saline conditions may be explained by the limited bioavailability of NO3;™-N in
CI'-rich-soil (Kudo and Fujiyama, 2010) and/or by the economic modifications of C and N
metabolisms (Hessini et al., 2013; Kant et al., 2007) and/or by the increase of salt-tolerance capacity
directly get by NH4"-N tolerance and utilization (Hessini et al., 2009; Ushakova et al., 2006). Many
studies assume that NH,"-N uptake have a major contribution on the response of samphire species to
increasing salinity although they did not quantify the contribution of each N-ratio on growth
performances in saline condition. In Salicornia europaea, Quinta (2013) has measured an increase of
NH,"-N and NO;™-N uptake rates in response to salinity with a decrease of NO5-N uptake relative to
NH,"-N uptake. Further, Ushakova et al., (2006) have shown in this species that reduced nitrogen
(NH>-N, NH;-N and NH4"-N) contents decreased in response to salinity. They explain this by the
increase of its assimilation by the synthesis of glutamic acid over proline to perform osmoprotective
function. Under high salinity and fertilization with NH4"-N, Salicornia europaea plants are also
known to accumulate ureides. These compounds have a dual function in salt-tolerance by saving
energy through economic N transport and by supporting the antioxidant system via their ROS
scavenging capacity (Ventura et al., 2010; Ventura and Sagi, 2013). Greater salt-response capacity
with NH4"-N-nutrition in Sarcocornia quinqueflora may also be explained by its adaptation to the
possible high content of sulfate present in its natural habitat (“saltpans”) in New Caledonia. In fact,
high concentration of sulphate was shown to reduce the availability of molybdenum (Mo) which is
essential for the functioning of the nitrate reductase, a molybdo-enzyme implicated in NOs3;™-N
assimilation and whose activity was correlated with shoot biomass enhancement in Salicornia species
(Ventura et al., 2010). Further analyses on the NHs"-N and NOs-N contents, on the specific N-
assimilation pathways and on their major products (glutamines, asparagines and ureides) in roots and
shoots of Sarcocornia quinqueflora plants will highlight these hypotheses.

Results also highlight trends to the decrease of TFA content apart with 0:100 N-ratio and trends
to the decrease on n-6:n-3 with this ratio. This suggest no impairment of FA quantity and increase of
polyunsaturated FA quality under this rich NH4"-N nutrition. However, considering no effect of
salinities on RGR, water content and n-6:n-3 ratio under the nutritions containing NOs™-N relative to
control, we assume that this species does not use FA changes in cell membranes to perform salt

tolerance processes, regardless of N-ratio.

4.3. Recommendations for biosaline agriculture at high salinity
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Recommendations are provided in a perspective of biosaline agriculture maximizing freshwater
savings i.e., at high salinity. The physiological changes of the plant also define the quality of the
saline plant product and indicate the best compromise to jointly optimize the RGR and FA profiles in
the plants i.e. high RGR, high TFA content, high proportions of 'unsaturated fatty acids, especially -

linolenic acid.

4.3.1. Atriplex jubata

Results demonstrate that growth at high salinity is maintained with adequate nutrition, i.e., 100:0
N-ratio. Salinity effects on water content and on FA profiles was not significant between high salinity
and control under this exclusive nitrate nutrition. We then recommend exclusive nitrate nutrition since
it offers good compromise between RGR (38.9+£3.9 mg g day™), TFA content (14.1£1.9 mg gpw™")
and proportion of a-linolenic acid (40.0£2.2 %TFA).

4.3.2. Sarcocornia quinqueflora

Results demonstrate that RGR and water content do not decrease at moderate or high salinities
regardless of the N-ratio supply. When high salinity was combined with 0:100 N-ratio, a-linolenic
acid over linoleic acid proportions, double bond index and unsaturation level in shoots tends to be
improved. We recommend then an exclusive ammonium nutrition i.e., 0:100 N-ratio since it offers
good compromise between RGR (15.1£2.7 mg g day™'), TFA content (10.3+0.3mg gpw™') and
proportion a-linolenic acid (42.4+0.9 %TFA).

Conclusion

With regard to growth and fatty acid profiles, this work demonstrates that Atriplex jubata and
Sarcocornia quinqueflora, two halophyte plants from New Caledonia, are good candidates for
biosaline agriculture. However, we report that these demonstrators can depends on salinity, nitrogen
supply or a combination of the two. Growth can decrease at high salinity for A#riplex jubata and
increase for Sarcocornia quinqueflora depending on nutrition. At high salinity, no clear N-ratio effect
on FA profiles can be underlined for Atriplex jubata, but ammonium shows priming effect for
Sarcocornia quinqueflora. We assume then that N-ratio supply can influence growth of species under
saline condition by modulation of salt-tolerance. But, changes in fatty acids appears not related to
salt-tolerance regardless of N-ratio supply. Further studies are needed to identify N-biochemical
pathway mobilized by salt-tolerance processes in these unknown species, whose one is endemic of
New Caledonia (Atriplex jubata).

Based on salt tolerance and nitrogen nutrition, we recommend then adequate treatments to jointly
optimize agronomical their growth and functional value for fatty acids. At high salinity, ammonium
nutrition is recommended for Sarcocornia quinqueflora and nitrate nutrition is recommended for

Atriplex jubata. Such results have the potential to be used for future field experiments of biosaline
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agriculture with high salinity in irrigation water. This is particularly important in order to develop

solutions for reducing our footprint on freshwaters and lands of territories.
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use in the agri-food industry and/or pharmaceutical and cosmetic
applications. Among natural antioxidants extracted from plants,
phenolic compounds, which are widely distributed, exhibit a broad
spectrum of antioxidant activity and medicinal properties and are used
in many applications [6,15,16]. In addition, it is widely accepted that
the increase of fatty acid (FA) unsaturation level and balance between
linoleic acid (18:2n — 6) and a-linolenic acid (18:3n — 3) proportions in
cell membranes participate to salt resistance in halophytes [12,13,17].
Such changes interfere with ion uptake and sequestration, participate
in the prevention of photosynthetic damage and hinder the loss of
water, nutrient or osmolytes. Besides, the use of an appropriate
nitrogen form is generally beneficial for halophyte plant growth and
functional value [18-21]. In high saline environments, i.e., 300-500 mM
NaCl, photosynthate biosynthesis is reduced, thus the type of
transportable nitrogen compounds is critical for the achievement of
energetic demand in plants [20,22-24].

Given this, we hypothesize that the crop potential of our three
candidate species can be also modulated by main cultural parameters
as salinity and nitrogen form in irrigation. However, hardly any
information is available on the effects of both factors, individual or
combinate, on the growth or biochemical composition of aerial tissues
belonging to the three genera. We know that Salsola species are drought
shrubs with optimum growth at low or moderate salinities (70-150 mM
NaCl) [25,26], adopting frequently C4 photosynthesis [27], which we
suppose be an adaptation to reduce water loss in dry or saline lands.
Salinity is further known to influence growth and water relation and
induce antioxidant activity in Salsola crassa [28]. Regarding Suaeda
species, we know that they are coastal halophyte shrubs, whose
succulent leaves accumulate large amounts of ions, showing typical Cl-
excluders or salt-includers [29]. Their growths are often reported as not
affected or stimulated by high salinities (300-500 mM NaCl equivalent)
[30] but also influenced by NOs-N amount in media [31,32]. A
significant positive correlation is further known between salinity, total
phenolic compound content and capacity of Suaeda maritima to
scavenge 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPHe) and O:e-radicals
[14]. In addition, salinity is also known to influence FA profiles of
Suaeda species [13,17] as in Suaeda salsa where saline irrigation at 300
mM NaCl increased plant growth and unsaturation degree in major
leaf membrane lipids. Finally, Enchylaena tomentosa is a drought-hardy
shrub reported to tolerate low to moderate salinities (equivalent 25 to
300 mM NaCl) [33,34].

Face to agronomic aim, it thus appears critical to determine
demonstrators of crop potential in the three candidate species as well
as their specific relationships with external constraints. So, the aim of
the study was first to determine a part of this demonstrator through
evaluation of growth and specific functional values of edible tissues,
i.e, for fatty acids and antioxidants. Secondly, it was to evaluate the
effects of two main irrigation parameters, salinity and nitrogen ratio in
irrigation, on these demonstrators. Based on salt tolerance and nitrogen
nutrition, this allows recommending experimental treatments to
maintain or optimize the growth and functional quality of leaves in the
three species.
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2. Materials and Methods

2.1. Reagents

All chemicals used were of analytical grade. Magnesium sulfate,
potassium nitrate, ammonium dihydrogen phosphate, calcium nitrate,
potassium dihydrogen phosphate, potassium chloride, ammonium
chloride, calcium chloride used for the preparation of nutrient saline
solutions were purchased from Merck KGaA® (Darmstadt, Germany).
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPHe) and standard solutions of
gallic acid and ascorbic acid used in DPPHe free radical scavenging
activity for evaluation of antioxidant activity were purchased from
Merck  KGaA®.  Standard solution of  6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid (trolox) used in the same essay
was purchased from Thermo Fisher Scientific® (Waltham,
Massachusetts, USA). Solvents used for extraction of hydrophilic
antioxidants (ethanol) or fatty acids (chloroform and mathanol) as well
as sulfuric acid used for esterification of fatty acids were purchased
from Merck KGaA®. Sodium carbonate used in the Folin—Ciocalteu
essay for the dosage of total phenolic compounds (TPC) was purchased
from Merck KGaA®.

2.2. Seedling Collect, Plant Cultivation and Multiplication

Mother plants were collected on west coast of New Caledonia in
June 2018. Salsola australis (S21°52'12.0" E165°49'39.5"; altitude =9.14 m)
was collected in St-Sauveur beach in Ouano. Suaeda maritima
(521°51'00.3" E165°48'43.8"; altitude = 3.96 m) and Enchylaena tomentosa
(521°51'00.6" E165°48'42.9"; altitude = 4.26 m) were collected on a
“tanne” (saltpan back to the mangrove) in Ouano. They were potted
and grown with a substrate containing natural soil, sand, potting soil,
vermiculite and perlite 30:25:25:10:10 (v:v:v:v:v). They were kept in a
greenhouse equipped with a shade house, with thrice-daily freshwater
irrigation completed with bi-weekly saline irrigation, i.e., 200400 mL
of 50% seawater and bi-monthly 1.5% (m:v) Welgro® fertilization, i.e.,
17:30:15 N:P:K added of Fe, Mn, Zn, B, Bo microelements.
Multiplication by germination was conducted in a seeding cup filled
with a 1:1 (v:v) mixture of sand and potting soil. Daughter seedlings
were conditioned under the same condition as adult plants for 4
months. For experiments, 45 seedlings were randomly selected from
the same generation and irrigated exclusively with freshwater
nebulization to standardize conditions, Figure S7.

2.3. Combined Salinity and Nitrogen Ratio Experiment

2.3.1. Experimental design

Preliminary tests were conducted on mother plants to determine
the best growth rates in response to a salt gradient for the three species.
According to these results, specific values (in mM NaCl equivalent) of
“moderate” and “high” salinities to apply to each species were chosen,
Table 16a. For the experiment, 5-months old seedlings were watered
with saline irrigation according to these salinities, i.e., made by
dilutions of seawater, and five nitrogen ratios (N-ratio) of nitrate to
ammonium NO:-N:NH+*-N, i.e., 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 and 100:0,
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Table 16b. Then, fifteen conditions were tested for each species on three
individuals, Figure S7. Irrigations were carried out over a month, three
times a week with a volume corresponding to 50% (Salsola australis and
Enchylaena tomentosa) or 75% (Suaeda maritima) of substrate retention
capacity (182.1 mL) [35].

Table 16. Salinity and NOs-N:NHs*-N ratio used in combined irrigations (a)
Specific salinities (mM NaCl equivalent) for Salsola australis, Suaeda maritima
and Enchylaena tomentosa. (b) Macronutrient compositions (mM) in the five N-
ratios (NOs-N:NH4*-N).

(a) Salinity

Control Moderate High

S. australis 0 60 449

S. maritima 0 150 500

E. tomentosa 0 35 300

(b) NO5-N:NH4*-N
0:100 25:75 50:50 75:25 100:0

Ca(NOs): 0.0 1.8 3.6 2.7 43
KNOs 0.0 0.0 0.0 5.4 5.7
MgSO: 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
NH:H2PO4 1.0 1.0 1.0 1.0 0.0
KH2PO4 0.0 0.0 0.0 0.0 1.0
KCl1 7.7 7.7 7.7 2.3 1.0
NH:Cl 13.0 9.7 6.1 2.5 0.0
CaClz 4.3 2.4 0.7 1.5 0.0

2.3.2. Experimental measurements

Experiments were conducted between June and July 2019, i.e.,
during austral winter. Atmospheric parameters were recorded every
ten minutes by a weather station (HOBO 0664 H21-USB, ONSET®, Cape
Cod, Massachusetts, USA) equipped with two external sensors of
temperature and relative humidity (HOBO0338 S-THB-MO002) and two
external sensors of photosynthetic active radiations (HOBO0042 S-LIA-
MO00). The mean daily temperature was 18.6 + 2.1 °C during nighttime
and 26.1 £ 5.9 °C during the daytime, the mean relative humidity was
91.3 £ 57% and 69.4 + 18.4% during nighttime and daytime,
respectively, and the mean photosynthetic active radiation between 11
am and 1 pm was 639.6 +314.2 umol m2 s day. The salinity of nitrogen
solutions was checked by a refractometer (TM Hand Held
Refractometer, ATAGO CO.,LTD., Tokyo, Japan®) and the salinity of
the percolation water was evaluated weekly using the refractometer.

Growth evaluation. Five secondary shoots of each individual were
harvested (from the node), dried and weighed at the beginning (t1) and
at the end (t2) of the experiment. Relative growth rates (RGR) were
determined on a dry mass basis (1) [36].

InW2 —-InW1
Relative growth rate = —————— 1)
t2 —tl

where W1 and W2 are means of five shoots dry weight at times t1 and
t2 respectively.

2.3.3. Harvest and sample preparation of leaves

After experimentation, leaves, i.e., edible tissues were harvested,
frozen at —20 °C and lyophilized (lyophilizer alpha 1-2 LDplus, Martin
Christ Gefriertrocknungsanlagen®, Osterode am Harz, Deutschland).
Leaves were then milled using a rotor laboratory mill for biochemicals
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analyzes. Plant fresh weights (FW) and dry weights (DW) were
determined before and after lyophilization to assess the plant water
content. It allows for expressing biochemical parameters on a fresh
weight basis.

2.4. Determination of Radical Scavenging Activity and Total Phenolic
Compound Contents

2.4.1. Extraction procedure

Hydrophilic antioxidants were extracted from 500 mg of dried
leaves according to adapted method from [37] by addition of 6.25mL of
water:ethanol mixture (1:1, v:0) in a dark recipe (50 mL), taking into
account that ethanol and water are food grade and environmentally
friendly solvents [38,39] showing molecular affinity and good mass
transfer for phenolic compounds [38,40]. After agitation (1 h, 40 T°C)
and centrifugation (15 min, 40 T°C, 3000% g), the supernatant was
filtered using cellulose nitrate filters (Merck KGaA®). Three cycles of
pellet exhaustion were carried out in this way. Three filtrates were
mixed in a 50 mL dark balloon previously weighed. Then, ethanol was
removed in a rotary evaporator (Hei-VAP Core HL, Heidolph
Instruments®, Kelheim, Deutschland) at 35 °C, with regular weightings
until that mass reached less than 4.5g, i.e., total evaporation of ethanol.
The crude aqueous extract obtained was aliquoted in wrapped
Eppendorf® (Hambourg, Deutschland) tubes, frozen and lyophilized
(Iyophilizer alpha 1-2 LDplus, Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen®). Powder extracts were weighted to
determine extraction yields and were used to evaluate antioxidant
activities and phenolic compound content. For each sample, a triplicate
of extraction was carried out.

2.4.2. DPPHe free radical scavenging activity

It was evaluated by spectrophotometric measurement of their
ability to scavenge DPPHe free radicals [41,42] following a method
adapted from [37]. Despite the many modes of action of antioxidants,
the determination of free DPPH e radical scavenging activity was often
recommended for samples containing compounds with SH-, NH- and
OH- chemical groups [42] as phenolic compounds [39]. Our assay was
done on 96-well-plates (Greiner bio-one®, Kremsmiinster, Austria)
from powder extracts solubilized in distilled water to form a 1.2 g L
stock solution. Eight aqueous dilutions of stock solution (9.4-1200 mg
L) were made in triplicate in microplate with a final volume of 100 pL.
Eight dilutions (2.1-400 mg L) of three standard solutions of gallic
acid, ascorbic acid and trolox were made in the same way. The 100 uM
DPPHee solutions (3.94 mg of DPPH e radical (Merck KGaA®) in 100 mL
of ethanol), were made daily as well as the control of their stability and
linearity ranges. Tests were performed by addition of 80 pL of the
DPPHe solution to the 100 pL of the sample (stock solution, positive
standard or aqueous blank), incubation (dark, 60 min, 23 °C) and
reading of absorbance at 515 nm (MultiskanMS, Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, Massachusetts, USA). For each sample, radical
scavenging activity was expressed as the percent of inhibition (2).

(40 — At)
Percent of inhibition = [T] x 100 2)

Agronomy 2021, 11, 449. https://doi.org/10.3390/agronomy11030449 p. 153



Agronomy 2021, 11, 449

where A0 and At are the absorbance values in the absence (blank) or
presence (extract or standard) of antioxidants, respectively. The
antioxidant concentration necessary to decrease initial DPPHe
concentration by 50% (IC50) was calculated graphically using a
calibration curve in the linear range plotting the 1% against the sample
concentration. Antioxidant activity was expressed as antioxidant
activity index (AAI), to overcome methodology variability related to
the concentrations of DPPHe and samples used (3) [43].

final concentration of DPPH ¢ (mg L™1)
IC50 (mg L™1) ®)

Antioxidant activity index =

2.4.3. Total phenolic compounds (TPC) content

It was determined according to the Folin-Ciocalteu method [44]
adapted from [37] using gallic acid as a standard. Five dilutions of
standard (10-500 mg L) were made in triplicate in microplate from 500
mg L stock solution and with a final volume of 20 pL. Tests were
performed by addition of 130 uL of distilled water, 10 uL of Folin-
Ciocalteu reagent, and 40 uL of sodium carbonate solution (200 g L)
to 20 pL of the sample (stock solution, positive standard or aqueous
blank), incubation (dark, 10 min, 70 °C), cooling (ice) and reading of
absorbance at 765 nm (MultiskanMS, Thermo Fisher Scientific®,
Waltham, Massachusetts, USA). Total phenolic compound content was
determined using a standard curve and expressed in milligram of gallic
acid equivalent (GAE) per gram of dry weight thanks to extraction
yields. The productivities of the three species in TPC were estimated
thanks to the factor of TPC fresh contents (mgcae grw™) by relative
growth rate (mg g day?).

2.5. Determination of Fatty Acid Profiles

Lipids were extracted according to Folch et al.’s (1957) modified
method [45] from 50 mg of dried leaves or leafless shoots, by addition
of 6mL of chloroform:methanol mixture (2:1, v:v). After agitation and
centrifugation (15 min, ambient T°C, 3000x g), 1ml of supernatant
corresponding to total lipid fraction (neutral and polar lipids) was
added to a known amount (20 pL) of C23:0 (0.115 pg uL') used as an
internal standard for quantitative determinations. The C:Xn-Y notation
was adopted for FA notation where C was the number of carbons, X the
number of double bonds and n-Y the position of the first double bond
from the terminal methyl group. Total lipids were then vacuum dried
under N2 for 2 h and then directly trans esterified with 800 pL of
sulfuric acid:methanol (3.4% v:v) for 10 min at 100 °C. After cooling,
fatty acid methyl esters were extracted by the addition of 800 uL of
hexane. This organic fraction was washed three times with 1.5mL of
hexane saturated water. Then, it was recovered and analyzed in a gas
chromatograph (CP 8400, VARIAN®) equipped with a flame ionization
detector (GC-FID CP-3800, Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
California, USA). Fatty acid methyl esters were analyzed using polar
and non-polar capillary columns, temperature-programmed at 220 °C
with hydrogen as the carrier gas. A check on outputs of two columns
helps to identify co-eluted compounds [46]. Peak integrations and
calculations of Fatty acid methyl esters were done with the software
program Galaxie 1.9.3.2 (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
California, USA). They were identified by comparison of their retention
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time with those of standards and they were quantified by comparison
of their peak areas to the peak area of internal standard C23:0. Contents
were added to determine the total fatty acid (TFA) content.

The intakes of fresh leaves (g day™') necessary to achieve the
adequate intake indexes for men and women [47] of a-linolenic acid
were estimated by the conversion of a-linolenic acid proportion on a
quantitative fresh basis (thanks to TFA and water contents) and their
ratio with the reference adequate intake indexes. The productivities in
TFA and a-linolenic acid were also estimated thanks to a factor of TFA
or a-linolenic acid fresh contents (mg grw') by the relative growth rate

(mg g day™).

2.6. Statistical Analysis

All statistical analyzes were performed with R software [48].
Significance levels were set at p < 0.05. A regression analysis was
performed after verification of prerequisites to explore the relation
between AAI and TPC content. Then, a correlation analysis by
Pearson’s method [49] was performed to evaluate the strength of this
relation. For comparison between treatments, nonparametric statistics
were used due to a low amount of data per condition. First, a two-way
ANOVA on rank [50] was performed to investigate significant
variations of biological variables according to salinity, N-ratio and the
interaction of salinity and N-ratio. The five N-ratios were compared for
fatty acid variables and three N-ratios (100:0, 50:50 and 0:100) were
compared for antioxidant variables. Next, a one-way Kruskal-Wallis
Rank Sum Test [51] and multiple comparisons via post hoc Dunn tests
[52], with adjustment of Holm p-value [53] were performed on
individual factors showing significant effects. A multiple comparison
with the same one-way statistical approach was also carried out on the
variable corresponding to the combined treatments. We focus
description on the effect of salinities versus control for each N-ratio and
then on the effects of N-ratio at high salinity.

3. Results

3.1. Mean Growth and Functional Values for Fatty Acids and Antioxidants

Table 17. Mean total fatty acid (TFA) content (mg gow™') and proportions (%TFA) of major fatty acids
(palmitic acid 16:0, stearic acid 18:0, oleic acid 18:1n - 9, linoleic acid 18:2n - 6 and a-linolenic acid

18:3n - 3) and of fatty acids
and unknown) in leaves of

classes (saturated SFA, monounsaturated MUFA, polyunsaturated PUFA
the three species, on all treatments.

16:0 18:0 18:In-9 18:2n-6 18:3n-3 SFA MUFA PUFA  Unknown TFA

S. australis 14.8+19 28+05 11

0+55 260+3.1 349+78 21.8+20 141+56 61.8+4.6 24+0.8 13.0+25

S.maritima 14.6+0.7 42+0.6 48+10 212+23 459+28 229+09 69+1.0 678+13 24+06 160+25
E. tomentosa 17.0+1.4 3.0+03 94+09 183+14 373+44 279+38 123+09 561+44 3.6+08 8.6+2.1

Data are mean + SD, n = 45.

Mean RGR is 21.7 + 10.2 mg g day' (ranging from 3.4 + 1.6 to 36.0
+ 5.4 mg g day') for Salsola australis, 21.3 + 7.1 mg g day! (ranging
from 9.2 £ 1.8 to 33.4 + 6.4 mg g day!) for Suaeda maritima and 10.1 +
3.9 mg g day! (ranging from 5.6 + 2.7 to 18.3 + 2.8 mg g day™) for
Enchylaena tomentosa.

Mean water contents are 65.4 + 13.3% of fresh weight (%ew) in
Salsola australis, 72.4 + 8.1%rw in Suaeda maritima and 40.6 = 13.1%rw in
Enchylaena tomentosa.
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Mean AAI are 0.23 = 0.13 in Salsola australis, 0.66 + 0.32 in Suaeda
maritima and 0.62 + 0.34 in Enchylaena tomentosa. All antioxidant
activities are lower than for the positive controls that are gallic acid
(AAI=23.8£1.1), ascorbic acid (AAI=18.5+0.7) and trolox (AAI=16.4
+0.3). Mean TPC contents are 41.1 + 12.6 mgcae gow™! in Salsola australis,
57.8 £ 9.1 mgaae gow! in Suaeda maritima and 69.0 + 22.6 mgcae gow™ in
Enchylaena tomentosa. Regression-correlation analysis finds significant
linear dependence between AAI and TPC content in Salsola australis (R?
=0.54, p<0.01, y =53.2x + 28.9), Enchylaena tomentosa (R?=0.72, p <0.001,
y=47.7x+ 39.5) and in Suaeda maritima (R2=0.39, p <0.05, y =11x + 50.6).

Up to 36 FA are identified including common wide-spread FA, i.e.,
with a number of carbon atoms in FA chain <18 and “unusual” FA (n =
17) in low proportions representing very long-chain fatty acids, i.e,
with a number of carbon atoms in FA chain > 18 and a higher retention
time of their esters, Table S9. A focus is made on common FA whose
sum represent more than 80% of TFA content (%TFA), i.e., palmitic acid
(16:0), stearic acid (18:0), oleic acid (18:1n - 9), linoleic acid (18:2n - 6)
and a-linolenic acid (18:3n — 3), Table 17. The main classes of FA are
polyunsaturated fatty acids (PUFA) including linoleic acid and o-
linolenic acid, mono unsaturated fatty acids (MUFA) including oleic
acid and saturated fatty acids (SFA) including palmitic acid stearic acid.
The predominant PUFA class represent 56.1 + 4.4 to 67.8 +1.3% of TFA,
and contain mainly linoleic acid and a-linolenic acid. Mean PUFA:SFA
ratios are 2.84 + 0.26 in Salsola australis, 2.97 + 0.16 in Suaeda maritima
and 2.07 + 0.42 in Enchylaena tomentosa and mean n - 6:n — 3 ratios are
0.78 £ 0.29 in Salsola australis, 0.46 + 0.08 in Suaeda maritima and 0.50 +
0.08 in Enchylaena tomentosa.

3.2. Influence of Salinity and NO3—-N:NH4+-N Ratio on Growth and
Functional Values for Fatty Acids and Antioxydants

Table 18. Multiple comparisons of relative growth rate (RGR) (mg g ~! day '), water content (WC)
(%rw), antioxidant activity index (AAI), total phenolic compounds (TPC) content (mgcae gow '), total
fatty acid (TFA) content (mg gow '), ratio of polyunsaturated on saturated fatty acids (PUFA:SFA)
and ratio of omega 6 on omega 3 fatty acids (n — 6:n - 3) in (a) Salsola australis, (b) Suaeda maritima and
(c) Enchylaena tomentosa according to salinities (control, moderate or high) and N-ratios (NOs—-

N:NH4*-N).
(a) Salsola australis
Salinity Factor N-Ratio Factor
Control Moderate High 100:0 75:25 50:50 25:75 0:100

RGR 31.1+5.1a 21.8+6.7P 106+ 6.4 ¢ N.S N.S N.S N.S N.S

WC 706+11.12  688+13.6a 571+11.6° N.S N.S N.S N.S N.S

AAI N.S N.S N.S 0.26 +0.08 N.D 0.15+0.05° N.D 0.30+0.18 ab

TPC N.S N.S N.S N.S N.D N.S N.D N.S

TFA 140+23a 13.7+23a 11.3+19b 152+15a 135+2.62b 134+19ab 11.5+29bc 114+12c¢
PUFA:SFA 293+0.152 294+0.31a 265+0.18" N.S N.S N.S N.S N.S
n-6n-3 0.65+0.192 070+0292 1.02+026" N.S N.S N.S N.S N.S

(b) Suaeda maritima
Salinity Factor N-Ratio Factor
Control Moderate High 100:0 75:25 50:50 25:75 0:100

RGR 253+9.2a 20.8 +5.8 ab 181+£3.7b 199+452 220+£392 260+6.62 253+682 112+28°P

WC 737+11.92 732+58ab  703+50P N.S N.S N.S N.S N.S

AAI 033+0.18a  0.71+0.25> 092+0.2°b N.S N.D N.S N.D N.S

TPC N.S N.S N.S 627+79a N.D 524+68P N.D 58.2+10.0 ab

TFA N.S N.S N.S 135+1.5a 148+21ab 179+12c¢ 17.7+24¢c 163+1.9bc
PUFA:SFA N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S N.S
n-6n-3 N.S N.S N.S 0.46 +0.03 2> 0.45 + 0.09 2 0.41 + 0.04 ¢ 0.44 + 0.05 2 0.54 + 0.09 ®
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specify such individual effects with regard to the combined treatments
and allow further to highlight specific effects of some combined
treatments.

3.2.1. Salsola australis

The two-way analysis, Table S10, confirms that salinity is a
controlling factor for RGR (p < 0.001), for water content (p < 0.01), for
TFA content (p < 0.01), for PUFA:SFA ratio (p < 0.001) and for n - 6:n -
3 ratio (p <0.001) regardless of the N-ratio. It confirms besides that the
N-ratio is a controlling factor for AAI (p < 0.05) and for TFA content (p
< 0.01) regardless of the salinity. Finally, the interaction is a controlling
factor for AAI (p <0.05) and for TPC content (p <0.05).

Moderate or high salinities decrease significantly the RGR versus
control and high salinity decreases significantly the RGR versus
moderate salinity. High salinity decreases also significantly the water
content, versus control or versus moderate salinity. In addition high
salinity decreases significantly the TFA content and the PUFA:SFA
ratio but increases significantly the n — 6:n — 3 ratio versus control or
versus moderate salinity, Table 18a.

Besides, 0:100 N-ratio decreases significantly the TFA content
versus 100:0, 75:25 or 50:50 N-ratio as does 25:75 N-ratio versus 100:0
N-ratio. 50:50 N-ratio decreases significantly the AAI versus 100:0 or
0:100 N-ratio, Table 18a.

The Figure 24 and the Table 511 specify that:

- moderate salinity combined with 75:25 or 25:75 N-ratio and high
salinity combined with all rich NOs-N ratios tends to decrease the
RGR versus control (ranging from ~57.0% to ~86.9%).

- high salinity combined with 100:0, 75:25 or 25:75 tends to decrease
the water content versus control (of ~27.7%, ~34.8% or ~21.1%
respectively).

- high salinity combined with 0:100 N-ratio increases significantly
the AAI (of ~212.5%; p <0.05) and the TPC content (of ~105.2%; p <
0.01) versus control. This combined treatment increases also
significantly the AAI versus 50:50 N-ratio (of ~354.0%; p < 0.001)
and the TPC content versus 100:0 N-ratio (of ~76.0%; p < 0.05).
Further, high salinity combined with 100:0 N-ratio increases also
significantly the AAI versus 50:50 N-ratio (of ~218.2%; p <0.01). In
addition, moderate salinity combined with 100:0 N-ratio increases
significantly the TPC content versus control (of ~53.2%; p < 0.05).

- high salinity combined with 100:0, 50:50 or 0:100 N-ratio tends to
increase the n — 6:n — 3 ratio versus 75:25 N-ratio (of ~86.3%, ~34.2%
or ~48.2% respectively).

- high salinity combined with 50:50 or 0:100 N-ratio tends to
decrease the PUFA:SFA ratio versus control (of 6.9% or ~15.7%
respectively).

- high salinity combined with 75:25, 50:50 or 25:75 N-ratio tends to
decreases the TFA content versus control (of ~30.1%, ~23.9% or
~25.4% respectively) and when combined with 100:0 N-ratio, it
tends to increase the TFA content versus all other ratios (ranging
from ~30.3% to ~45.2%).

Agronomy 2021, 11, 449. https://doi.org/10.3390/agronomy11030449 p. 160



Agronomy 2021, 11, 449

3.2.2. Suaeda maritima

The two-way analysis, Table S10, confirms that salinity is a
controlling factor for RGR (p <0.05), for water content (p < 0.05) and for
AAI (p<0.001) regardless of the N-ratio. It confirms besides that the N-
ratio is a controlling factor for RGR (p < 0.001), for TPC content (p <
0.05), for TFA content (p < 0.001) and for n — 6:n — 3 ratio (p < 0.01)
regardless of the salinity.

High salinity decreases significantly the RGR and the water
content versus control. Moderate and high salinities significantly
increase the AAI versus control, Table 18b.

Besides, 0:100 N-ratio significantly decreases the RGR versus all
other N-ratios. 50:50 N-ratio significantly decreases the TPC content
versus 100:0 N-ratio. 100:0 N-ratio decreases the TFA content versus
50:50, 25:75 or 0:100 N-ratio as does 75:25 N-ratio versus 50:50 or 25:75
N-ratio. 75:25, 50:50 or 25:75 N-ratio increases the n — 6:n — 3 ratio versus
0:100 N-ratio, Table 18b.

Figure 25 and Table 512 specify that:

- high salinity combined with 50:50 or 25:75 N-ratio tends to
decrease the RGR versus control (of ~37.4% and ~36.7%
respectively). In addition, control and moderate salinities
combined with 0:100 N-ratio tends to decrease the RGR versus
100:0, 75:25, 50:50 or 25:75 N-ratio (ranging from ~58.9% to ~72.4%
at control salinity from ~49.4% to ~61.9% at moderate salinity and
from ~23.6% to ~36.4% at high salinity).

- high salinity combined with 0:100 N-ratio tends to decrease the
water content versus control (of ~16.6%).

- moderate salinity combined with 100:0 or 0:100 N-ratio as well as
high salinity combined with all N-ratios tend to increase the AAI
versus control (ranging from ~94.4% to ~262.6%).

3.2.3. Enchylaena tomentosa

The two-way analysis, Table S10, confirms that salinity is a
controlling factor for AAI (p < 0.05), for TFA content (p < 0.001), for
PUFA:SFA ratio (p <0.001) and for n - 6:n — 3 ratio (p <0.001) regardless
of the N-ratio. It confirms besides that the N-ratio is a controlling factor
for RGR (p < 0.01), for water content (p < 0.05), for AAI (p <0.001) and
for TPC content (p < 0.01) regardless of the salinity.

No salinities have an effect on the AAI versus control but
moderate salinity increases significantly the AAI versus high salinity.
High salinity significantly decreases the TFA content, the PUFA:SFA
ratio and significantly increases the n — 6:n - 3 ratio versus control or
versus moderate salinity, Table 18c.

Besides, 25:75 N-ratio significantly increases the RGR versus 100:0
or 75:25 N-ratio and 50:50 or 0:100 N-ratio significantly increase the
RGR versus 100:0 N-ratio. 75:25 N-ratio significantly decreases the
water content versus all other N-ratios. 50:50 or 0:100 N-ratio increase
significantly the AAI with 50:50 or 0:100 N-ratio versus 100:0 N-ratio.
0:100 N-ratio significantly increase the TPC content versus 50:50 or
100:0 N-ratio, Table 18c.

Figure 26 and Table 513 specify that:

- moderate salinity combined with 0:100 N-ratio tends to increase
the RGR of ~91.1% versus control and that high salinity combined
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with 25:75 N-ratio tends to increase the RGR of ~100.0% versus
control. Further, high salinity combined with 25:75 N-ratio tends
to increase the RGR versus 100:0 ratio (of ~226.2%), versus 75:25
ratio (of ~102.9%) or versus 50:50 N-ratio (0f~115.7%).

- high salinity combined with 75:25 N-ratio tends to decrease the
water content versus control (of ~54.6%) and versus 100:0, 50:50,
25:75 or 0:100 N-ratio (ranging from ~59.0% to ~61.4%).

- all salinities combined with 0:100 N-ratio tend to increase the AAI
versus 100:0 N-ratio (ranging from ~118.3% to ~180.6%).

- high salinity combined with all N-ratios tends to increase the n —
6:n — 3 ratio versus control (ranging from ~14.2% to ~55.7%).

- high salinity combined with 100:0, 50:50 or 0:100 N-ratio tends to
decrease the PUFA:SFA ratio versus control (ranging from ~16.3%
to ~30.4%). Further, moderate salinity combined with 75:25 or
50:50 N-ratio tends to increase the PUFA:SFA ratio versus control
(of ~39.5% or ~28.7% respectively)

- high salinity combined with all N-ratios tends to decrease the TFA
content versus control (ranging from ~24.8% to ~42.3%).

4. Discussion

4.1. Mean Growth and Functional Values for Antioxidants and Fatty Acids

Mean RGR of our 5-6 months old Salsola australis is lower than the
previous report in 1-2 months old Salsola kali [54], 2-3 month old Salsola
ikonnikovii [55] or 2-3 month-old Salsola crassa [28] but higher than the
previous report in 2-14 month old Salsola oppositifolia [56], all potential
alternatives crops for the rehabilitation of arid or saline soils, medicine,
companion crop, fodder or biofuel [5557]. Mean RGR of our 5-6
months old Suaeda maritima is also lower than the previous report in 2—-
3 months old Suaeda salsa [58], 2-3 months old Suaeda fruticosa [59], or
0—4 months old Suaeda splendens [60], all three being potential oilseed or
forage crops [10]. The difference in developmental stage can explain the
different growth performances between our species and species of
related genera. For Enchylaena tomentosa, growth results are in
accordance with the highest growths of seedlings (same age) reported
in the field [61].

Besides, the antioxidant activity of plant extracts is considered as
poor when AAI < 0.5, moderate when 0.5 < AAI < 1.0, and strong when
1.0 < AAI < 2.0 [43]. So, hydroethanolic extracts of leaves indicate
moderate to high antioxidant activities for Suaeda maritima and
Enchylaena tomentosa and poor to moderate antioxidant activity for
Salsola australis. In addition, the three hydroethanolic presented also
high [4,37] mean phenolic contents, positively correlated with the AAIL
Such correlation has been often reported in other halophytes [6,14].
These results suggest the presence of an interesting pool of natural
antioxidants in Suaeda maritima and Enchylaena tomentosa leaves and
require further investigation of specific compounds, such as
polyphenols, but also glutathione, terpenoids, vitamins, ureides or
polyols as in many other halophytes [4,6,62]. There is increasing
interest in identifying plants with high activity or antioxidant content
for use in industry [6,15]. Notably, several epidemiological studies in
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humans demonstrate the protective effects of the consumption of plant
polyphenols against oxidative diseases. They are notably known to
have anti-carcinogenic, anti-thrombotic, cardio-protective or even
antimicrobial and anti-inflammatory effects [63]. However, due to the
varied chemical nature of antioxidants and the complexity of oxidation
processes, there is no one-size-fits-all method for measuring the
antioxidant capacity of a biological sample [39,42]. In addition, each
methodology indicates variations at different stages (extraction,
quantification, identification) which lead to differences in sensitivity
and reproducibility [64].

Besides, the mean TFA contents and FA compositions in the three
species are in agreement with those found in edible wild plants [65-67].
In addition, the predominant amounts of dietary essential
polyunsaturated acids, i.e., PUFA:SFA ratio > 1, are above that found in
other commonly eaten leafy vegetables like spinach, buttercrunch
lettuce, red leaf lettuce, and mustard greens, and slightly below the
quantities found in purslane [68]. These predominant amounts suggest
a high functional value for species due to the well-known protective
role of such fatty acids against cardiac disorders [68,69]. Further, the
predominant amounts of omega 3, i.e., n — 6:n — 3 ratios < 1, indicate
functional values able to mitigate, through long-term consumption, the
persistent imbalance in favor of omega 6 characterizing the diet of
many modern societies [68]. An intake of 100 mg of leaves contributes
to 8.2(men)-11.9(women)%, 11.6-16.8% and 10.4-15.1% of the dietetic
daily recommendation for a-linolenic acid omega 3 [47] for Salsola
australis, Suaeda maritima and Ewnchylaena tomentosa respectively.
However, beyond global indices, it is also essential to have population-
based and food-based dietary recommendations [70].

All these observations suggest that the three species studied have
a great potential to become functional plant products. Mean
productivities for TFA and a-linolenic acid, on a fresh weight basis, are
estimated at 97.0 + 75.7 and 35.9 + 30.0 ug g day! for Salsola australis,
97.0+48.1 and 45.3 + 23.5 ug g-! day ! for Suaeda maritima and 49.7 +20.3
and 18.8 + 8.6 ug g! day! for Enchylaena tomentosa. The mean
productivities for TPC, on a fresh weight basis, are estimated at 309.2 +
255.5ug g1 day for Salsola australis, 334.0 +166.1 ug g-! day' for Suaeda
maritima and 382.6 + 219.7 ug g day' for Enchylaena tomentosa.

4.2. Influence of Salinity and NOs-N:NH+-N Ratio on Salt-Tolerance and
N-Nutrition

Physiological changes in plants between combined treatments
inform on metabolism used by species to face salt under different N-
nutritions.

4.2.1. Salsola australis

Results show that moderate and high salinities can decrease the
RGR regardless of N-ratio. However, they do not show any significant
effect of the N-ratio or of a specific combined treatment (interaction) on
the RGR. Under saline conditions, plant growth depends firstly on
osmotic adjustment [1,3]. Although the interaction is not statistically
significant, the lowest growth performances when both salinities are
combined with rich-NOs-N irrigation waters, suggest yet that NOs-N
is not used for this purpose. This function could instead be assigned to
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other ions or to compatible solutes [3,29,71]. In addition, the plants
subjected to the exclusive NH4*-N treatment (0:100 ratio) tend to better
maintain the RGR and the water efficiently at moderate and high
salinity. This suggests that this species is tolerant to NH4*-N and
efficiently utilizes NH4*-N uptake products to perform osmoprotective
function and/or other salt tolerance processes.

Salt-tolerance and osmoregulation in plants also depend on the
ability to increase the FA unsaturation level and the linoleic acid on a-
linolenic acid ratio in cell membranes (the PUFA:SFA ratio and, in our
species, the n — 6:n — 3 ratio) what reduces their fluidity and
permeability [12,13,17]. Results show such positive variations at high
salinity for the n — 6:n — 3 ratio. So, it can be interpreted as the
establishment of salt tolerance mechanisms. However, the lower
growth performances at high salinity under 100:0, 75:25, 50:50 and 25:75
N-ratios indicate that these FA changes are not sufficient to deal with
salt.

Besides, the antioxidant defense is also a well-known salt tolerance
mechanism in halophytes [3,6,14]. The results show an increase of the
AAI and the TPC content under high salinity when combined with
0:100 N-ratio. This supports the hypothesis of the advantage of NHs*-N
tolerance under high saline conditions. The priming effect of NHs*-N
nutrient on stimulation of salt-tolerance by antioxidant capacity has
previously been reported in Spartina alterniflora [24]. However, the low
mean AAIl in Salsola australis raises the question of the antioxidant role
attributed to the phenolic compounds, i.e., little involved in ROS
scavenging or involved in ROS scavenging but with an additional
mode of action than that shown by DPPH test.

4.2.2. Suaeda maritima

Results show that the RGR depends on the salinity and the N-ratio
in water irrigation. However, they do not show any significant effect of
a specific combined treatment (interaction) on the RGR. So, lower
growth performances are related to a 0:100 N-ratio regardless of
salinity, with a more attenuated decrease under high salinity. This
suggests that this species prefers NOs~-N nutrient under all salinities
but can better use NH4+*-N nutrient when salinity increase. It was shown
for Suaeda maritima var. macrocarpa that uptake and assimilation of
NOs-N and NHs*-N (with 66:33 ratio) is affected by salinity and that
yields of NH4*-N nutrient could increase with salinity [72]. However,
here, the results also show that plants conserve effectively water
relative to control under all saline treatments except when the high
salinity is combined with 0:100 N-ratio. This suggests that the increase
of NHs*-N relative to NOs-N trends to lower the osmhoprotective
function at high salinity. Previous reports have shown that the osmotic
potential of Suaeda physophora at 300 mM NaCl mainly depends on
NOs~-N [73], on proline and sugars [71].

In addition, the results demonstrate that the TFA content and the
quality of fatty acids are not affected by moderate or high salinity
relative to control regardless of the N-ratio. We suggest that this species
does not need to increase the proportion of unsaturated fatty acids or
of linoleic acid to tolerate an increase of salinity, unlike other Suaeda
species [13,17]. However, the plants subject to a 0:100 ratio (with the
lowest RGR) tend to have the lowest linoleic acid proportions (the
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highest n — 6:n — 3 ratio) regardless of salinity, although the interaction
is not statistically significant.

Besides, the results do not show any effects of salinity on TPC
content, but highlight an increase of AAI with salinity. This supports
the hypothesis on the induction of antioxidant processes for salt-
tolerance in this species as previously demonstrated for Suaeda species
[74,75], but with the mobilization of additional antioxidant mechanisms
that the activity of phenolic compounds. In fact, the high level of
phenolic compounds regardless of salinity may indicate their
constitutive antioxidant role [4,37]. In particular, it has been shown for
Suaeda salsa and for Suaeda maritima that the trapping of ROS during
salt stress involves the dismutation of superoxide. For Suaeda salsa, this
could also involve catalase pathway, glutathione peroxidase pathway,
peroxiredoxin reductase pathway and ascorbic acid—glutathione
cycle.

4.2.3. Enchylaena tomentosa

While RGR and the water content depend on N-ratio in water
irrigation, the results cannot show any significant effect of salinity or of
a specific combined treatment (interaction) on these parameters. Even
so, the RGR trends to be favored by moderate or high salinity when
combined with the two rich-ammonia ratios, i.e., 25:75 or 0:100 ratios.
The level of salt tolerance reported agrees with the previous report for
this species [33,34]. However, to our better knowledge, nothing is
known about nitrogen nutrition for this species. So, our results provide
new insights and suggest that this species is NHs*-N tolerant and can
take advantage of this nutrient at moderate or high salinity as many
other saline land species [20,22-24]. This advantage was explained in
other species by the limited bioavailability of NO3~-N in Cl-rich-soil
[20] and/or by the economic changes of carbon and nitrogen
metabolisms [22,76] and/or by the increase in salt tolerance capacity
obtained directly by the use of NHs«*-N [23,24]

Besides, the increase of n — 6:n — 3 ratio under high salinity and in
particular with 0:100 N-ratio, support the latter hypothesis. This can be
interpreted as the establishment of salt tolerance mechanisms involving
changes inside polyunsaturated FA. However, the lowest PUFA:SFA
ratios at high salinity regardless of the N-ratio suggests that the
proportion of polyunsaturated FA is not modulated for this purpose.
So, further works will be needed to investigate the possible
contribution of structural FA to osmoregulatory processes in saline
conditions.

The beneficial effect of NH4*-N nutrient is also supported by the
increase of the AAI and the TPC content in plants when NHs*-N
proportion increases in irrigation water. For the AAI this increase
concerns all salinities and for the TPC content, it concerns only control
salinity. However, the decrease of the AAI at high salinity relative to
moderate salinity could indicate an overtaking of antioxidant capacity
face to salt stress. Even so, constant levels of TPC regardless of salinity
may further indicate a constitutive role of phenolic compounds. A
fundamental role of polyphenols in the protection of the photosynthetic
apparatus under salt stress has notably been demonstrated [77],
showing photosynthetic tissues as the main sites of flavonoid
accumulation. So, further studies have to explore whether the N-
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modulation of growth and TPC content are correlated with differences
in carbon uptake in this species.

5. Conclusions

Regarding functional values for antioxidants and fatty acids, our
work demonstrates the good potential for biosaline agriculture of
Salsola australis, Suaeda maritima and Ewnchylaena tomentosa, three
halophytes from New Caledonia. However, we report that the quality
in terms of antioxidants fatty acids of the leafy product from these
species depends on salinity, nitrogen supply or a combination of the
two. Based on salt tolerance and nitrogen nutrition, we thus
recommend treatments to jointly optimize their growth and functional
values for antioxidants and fatty acids. That is to say, the treatments
showing a high RGR, a high AAI, a high TPC content, a high TFA
content and a high proportion of unsaturated fatty acids (high
PUFA:SFA ratio), in particular a-linolenic acid (low n - é:n - 3 ratio).
For these recommendations, we focus on the highest salinity studied
for each species, because such a perspective of irrigation maximizes
water savings. For Salsola australis, we recommend a combination of a
0:100 N-ratio with high salinity to reach a good compromise between
RGR (21.9 + 1.5 mg g! day!), water content (63.1 + 16.0%ew), functional
value for antioxidants (AAIL 0.49 + 0.12 and TPC content: 66.7 + 5.3
mggcae gow), and functional value for fatty acids (n — 6:n — 3 ratio: 1.06
+0.19, PUFA:SFA ratio: 2.43 +0.09 and TFA content:10.4 + 0.6 mg gow™).
For Suaeda maritima, we recommend a combination of a 50:50 N-ratio
with high salinity to reach a good compromise between RGR (20.9 + 0.8
mg g day), water content (71.4 + 0.4%rw), functional value for
antioxidants (AAIL 0.90 + 0.99 and TPC content: 54.7 + 4.1 mgcae gpw™)
and functional value for fatty acids (n — 6:mn — 3 ratio: 0.40 + 0.04,
PUFA:SFA ratio: 2.91 + 0.24 and TFA content: 18.4 + 1.0 mg gow™). For
Enchylaena tomentosa, we recommend a combination of a 25:75 ratio
with high salinity to show a good compromise between RGR (18.3 +2.9
mg g day™), water content (45.9 + 4.2%rw) and functional value for
fatty acids (n — 6:n — 3 ratios: 0.49 + 0.04, PUFA:SFA ratio: 2.05 + 0.11
and TFA content: 74 + 0.3 mg gow'). We recommend also a
combination of a 0:100 ratio with high salinity to reach a good
compromise for previous variables, but also the best functional values
for antioxidants among the high salinity treatments (AAI: 0.53 + 0.11
and TPC content: 72.5 + 24.2 mgcae gow™).

Such results have the potential to be used for future field
experiments of biosaline agriculture with high salinity in irrigation
water. This is particularly important in order to develop solutions for
reducing our footprint on freshwaters and lands of territories.

Supplementary Materials: The following are available online at
www.mdpi.com/xxx/s1. Table S9: Mean proportions of all fatty acids and fatty
acid classes (%TFA) in halophytes Salsola australis, Suaeda maritima and
Enchylaena tomentosa after one-month irrigation under different salinities and
NOs-N:NH4*N ratios. Data are mean + SD on all combined treatments (n = 45),
Table S10: Two-way analysis of the variance on ranks studying the significant
variations of the RGR, the water content and the profiles of antioxidants and
fatty acids of halophytes Salsola australis, Suaeda maritima and Enchylaena
tomentosa as a function of salinity, N-ratio or interaction of salinity and N-ratio,
Table S11-513: Multiple comparisons of relative growth rate (mg g day™'), water
content (%rw), antioxidant activity index (AAI), total phenolic compound (TPC)
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content (mgcae gow™), total fatty acid (TFA) content (mg gow™), ratio of
polyunsaturated on saturated fatty acids (PUFA:SFA) and ratio of omega 6 sur
omega 3 fatty acids (n - 6:n - 3) in Salsola australis, Suaeda maritima or Enchylaena
tomentosa between combined treatments of salinity and N-ratio in irrigation
water. Figure S7: Experimental design of combined salinity and nitrogen ratio
experiment on halophytes Salsola australis, Suaeda maritima and Enchylaena
tomentosa.
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Les travaux présentés dans cette thése ont porté sur 1’écophysiologie de cing especes halophytes
de Nouvelle-Calédonie d’intérét pour I’agriculture biosaline a des fins agro-alimentaires. Le potentiel
d’une telle activité, largement acceptée comme innovante et durable a travers le monde, n’avait jamais
été exploré auparavant en Nouvelle-Calédonie, a grande comme a petite échelle. Ces travaux sont une
approche de la croissance, de la nutrition et des changements métaboliques intervenants au sein de
ces especes, en lien avec leur environnement naturel ou expérimental. Ils constituent des connaisances
fondamentales a leur utilisation comme cultures salines. Certains changements écophysiologiques,
comme les « qualités » en acides gras polyinsaturés de type omégas 3, en antioxydants ou en minéraux
essentiels ont pu étre observés a la fois a travers une étude en milieu naturel et a travers une étude en
serre expérimentale. Pour chacune des études et chacune des espéces, nous comparons les moyennes
de ces compositions a plusieurs normes diététiques ou légumes fonctionnels. Nous exposons ensuite

leurs variabilités et proposons des éléments de réponse sur ces derniéres.

Valeurs fonctionnelles moyennes

Les compositions moyennes en minéraux, antioxydants et acides gras des feuilles/tiges
comestibles ont été comparées avec celles de plusieurs 1égumes feuilles, mais aussi avec les prises
diététiques (Al ou RDA) et/ou maximales (UL) journaliéres recommandées en ces nutriments par la
« National Academy of Medicine » (USA).

Pour toutes les espéces, les teneurs en minéraux sont comparables voire supérieures a celles
retrouvées dans plusieurs Iégumes-feuilles du Pacifique Sud riches en minéraux. Une prise fraiche de
100 g de leurs feuilles/tiges contribue de fagon intéressante aux Al ou RDA recommandés pour
plusieurs éléments essentiels (Ca, K, Mg, Na, P, Fe, Zn, Cu et Mo).

Pour Suaeda maritima, Enchylaena tomentosa, et Salsola australis, les « qualités » moyennes
en antioxydants (évaluées en serre) apparaissent également intéressantes d’un point de vue
nutritionnel. En effet, Suaeda maritima et Enchylaena tomentosa présentent des indices d’activité
antioxydante (AAI) moyens a élevés, tandis que Salsola australis présente un AAI faible & modér¢.
Les 3 espéces présentent également des teneurs moyennes en composés phénoliques totaux (TPC)
comparables ou supérieures a celles d’autres plantes étudiées pour leur intérét antioxydant (algues
vertes marines ou plantes médicinales).

De plus, pour chacune des études et chacune des espéces, les teneurs moyennes en acides gras
omégas 3 apparaissent comparables voire supérieures a celles retrouvées dans plusieurs légumes-
feuilles riches en omégas 3. Une prise fraiche de 100 g de leurs feuilles/tiges contribue de fagon
intéressante aux Al recommandés pour ’acide a-linolénique. Toutefois, les « qualités » moyennes en
acides gras apparaissent plus faibles chez les individus du milieu naturel que chez les individus
cultivés en serre (au regard des teneurs TFA (DW), et rapports PUFA:SFA et n-6 :n-3). Ceci suggere
un effet positif de la culture en serre et/ou de notre expérimentation sur la « qualité » nutritionnelle

en acides gras des especes.
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Une comparaison inter-spécifique des individus du milieu naturel montre également que les
« qualités » moyennes en acides gras polyinsaturés (totaux et omégas 3) sont les plus élevées chez
Salsola australis et les plus faibles chez Sarcocornia quinqueflora. En serre, cette comparaison
montre que les « qualités » moyennes en omégas 3 sont les plus élevées chez Suaeda maritima et
Sarcocornia quinqueflora et que les « qualités » moyennes en acides gras polyinsaturés totaux sont

les plus élevées chez Suaeda maritima et Atriplex jubata.

Etude en milieu naturel

L’étude en milieu naturel a permis de mettre en lumiére différentes relations spatio-temporelles
entre les caractéristiques édaphiques et la composition des espéces en minéraux et en acides gras. Les
niches écologiques de chacune ont pl &tre définies, mais également les propriétés édaphiques a
privilégier pour assurer leur « qualité » nutritionnelle pour I’Homme.

Ainsi, les niches écologiques de Suaeda maritima et Sarcocornia quinqueflora sont proches
I’une de I’autre et représentées majoritairement par les tannes de la c6te Ouest. Ces milieux présentent
une salinité modérée a extréme, une haute capacité de rétention d’eau, une texture fine, une CEC
favorable a la rétention des éléments nutritifs, une fertilit€¢ en azote dominée par la forme
ammoniacale et une fertilité en P comprise entre 30-75 ppm. Parmi ces milieux, les individus de
Suaeda maritima provenant de Ouano 2 et de St Vincent se caractérisent par des teneurs en Ca, K et
P plus élevées et des teneurs en Fe et Ni plus faibles. Les individus de Sarcocornia quinqueflora
provenant de FAO 2 se caractérisent par des teneurs en P plus élevées et ceux provenant de Tontouta,
par des teneurs en Ca, K, Al et Fe plus élevées. Les individus de Suaeda maritima provenant de FAO
2, FAO 3 et de Tontouta présentent des « qualités » nutritionnelles moindres en acides gras
polyinsaturés (totaux et omégas 3), tandis que les individus de Sarcocornia quinqueflora provenant
de Dumbéa présentent des « qualités » plus élevées en ces acides gras. Suaeda maritima présente
toutefois une niche écologique plus large que Sarcocornia quingueflora, puisqu’elle est également
retrouvée sur des substrats plus sableux, moins humides et moins salins que les tannes, comme
I’arénosol du site de Moindou. Sur ce site, les individus se distinguent par des teneurs en Ca, K, Na,
Fe, Mn et Ni relativement faibles par rapport aux autres sites. Au regard des variabilités temporelles
a Ouano, les individus de Sarcocornia quinqueflora et de Suaeda maritima du mois de mai, au stade
végétatif, présentent des teneurs en Ca, K, P, Al, Fe et Mn et des « qualités » en acides gras
polyinsaturés totaux plus élevées. Enfin, les individus de Sarcocornia quingueflora du mois de janvier
se caractérisent par des « qualités » en acides gras omégas 3 plus faibles.

Les niches écologiques d’Atriplex jubata et de Salsola australis sont représentées
majoritairement par les arénosols typiques des plages de la cote Ouest et des ilots de la baie de St
Vincent. Ces milieux présentent une texture grossiére, une capacité de rétention d’eau faible, une
salinité faible, une CEC faible, une fertilité azotée dominée par la forme nitrate et une fertilité en P
inférieure a 15 ppm. Certains d’entre eux sont également des arénosols « bruns » a CEC élevée

comme observé sur les flots Mathieu et Ducos. Parmi ces milieux, les individus d’Atriplex jubata et
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de Salsola australis provenant de 1’ilot Mathieu présentent des teneurs en Ca, K, Mg, P, S, Al Fe, et
Mn plus élevées et ceux provenant de Ouano 3 présentent des teneurs en Ca, K et P plus élevées. Pour
les deux espéces, les individus provenant de 1’ilot Mathieu présentent des « qualités » en acides gras
polyinsaturés (totaux et omégas 3) plus élevées. La niche écologique des deux espéces comprend
¢galement des milieux intermédiaires entre les arénosols et les tannes comme les sites de Bourake.
Parmi ces sites, nous discriminons les individus de Salsola australis provenant de Bourake Nord 2
par des teneurs en Al, Fe, et Mn plus élevées. Au regard des variabilités temporelles a Ouano, les
individus des mois de mai et de juillet sont discriminés chez les deux espéces, sans pouvoir définir
leur stade phénologique. En mai, les individus d’Atriplex jubata présentent des teneurs en Ca plus
¢élevées et ceux de Salsola australis des teneurs en K, P Mg et S plus élevées. En juillet, les individus
des deux espéces présentent des « qualités » en acides gras polyinsaturés totaux plus élevées.

La niche écologique d’Enchylaena tomentosa est, quant a elle, représentée principalement par
les abords des tannes a Sarcocornia quinqueflora et Suaeda maritima. Ces milieux sont souvent
ombraggés, et présentent une fraction fine importante mais plus de sable que les tannes, une salinité
faible a modérée, une capacité de rétention d’eau moyenne, une CEC élevée, une fertilité en azote
dominée par la forme ammoniacale et une fertilité en P comprise entre 15-60 ppm. Parmi ces milieux,
les individus provenant de Franko 1 et Ouano 1 présentent des teneurs en Ca, K et P plus élevées et
ceux provenant de FAO 1 et Port Ouenghi 1 présentent des « qualités » en acides gras polyinsaturés
(totaux et omégas 3) plus faibles. A I’instar de Suaeda maritima, 1’espéce Enchylaena tomentosa est
également retrouvée sur 1’arénosol de Moindou. Sur ce site, les individus se distinguent par des
teneurs en Ca, K et P et des « qualités » en acides gras polyinsaturés (totaux et omégas 3) plus élevées.
Au regard des variabilités temporelles a Ouano, les individus des mois de mai et d’octobre sont
discriminés, sans pouvoir définir leur stade phénologique. En mai, ils présentent des teneurs en Ca,
K, Al, Fe et Mn plus ¢élevées. En octobre, ils présentent des « qualités » en acides gras polyinsaturés
(totaux et mégas 3) plus faibles.

De tels résultats ont vocation a étre utilisés pour de futurs essais expérimentaux d'agriculture
biosaline in situ, puisqu’ils nous informent sur les différents types de sols associés a la viabilité et a
la « qualité » nutritionnelle de chaque espéce en minéraux et en acides gras. Parmi les influences
édaphiques, celles de la salinité et de ’humidité, dont les fluctuations sont dictées par les marées et/ou
les pluies saisonniéres, se sont révélées significatives. L influence de la texture, qui est déterminante
de plusieurs propriétés physico-chimiques, est également montrée significative. L’influence du
rapport NO3-N:NH4-N, qui est déterminant de la fertilit¢ chimique, est également montrée
significative. Enfin, I’influence de déterminants biologiques est suggérée, tels que le stade
phénologique des espéces, mais aussi leur métabolisme de nutrition azotée ou de tolérance au stress

salin face a ces conditions.

Etude en serre expérimentale
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L’étude en serre expérimentale a permis de préciser certaines relations entre les caractéristiques
édaphiques et la composition des espéces en acides gras et en antioxydants. Les besoins de chacune
en termes de sel et de nutrition azotée ont été définis, mais également les traitements a privilégier
pour optimiser leur croissance et leur « qualité » nutritionnelle pour ’Homme.

Plusieurs recommandations azotées (rapport NO;-N:NH4-N) dans une eau a haute salinité
(spécifique) ont ainsi été établies : un rapport 50:50 pour Suaeda maritima, un rapport 0:100 pour
Sarcocornia quinqueflora, Enchylaena tomentosa et Salsola australis et un rapport 100:0 pour
Atriplex jubata. Sous ces traitements, de meilleurs maintiens (Enchylaena tomentosa, Salsola
australis, Atriplex jubata) ou des augmentations (Sarcocornia quinqueflora) de la croissance a haute
salinité ont été montrés. Des augmentations de la valeur antioxydante au regard de 1’indice d’activité
antioxydante (AAIl) (Salsola australis, Enchylaena tomentosa) ou du contenu en composés
phénoliques (TPC) (Salsola australis, Enchylaena tomentosa) a haute salinité ont également été
montrés. Enfin, des augmentations de la « qualité » nutritionnelle en omégas 3 (Sarcocornia
quinqueflora et Enchylaena tomentosa) a haute salinité ont été montrées. Le test a plus grande échelle
de ces recommandations sera particulierement important en vue de définir un systéme agricole

biosalin réduisant au mieux notre empreinte sur la ressource en eau douce (2 haute salinité).

Nos résultats positionnent les especes Suaeda maritima, Sarcocornia quinqueflora, Enchylaena
tomentosa Atriplex jubata et Salsola australis comme de possibles aliments fonctionnels a préconiser
pour combler, compléter ou équilibrer les apports en minéraux essentiels, acides gras et/ou
antioxydants des di¢tes modernes. De plus, ils apportent des ¢léments de réponse sur la variabilité
naturelle ou expérimentale de ces especes, qui sont fondamentaux a connaitre pour leur culture. Ils
renseignent ainsi sur les intéréts qualitatifs et écologiques qui pourront étre apportés par de telles

cultures biosalines en Nouvelle-Calédonie.
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Tables supplémentaires

Table S1. Coefficients of total canonical structure of the first three canonical functions and variation explained by each vector
variable for the «Site» factor for each group of variables. Chapitre 2, partie 1

Canonical structure

Canl Can2 Can3
Bioavailable macroelements
Na -0.303 0.635 0.101
K -0.323 0.737 0.244
Mg -0.619 0.603 0.321
P -0.637 0.105 0.649
NOs-N 0.016 -0.962 0.182
NH4*-N -0.940 -0.197 -0.265
Trace elements
Fe -0.782 -0.283 0.555
Mn -0.987 0.150 -0.044
Ni -0.735 -0.674 0.056
Pb -0.361 -0.352 0.441
Physico-chemical parameters
EC 0.539 -0.586 -0.537
CEC 0.946 0.282 -0.038
Humidity 0.814 -0.519 -0.235
pH 0.021 -0.732 0.212
Redox potential 0.059 0.825 -0.469

Table S2. Coefficients of total canonical structure of the first three canonical functions and variation explained by each vector
variable for the «Month*Location» factor for each group of variables. Chapitre 2, partie 1

Canonical structure

Canl Can2 Can3
Bioavailable macroelements
Na -0.928 0.142 -0.036
K -0.978 0.057 -0.169
Mg -0.972 0.018 -0.159
P -0.592 0.635 0.131
NOs™-N 0.918 0.279 -0.266
NH4-N -0.639 0.766 -0.001
Trace elements
Fe -0.815 0.448 0.352
Mn 0.465 0.882 -0.071
Ni -0.944 0.298 -0.113
Pb -0.997 -0.013 -0.015
Physico-chemical parameters
EC 0.969 0.240 -0.040
CEC 0.909 -0.201 -0.334
Humidity 0.872 -0.482 -0.004
pH 0.241 -0.298 0.651
Redox potential -0.201 0.237 0.226
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Table S3. Coefficients de la structure canonique totale des trois premiéres fonctions canoniques et variation expliquée par
chaque variable vectorielle pour le facteur «site*espece» et pour chaque groupe de variables. Chapitre 2, partie 2

Canonical structure
Canl Can2 Can3
Teneurs en éléments majeurs

Ca -0.273 -0.540 -0.675
K -0.638 -0.389 -0.542
Mg -0.943 0.177 -0.097
Na -0.940 -0.007 -0.139
P -0.715 -0.630 0.228
S -0.786 -0.087 0.402
Teneurs en oligo-éléments
Al -0.748 0.645 0.107
Fe -0.989 -0.001 0.013
Mn -0.729 0.041 -0.625
Ni -0.696 -0.566 -0.309
Profils en acides gras
acide palmitique 16:0 0.371 0.757 -0.047
acide stéarique 18:0 0.590 -0.033 0.582
acide oléique 18:1n-9 -0.412 0.156 0.557
acide linoléique 18:2n-6 0.185 0.844 0.332
acide a-linolénique 18:3n-3  0.093 0.903 0.167
acides gras totaux TFA 0.130 0.861 0.221
PUFA:SFA -0.059 0.918 0.340
n-6:n-3 -0.008 -0.504 -0.027

Table S4. Coefficients de la structure canonique totale des trois premiéres fonctions canoniques et variation expliquée par
chaque variable vectorielle pour le facteur «mois*espéce» et pour chaque groupe de variables. Chapitre 2, partie 2

Canonical structure
Canl Can2 Can3
Teneurs en éléments majeurs

Ca -0.698 0.086 -0.697
K -0.830 -0.420 0.027
Mg 0.427 -0.801 -0.050
Na -0.313 0.014 -0.244
P -0.702 -0.588 0.204
S 0.662 -0.694 -0.153
Teneurs en oligo-éléments
Al 0.534 0.343 -0.711
Fe 0.408 0.724 -0.545
Mn 0.512 0.562 0.642
Ni -0.562 0.819 0.092
Profils en acides gras
acide palmitique 16:0 0.037 0.415 -0.677
acide stéarique 18:0 0.027 0.637 0.009
acide oléique 18:1n-9 0.750 0.467 0.296
acide linoléique 18:2n-6 0.548 0.670 -0.307
acide a-linolénique 18:3n-3  -0.329 0.697 -0.612
acides gras totaux TFA 0.232 0.759 -0.471
PUFA:SFA -0.043 0.839 -0.455
n-6:n-3 0.951 -0.059 0.159
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Table S5. Mean proportions of all fatty acids and fatty acid classes (%TFA) in edibles tissues of Atriplex jubata and
Sarcocornia quinqueflora after one-month experiment under different salinities (control, moderate, high) and N-ratios (NO3
-N:NH4"-N) in irrigation. Data are mean = SD on all combined treatments, n=45. Chapitre 3, partie 1

A. jubata S. quinqueflora
14:0 1.54+0.26 2.32+1.04
15:0 0.04+0.02 0.13+0.06
16:0 16.12+0.69 15.94+1.01
16:1n-13t 1.25+0.15 1.35+0.16
16:1n-7 0.22+0.03 0.36+0.16
16:1n-9 0.63+0.12 0.33+0.08
16:2n-6 1.16+0.14 0.02+0.02
16:3n-3 1.75+0.23 0.13+0.03
16:4n-1 0.06+0.07 0.01+0.01
16:4n-3 0.48+0.07 0.25+0.05
17:0 0.12+0.02 0.32+0.03
18:0 1.39+0.13 4.57+2.33
18:1n-7 0.53+0.12 0.76+0.20
18:1n-9 3.59+0.35 11.84+1.23
18:2n-6 23.57+1.22 17.22+1.40
18:3n-3 40.93+2.12 38.34+3.63
20:0 0.48+0.08 0.46+0.09
20:1n-9 0.08+0.02 0.16+0.02
20:3n-3 0.06+0.02 0.06+0.01
21:0 0.04+0.02 0.06+0.02
22:0 0.68+0.12 0.93+0.16
22:1n-7 0.12+0.03 0.05+0.02
22:1n-9 0.05+0.04 0.08+0.07
24:0 0.87£0.15 1.54+0.31
Unknow 1 0.37+£0.04 0.26+0.02
Unknow 2 0.11£0.07 0.06+0.02
Unknow 3 0.42+0.07 0.03+0.01
Unknow 4 0.43£0.11 0.26+0.05
Unknow 5 0.03+0.01 0.05+0.01
Unknow 6 1.04+0.17 0.03+0.02
Unknow 7 0.29+0.08 0.32+0.11
Unknow 8 0.09+0.03 0.93+£0.35
Unknow 9 1.01+0.66 0.22+0.11
Unknow 10 0.11£0.10 0.33+0.11
Unknow 11 0.08+0.02 0.03+0.01
Unknow 12 0.27+0.06 0.23+0.02
Total MUFA 6.47+0.36 14.94+1.45
Total PUFA 68+1.40 56.04+3.99
Total SFA 21.28+0.95 26.28+3.24
Total Unknow  4.25+0.72 2.75+0.37
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Table S6. Two-way ANOVA on rank to determine significant variations of relative growth rate RGR (mg g day™), water
content WC (%W W), total fatty acid TFA content (mg gpw™!), proportions (%TFA) of major fatty acids (palmitic acid 16:0,
stearic acid 18:0, oleic acid 18:1n-9, linoleic acid 18:2n-6 and a-linolenic acid 18:3n-3), PUFA:SFA ratio and n-6:n-3 ratio
according to salinity (control, moderate, high), N-form (NO3-N:NH4"-N ratio) and Salinity:N-form interaction in Atriplex
Jjubata and Sarcocornia quinqueflora, according to salinity (control, moderate, high), N-ratio (NO3-N:NH4"-N) and

Salinity:N-ratio interaction. Chapitre 3, partie 1

A. jubata S. quinqueflora
H p-value H p-value
Salinity 20.6987 0.0000 4.5086 0.1049
RGR N-ratio 1.6309 0.8032 4.7639 0.3123
Interaction 15.5757 0.0488 25.6782 0.0011
Salinity 16.4052 0.0002 0.2390 0.8873
wC N-ratio 1.5314 0.8210 14.4222 0.0060
Interaction 10.4914 0.2322 9.3532 0.3133
Salinity 14.5121 0.0007 16.8402 0.0002
TFA N-ratio 5.1633 0.2709 6.2287 0.1827
Interaction 6.8290 0.5551 11.2654 0.1871
Salinity 6.0748 0.0479 20.1979 0.0000
16:0 N-ratio 10.0229 0.0400 3.8403 0.4280
Interaction 6.7671 0.5619 5.1406 0.7424
Salinity 44674 0.1071 13.1988 0.0013
18:0 N-ratio 11.0522 0.0259 8.2821 0.0817
Interaction 9.8958 0.2724 6.7200 0.5671
Salinity 2.8684 0.2383 1.0597 0.5886
18:1n-9 N-ratio 5.0045 0.2868 6.7839 0.1477
Interaction 8.1938 0.4147 9.1342 0.3311
Salinity 2.6875 0.2608 1.9532 0.3765
18:2n-6 N-ratio 3.6921 0.4492 1.3771 0.8481
Interaction 9.2107 0.3248 16.6812 0.0336
Salinity 7.8632 0.0196 2.6814 0.2616
18:3n-3 N-ratio 3.7823 0.4362 10.8702 0.0280
Interaction 4.0569 0.8519 10.7847 0.2142
Salinity 9.0953 0.0105 1.3851 0.5002
PUFA:SFA  N-ratio 2.4142 0.6600 12.7987 0.0123
Interaction 7.6596 0.4674 4.2625 0.8326
Salinity 7.1985 0.0273 3.0701 0.2154
n-6 :n-3 N-form 4.3543 0.3602 1.6374 0.8021
Interaction 5.3284 0.7220 19.5824 0.0120
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Table S7. Multiple comparisons of relative growth rate RGR (mg g day™), water content WC (%WW), total fatty acid (TFA)
content (mg gow '), proportions (%TFA) of major fatty acids (palmitic acid 16:0, stearic acid 18:0, oleic acid 18:1n-9, linoleic
acid 18:2n-6 and a-linolenic acid 18:3n-3), PUFA:SFA ratio and n-6:n-3 ratio in Atriplex jubata between combined treatments
of salinity and N-ratio in irrigation water. Chapitre 3, partie 1

RGR wC TFA 16:0 18:0 18:1n-9 18:2n-6 18:3n-3 n-6:n-3 PUFA:SFA
100:0 control  36.7¥1.4 70.2+29 17.2+14 163+04 1.5+0.0 3.6+0.2 23.2+0.8 41.4+0.7 0.55+0.02 3.11+0.11
100:0 moderate 41.8+4.5 738+29 19.5+1.2 153+04 1.3+0.1 3.2+0.1 22.7+1.0 43.2+1.0 0.52+0.03 3.48+0.07
100:0 high 38.9+¥3.9 554474 14.1£19 16.7£1.0 1.6£0.2 3.4+04 23.6+1.5 40.0+22 0.59+£0.06 3.00+0.27
75:25 control  52.0%9.9 74.0+2.2 19.3t1.5 16.3+0.6 1.4+0.0 3.5+0.2 23.4+04 419+1.5 0.55+0.03 3.24+0.18
75:25 moderate 39.4%6.1 66.2+10.5 17.7+2.3 16.8+0.7 1.5£0.1 3.7+04 23.6£1.4 412+3.0 0.57+0.07 3.14+0.24
75:25 high 22.1%¥2.3  59.4+6.5 15.542.0 17.2+0.2 1.5¢0.1 3.840.6 22.840.6 40.3+0.7  0.57+£0.02 2.97+0.07
50:50 control  67.5%5.9 62.0+6.3 17.5£1.0 16.1+0.7 1.4+0.0 3.5+04 22.842.3 42.8+3.0 0.53+0.09 3.25+0.10
50:50 moderate 41.5+15.3 70.3+5.0 18.1+1.5 15.8+0.8 1.3+0.1 3.4+0.1 23.5+1.0 41.9+1.8 0.56+0.04 3.34+0.18
50:50 high 25.7+2.0 62.3+7.6 149424 16.1+0.8 1.4+0.2 3.840.6 23.9+14 402428 0.60+£0.07 3.16+0.28
25:75 control  29.9+4.8 66.2+59 17.5£2.0 15.5+0.1 1.3+0.1 3.3+0.3 24.1+1.0 40.8+1.2  0.42+0.00 3.34+0.09
25:75 moderate 68.6+11.7 71.7+1.2 154408 15.7+0.2 1.3+0.1 3.5+0.1 22.9+0.5 41.4+0.9 0.44+0.01 3.26+0.06
25:75 high 10.742.5 46.6+16.6 14.2+2.7 16.3+0.4 1.4+0.1 3.9+0.2 25.0£0.6 38.6£1.7 0.48+0.04 3.10+0.16
0:100 control  38.0+¢5.2 73.3+1.2 16.9+0.5 15.6+0.6 1.3+0.1 3.6+0.1 22.8£1.0 41.7+1.5 0.50+0.00 3.28+0.14
0:100 moderate 43.5%5.6 64.9+8.4 15.6£1.5 15.9+0.8 1.3+0.1 3.840.6 24.6£1.2 39.6+3.3  0.44+0.01 3.23+0.30
0:100 high 219485 60.3+3.0 13.6£3.3 16.2+0.2 1.3+0.0 3.7£0.1 24.8+1.3 38.8+2.1 0.39+0.01 3.13+0.16

Data are mean+SD, n=3. Beneficial or harmful trends related to saline irrigations for each N-form are highlighted.
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Table S8. Multiple comparisons of relative growth rate RGR (mg g day™), water content WC (%WW), total fatty acid (TFA)
content (mg gow '), proportions (%TFA) of major fatty acids (palmitic acid 16:0, stearic acid 18:0, oleic acid 18:1n-9, linoleic
acid 18:2n-6 and a-linolenic acid 18:3n-3), PUFA:SFA ratio and n-6:n-3 ratio in Sarcocornia quinqueflora between combined
treatments of salinity and N-ratio in irrigation water. Chapitre 3, partie 1

RGR wC TFA 16:0 18:0 18:1n-9 18:2n-6 18:3n-3 n-6:n-3 PUFA:SFA
100:0 control  18.6%6.0 65.7+12.0 11.6+0.4 14.7+0.7 5.7+1.6 11.6+1.2 16.5+1.9 40.0+3.1 0.41+0.04 2.19+0.18
100:0 moderate 21.6+8.2 63.5£12.6 8.7+1.5 153+0.3 59+3.5 11.8+1.0 16.6+04 37.8£5.3 0.44+0.04 2.10+0.33
100:0 high 9.842.0 61.143.2 8.7+0.6 16.6+0.5 4.2+1.4 10.2+0.7 18.1+0.9  39.6+1.5 0.45+0.01 2.26+0.13
75:25 control  17.842.8 66.9+10.9 11.6+1.5 16+0.6 3.140.6 11.0+09 19.4+1.4 40.2£1.0 0.48+0.00 2.51+0.12
75:25 moderate 27.0+3.4 51.6+9.7 10.6£0.2 15.5+0.1 3.4+0.5 12.3+0.1 15.6£0.3  41.1£0.2 0.38+0.01 2.35+0.04
75:25 high 12.843.1 65.24+2.6 89+0.2 17.1+0.2 2.6+04 11.2+0.3 18.4+04 39.9+0.6 0.46+0.01 2.43+0.04
50:50 control  15.7+2.8 81.2+16.0 10.4£1.2 15.1+09 7.0+4.5 11.6£1.6 169429 354+3.8 0.47+0.02 1.86+0.30
50:50 moderate 27.9+3.9 91.9+3.7 9.7+1.5 15.8+1 7.3+2.8 12.1£1.8 17.242.0  33.5£6.9 0.46+0.03 1.71+0.26
50:50 high 27.3%7.7 789+4.6 7.9+0.3 18.0+0.8 2.7+0.2 122+2.6 17.1+1.4  37.5+1.0 0.45+0.02 2.12+0.06
25:75 control  9.3¥2.1  65.6+5.0 9.6+0.1 15.3+0.3 4.6+1.0 12.9+0.2 16.5+0.3  38.6+0.9 0.42+0.00 2.17+0.08
25:75 moderate 17.3+2.2 47.8425.4 10.5£1.2 16.1+0.2 3.6+1.1 11.8+04 17.6+0.2 40.0+1.8 0.44+0.01 2.34+0.13
25:75 high 31.3+2.8 50.4+12.8 7.8+1.1 16.9+1.3 3.4+0.7 12.8+1.4 17.6+1.0 36.7+3.9 0.48+0.04 2.14+0.18
0:100 control ~ 24.8+4.3 49.6+18.7 10.2+0.1 15.3+0.2 7.9+1.0 12.6£0.2 16.8+0.3  32.8+0.7 0.50+0.00 1.62+0.09
0:100 moderate 22.6+1.7 70.1+6.6 11.3+0.7 15.6+0.7 4.6£1.6 11.7+£2.1 17.5¢1.2  39.6+£2.3 0.44+£0.01 2.26+0.17
0:100 high 15.1¥2.6 59.4+14.7 10.3+0.3 15.840.2 2.7+0.8 11.840.5 16.6+0.8 42.4+0.9 0.39+0.01 2.59+0.08

Data are mean+SD, n=3. Beneficial or harmful trends related to saline irrigations for each N-form are highlighted.
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Table S9. Mean proportions of all fatty acids and fatty acid classes (%TFA) in edibles tissues of Salsola australis, Suaeda
maritima and Enchylaena tomentosa after one-month experiment under different salinities (control, moderate, high) and N-
ratios (NO3™-N:NH4"-N) in irrigation. Data are mean = SD on all combined treatments, n=45. Chapitre 3, partie 2

S. australis S. maritima E. tomentosa
14:0 1.32+0.30 1.46+0.22 3.16+2.02
15:0 0.03+0.02 0.02+0.01 0.03+0.02
16:0 14.76+1.89 14.56+0.71 16.99+1.45
16:1n-13t 1.54+0.31 1.02+0.11 1.16£0.17
16:1n-7 0.15+0.06 0.17+0.04 0.50+0.24
16:1n-9 0.39+0.09 0.36+0.10 0.28+0.05
16:2n-6 0.03+0.01 0.02+0.01 0.05+0.02
16:3n-3 0.06+0.04 0.05+0.02 0.08+0.05
16:4n-1 0.01+0.01 0.04+0.09 0.05+0.07
16:4n-3 0.31+0.07 0.38+0.06 0.26+0.06
17:0 0.18+0.07 0.20+0.05 0.30+0.08
18:0 2.78+0.48 4.19+0.65 3.03+0.33
18:1n-7 0.85+0.26 0.46+0.10 0.67+0.27
18:1n-9 11.02+5.54 4.80+1.05 9.36+0.94
18:2n-6 26.03+3.13 21.24+2.27 18.31+1.39
18:3n-3 34.95+£7.77 45.96+2.81 37.33+4.46
20:0 1.01+0.17 0.72+0.09 1.10£0.20
20:1n-9 0.12+0.06 0.10+0.03 0.26+0.07
20:3n-3 0.02+0.01 0.12+0.02 0.10+0.12
21:0 0.08+0.03 0.11+0.02 0.10+0.06
22:0 0.97+0.21 0.74+0.12 1.46+0.36
22:1n-7 0.02+0.01 0.02+0.03 0.03+0.03
22:1n-9 0.05+0.04 0.02+0.01 0.03+0.11
24:0 0.87+0.17 0.88+0.14 1.71£0.43
Unknow 1 0.31+0.07 0.37+0.04 0.25+0.06
Unknow 2 0.07+0.02 0.18+0.22 0.05+0.02
Unknow 3 0.05+0.02 0.10+0.05 0.07+0.07
Unknow 4 0.33£0.10 0.38+0.10 0.26+0.06
Unknow 5 0.03+0.01 0.04+0.06 0.04+0.01
Unknow 6 0.16+0.09 0.05+0.09 0.05+0.05
Unknow 7 0.10+0.07 0.34+0.20 0.84+0.30
Unknow 8 0.08+0.04 0.07+0.06 0.16+0.05
Unknow 9 0.98+0.58 0.24+0.14 0.46+0.24
Unknow 10 0.12+0.07 0.43+0.28 0.98+0.36
Unknow 11 0.02+0.01 0.08+0.02 0.08+0.01
Unknow 12 0.17+0.08 0.10+0.02 0.39+0.06
Total MUFA 22.01+£2.65 22.88+0.94 27.89+3.83
Total PUFA 14.14+5.59 6.95+1.05 12.30+0.87
Total SFA 61.42+4.99 67.81+£1.34 56.19+4.43
Total Unknow 2.43+0.83 2.37+0.59 3.63+0.77
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Table S10. Two-way ANOVA on rank to determine significant variations of relative growth rate RGR (mg g day™'), water
content WC (%W W), antioxidant activity index AAI, total phenolic compounds TPC content (mgcae gow '), total fatty acid
TFA content (mg gow™"), proportions (%TFA) of major fatty acids (palmitic acid 16:0, stearic acid 18:0, oleic acid 18:1n-9,
linoleic acid 18:2n-6 and a-linolenic acid 18:3n-3), PUFA:SFA ratio and n-6:n-3 ratio in Salsola australis, Suaeda maritima
and Enchylaena tomentosa, according to salinity (control, moderate, high), N-ratio (NO3-N:NH4"-N) and Salinity:N-ratio
interaction. Chapitre 3, partie 2

S. australis

S. maritima

E. tomentosa

H p-value H p-value H p-value
Salinity 18.5300 0.0001 10.9109 0.0043 0.0048 0.9976
RGR N-ratio 6.1665 0.1870 10.1060 0.0387 16.5031 0.0024
Interaction 8.3778 0.3975 2.4208 0.9653 14.0042 0.0817
Salinity 11.3985 0.0033 9.17932 0.0102 0.8912 0.6404
wcC N-ratio 7.9282 0.0942 4.5130 0.3410 10.1668 0.0377
Interaction 3.8328 0.8719 7.4274 0.4913 6.2328 0.6212
Salinity 3.5026 0.1735 16.0988 0.0003 7.2381 0.0268
AAI N-ratio 7.3686 0.0251 1.6332 0.4419 14.0670 0.0009
Interaction 10.7478 0.0295 1.9506 0.7448 1.4039 0.8435
Salinity 52310 0.0731 2.6490 0.2660 2.8078 0.2456
TPC N-ratio 0.8360 0.6584 6.9876 0.0304 10.6808 0.0048
Interaction 13.1711 0.0105 6.4374 0.1688 4.0247 0.4027
Salinity 12.7050 0.0017 1.6286 0.4429 26.8545 0.0000
TFA N-ratio 15.4860 0.0038 21.6953 0.0002 1.4969 0.8272
Interaction 4.2690 0.8321 4.2200 0.8367 2.7867 0.9470
Salinity 0.7335 0.6930 5.0790 0.0789 13.8110 0.0010
16:0 N-ratio 12.3517 0.0149 5.0229 0.2850 8.4522 0.0763
Interaction 12.7003 0.1226 10.6559 0.2220 9.0296 0.3398
Salinity 7.9034 0.0192 9.3519 0.0093 2.6875 0.2609
18:0 N-ratio 6.7800 0.1480 3.6032 0.4624 12.7704 0.0124
Interaction 5.7687 0.6731 6.3608 0.6069 11.7575 0.1623
Salinity 4.0912 0.1293 2.7260 0.2559 7.1196 0.0284
18:1n-9 N-ratio 5.3630 0.2520 11.0058 0.0265 7.8003 0.0992
Interaction 11.0328 0.1998 7.7030 0.4630 15.1709 0.0559
Salinity 20.0510 0.0000 0.0703 0.9654 4.7693 0.0921
18:2n-6 N-ratio 0.3710 0.9848 12.8953 0.0118 11.4821 0.0216
Interaction 4.2388 0.8349 5.5309 0.6996 4.6153 0.7978
Salinity 14.8784 0.0006 0.6330 0.7287 20.0263 0.0000
18:3n-3 N-ratio 0.7330 0.9472 11.7385 0.0194 4.1649 0.3841
Interaction 8.3306 0.4019 5.4024 0.7138 7.7354 0.4597
Salinity 19.2858 0.0001 5.5845 0.0613 13.5722 0.0011
PUFA:SFA N-ratio 44341 0.3504 3.5298 0.4734 5.7417 0.2193
Interaction 3.3873 0.9078 3.5852 0.8925 6.9238 0.5449
Salinity 18.6597 0.0001 0.0649 0.9681 15.4118 0.0005
n-6:n-3 N-form 0.4006 0.9824 13.4232 0.0094 3.9923 0.4071
Interaction 4.9049 0.7677 4.8433 0.7742 9.0674 0.3366
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Table S11. Multiple comparisons of relative growth rate (mg g day™'), water content (%ww), antioxidant activity index (AAI), total phenolic compound (TPC) content (mggak gow ™), total fatty acid
(TFA) content (mg gow™'), proportions (%TFA) of major fatty acids (palmitic acid 16:0, stearic acid 18:0, oleic acid 18:1n-9, linoleic acid 18:2n-6 and o-linolenic acid 18:3n-3), PUFA:SFA ratio and
n-6:n-3 ratio in Salsola australis between combined treatments of salinity and N-ratio in irrigation water. Chapitre 3, partie 2

Salsola australis 100:0 100:0 100:0 75:25 75:25 75:25 50:50 50:50 50:50 25:75 25:75 25:75 0:100 0:100 0:100
control moderate high control moderate high control moderate high control moderate high control moderate high
RGR 26.0£3.9 235451  3.4+£1.6 31.4+£5.1  13.8+6.7 13.5+£5.1 29.3+£33 25640 11.1£1.8 36.0+55 17.9£2.1 8.1£l1.1 32.7+4.1  283£3.5 21.9£1.6
Water content 77.6x1.4  70.7£7.6  56.1£2.7 644462 64.9+9.8 42.0+3.7 594482 62.5+£12.9 63.2+53 77.4+0.5 68.2+6.2 61.144.6 76.1£7.3 77.6£2.0 63.1£9.2
AAI 0.20+0.01 0.24+0.07 0.35£0.07 N.D N.D N.D 0.21+0.04 0.14+0.02 0.11£0.01 N.D N.D N.D 0.16+£0.04 0.15+0.05 0.50+0.12
TPC content 30.8£6.9 47.2+2.6 37.9+73 N.D N.D N.D 40.3+2.5 44593  42.6+109 N.D N.D N.D 32.5¢6.9 27.0£2.1 66.7£5.3
TFA content 15.9+2.4 153+09 144+1.0 155427 142406 109+1.2 14.5+0.5 14.8+09 11.0+03 13.3+09 11.5444 9.9+2.1 11.0£0.7 12.7+0.4 10.4+0.6
Palmitic acid 16:0 143£09 144402 124403 1442 13.9£09 153+0.4 14.5+0.5 13.7£0.2 14504 13.9+0.8 16.2+2.1 15.1£2.3 15.5+0.7 14.8+0.7 18.4+4.7
Stearic acid 18:0 2.6+0.3 2.4+0.1 2.8+0.1 2.6=0 2.7£0.1 2.6+0.1 2.6+0.1 2.7£0.1 2.9+0 2.7£0.2 2.8+0.8 3+0.3 2.8+0.3 2.7£0.3 3.9+1.2
Oleic acid 18:1n-9 10.8+£5.2  6.8+2.2 23.0£0.3 9.3£10.2 13.5£3.8 9.4+£1.2 10.9£3.6  11.8+1.0 12.7£2.9 13.3+55 7.4+1.8 12.7£8.5  5.8+1.1 7.6%4.1 10.2+4.7
Linoleic acid 18:2n-6 23.7+1.6  23.6+1.5 30.10.2 24.3£5.1 26.0£2.2 26.2+0.7 24.2+1.8 24.6x1.3 29.2+1.0 24.7+2.1 27.2+6.6 27.7422 24.5+0.4 24.1+1.7 30.4+0.9
o-linolenic acid 18:3n-3 38.9+4.8 43.0+3.6 22.4+0.6 39.5+12.6 33.6+4.7 35.7+1.5 38.1+49 37.2+24 30.5+3.0 34.7+7.1 34.9+12.6 30.1£7.1 41.0£0.4 40.0+4.6 24.6+7.5
n-6:n-3 0.61£0.06 0.55+0.05 1.33+0.02 0.70+0.24 0.78+0.10 0.71+0.02 0.64+0.07 0.66+£0.05 0.96+0.07 0.73+0.11 0.92+0.37 0.96+£0.20 0.59+0.01 0.60+0.06 1.06+0.13
PUFA:SFA 3.00+£0.18 3.20+0.18 2.74+0.09 3.00+0.19 2.87+0.03 2.80+0.12 2.94+0.09 3.03+0.08 2.74+0.07 2.83£0.19 2.68+0.60 2.56+0.23 2.89+0.12 2.95+0.18 2.43+0.09

Data are mean+SD (n=3). N.D = no data
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Table S12. Multiple comparisons of relative growth rate (mg g day™'), water content (%ww), antioxidant activity index (AAI), total phenolic compound (TPC) content (mggat gow ™), total fatty acid
(TFA) content (mg gow™'), proportions (%TFA) of major fatty acids (palmitic acid 16:0, stearic acid 18:0, oleic acid 18:1n-9, linoleic acid 18:2n-6 and o-linolenic acid 18:3n-3), PUFA:SFA ratio and
n-6:n-3 ratio in Suaeda maritima between combined treatments of salinity and N-ratio in irrigation water. Chapitre 3, partie 2

Suaeda maritima 100:0 100:0 100:0 75:25 75:25 75:25 50:50 50:50 50:50 25:75 25:75 25:75 0:100 0:100 0:100
control moderate high control moderate high control moderate high control moderate high control moderate high
RGR 22.4+£57  20.1£22 174448 259429 20.1£3.3  20.0£2.5 33.4+6.4 23.6£2.0 20.9+0.8 30279 26.7+4.1 19.1+£3.1 9.2+1.8 10.2£3.3  13.3+2.0
Water content 64.5£21.6 74.0£3.6 67.1£6.0 69.3x14.5 73.0+£8.1 73.0+5.0 752+1.8 66.8+7.4 71.4+04 79.2+6.0 74523 73.1£2.6 80.3+l.6 77.7xl.7 67.0£7.0
AAI 0.21+0.03 0.70+0.36 0.77+0.18 N.D N.D N.D 0.46+0.21 0.60+0.05 0.90+0.10 N.D N.D N.D 0.33+0.18 0.83+0.28 1.11+0.16
TPC content 53.8+444 69.2+2.8 653+55 N.D N.D N.D 56.4+£8.2 46.2+3.0 54.7+4.1 N.D N.D N.D 52.844.7 559+12.3 65.849.5
TFA content 13509 14.5+22 12.6£0.9 16.6£1.2 14.2+24 13.7+#1.8 17.9+0.6 17.5¢1.9 18.4+1.0 18.2+13 19.0£2.5 15.8+2.6 16.8+29 158+0.6 16.1+2.2
16:0 15.0£0.6  14.2+0.5 15.0+0.3 14.1+0.6 14.3£0.3 14.3+£0.7 15.1£0.8 14.5%1.5 15.1+0.6 13.9+0.5 14.3+0.6 15.5+0.1 14.840.7 14.1+0.6 14.1+0.3
18:0 3.440.3 4.1+£0.9 4.8+0.1 4.240.3 3.9+0.6 4.3+0.6 3.7£0.4 4.0+0.5 4.4+1.0 4.3+0.9 3.7+0.7 4.6+0.7 4.1+0.7 4.6+0.2 4.9+0.3
18:1n-9 6.0+0.6 5.5+1.1 4.7+0.4 5.7+1.8 4.9+0.5 5.2+0.1 4.0+0.8 3.8+0.5 4.7+0.7 5.7+1.8 4.7+0.6 3.9+0.7 5.1£1.0 4.1+0.1 4.0+1.3
18:2n-6 20.5¢1.1  21.6+0.4 20.7+0.8 20.6+1.3 19.8+1.4 229+42 19.2+1.0 20.6£1.4 194+09 21.2+2.1 20.8#1.9 20.3+0.3 253+2.7 23.1£3.0 22.7+24
18:3n-3 449+19 452408 46.0+0.7 46.6+2.2 48.1+£1.5 447447 48.8+1.6 47.2+3.0 47.8+2.8 46.1+£3.1 47.6+23 45.6+29 41.2+19 44.7£2.0 45.0+4.1
n-6:n-3 0.45+£0.04 0.47+0.01 0.44+0.02 0.44+0.05 0.41+£0.04 0.52+0.15 0.39+0.03 0.43+£0.05 0.40+0.04 0.46+0.07 0.43+0.06 0.44+0.03 0.61+£0.09 0.51+£0.09 0.50+0.09
PUFA:SFA 2.89+0.18 2.99+0.09 2.80+0.05 3.00+0.04 3.04+0.08 3.05+0.17 3.01+0.23 3.02+0.33 2.91+0.24 3.02+0.12 3.09+0.07 2.81+0.18 2.99+0.23 3.00+£0.11 2.93+0.12

Data are mean+SD (n=3). N.D = no data
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Table S13. Multiple comparisons of relative growth rate (mg g day™'), water content (%ww), antioxidant activity index (AAI), total phenolic compound (TPC) content (mggak gow ™), total fatty acid
(TFA) content (mg gow™'), proportions (%TFA) of major fatty acids (palmitic acid 16:0, stearic acid 18:0, oleic acid 18:1n-9, linoleic acid 18:2n-6 and o-linolenic acid 18:3n-3, PUFA:SFA ratio and
n-6:n-3 ratio in Enchylaena tomentosa between combined treatments of salinity and N-ratio in irrigation water. Chapitre 3, partie 2

100:0 100:0 100:0

Ench
nchylaena tomentosa control moderate high

75:25 75:25 75:25 50:50 50:50 50:50
control moderate high control moderate high

25:75 25:75
control moderate

25:75 0:100 0:100
high control moderate

0:100
high

sdargyuduwdjddns s3ang1 g

RGR 9.2+1.6 6.1£1.7 5.6+2.7
Water content 46.5£11.5 41.6£25.0 46.6+13.3
AAI 0.28+0.11 0.49+0.02 0.24+0.04
TPC content 40.8+6.1  70.7+15.1 47.5+6.2
TFA content 10.4£1.6  8.3+0.8 7.1+0.4
Palmitic acid 16:0 16.0£1.1 16.3£1.3 18.3%0.5
Stearic acid 18:0 2.9+0.3 3.4+0.1 3.1+0.3
Oleic acid 18:1n-9 8.8+0.3 9.3+0.3 9.0£0.8

Linoleic acid 18:2n-6 17.5+0.8 18.1£1.6  18.0+1.2
a-linolenic acid 18:3n-3 40.7+2.5 36.8+2.0 33.4+2.1
n-6:n-3 0.43+0.01 0.49+0.02 0.53+0.01
PUFA:SFA 2.36+0.43 1.99+0.38 1.64+0.23

8.9+1.0 7.0+4.2 9.0+1.2 13.6+4.2  12.7£2.0 8.5%1.9
39.6£9.6  22.3+18.5 18.0+11.4 50.4+2.1 40.0+14.3 43.9+6.1
N.D N.D N.D 0.64+0.07 0.81+£0.15 0.48+0.02
N.D N.D N.D 74.8+£3.7  68.7£21.1 57.1£5.3
11.5£2.7  9.8£1.0 6.6+0.5 7.5+0.4 9.2+1.0 5.7+0.3
17.9£1.0 15.7+0.5 19.0+1.2 17.6+0.5 16.7£0.3  19.4+0.1
3.240.3 3.0£0.2 3.2+0.0 3.4+0.2 2.840.1 3.5+0.0
9.6+0.1 8.5+0.3 8.4+0.5 8.4+0.4 9.1+0.1 9.6+0.1
16.8+1.5 18.3+0.4 18.2+09 18304 182+03 185+03
349+£3.4  40.6£1.9 329+19 354+0.5 399+1.3 30.2+0.2
0.48+0.04 0.45+0.03 0.55+0.01 0.51£0.01 0.45+0.02 0.60+0.01
1.67£0.39 2.32+0.14 1.64+0.24 1.80+0.08 2.31+0.08 1.50+0.02

9.1+1.4 10.7£1.5
41.8£3.8  39.6+15.7
N.D N.D

N.D N.D
11.1+£1.3  8.0£3.8
14.9+0.5 16.7+1.8
2.840.2 3.0+0.6
9.7+0.4 8.8+0.0
17.0£0.1  17.9+1.2
43.0£2.1  39.8+6.2
0.40+0.03 0.45+0.04
2.45+0.28 2.25+0.69

18329  7.5£23 14.3+0.7
459+42  43.6+3.1 46.7+2.0
N.D 0.76+£0.22 1.36+0.06
N.D 87.4+44 103.6+23.1
7.4+0.3 9.9+1.2 9.4+0.8
16.9£03  15.840.8 16.6+0.7
3.0+0.0 2.6+0.2 2.7+0.2
10.8+0.8  9.4+0.4 9.0+0.1
18.2+1.0 18.4+1.4 19.6+0.8
37.3+0.9 42.8+2.8 39.3£25
0.49+0.04 0.43+0.06 0.50+0.05
2.05£0.11 2.63+0.25 2.28+0.24

12.7£3.2
45.2+1.4
0.53+0.11
72.5+24.3
6.5+0.2
17.6+0.9
2.9+0.0
11.7+0.8
21.7+0.9
32.3£2.0
0.67+0.06
2.02+0.17

Data are mean+SD (n=3). N.D = no data
























