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Résumé

La plante, comme tout organisme vivant, est influencée durant toute sa vie par
les conditions climatiques et non climatiques du milieu. Ces conditions, vont lui
assurer soit un environnement favorable a la croissance et au développement, soit la
soumettre a des facteurs de stress abiotiques ou biotiques qui vont perturber son
métabolisme. L’objectif essentiel de notre étude consiste a comprendre les stratégies
adaptatives de la plante vis-a-vis le stress biotique et abiotique, provoqué par 1’agent
pathogéne d’une maladie cryptogamique «la tache auréolée» et/ou un métal lourd : Le
Cuivre. Dans ce contexte, un échantillonnage des plantes infestées (Triticum durum.
Desf., var. Siméto) a été réalisé afin d’évaluer sa toxicité en fonction de la gravité de la
contamination qui est déterminée selon le nombre de taches présentent sur les feuilles
(non contaminées, faible, moyenne, et grave contamination) pour le stress biotique et
en fonction des concentrations croissantes du sulfate de cuivre (0, 200, 400, 800uM)
pour le stress métallique. Les résultats obtenus montrent un effet toxique, qui se
manifeste par une diminution de la teneur en eau des feuilles, une forte augmentation
du taux de protéines, de proline, de sucres totaux et du MDA et une diminution du taux
des lipides et du glutathion, Ainsi une perturbation du taux de chlorophylle a, b et
a+b. En revanche, une induction tres significative des activités enzymatiques (CAT,
APX et GST) intervenant dans le systeme de défense de la plante. L’ensemble de ces
résultats met en évidence la présence d’un stress oxydatif généré par les deux types de

stress.

Mots clés : Triticum durum Desf, Pyrenophora tritici-repentis, Sulfate de cuivre,
Burst Oxydatif, Biomarqueurs de stress
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Abstract

The plant, like any living organism, is influenced throughout its life by the
climatic and non climatic conditions of the environment. These conditions, will ensure
either a favorable environment to growth and development, either subjected to abiotic
or biotic stressors which will disrupt its metabolism. The main objective of our study
Is to understand adaptative strategies of the plant with respect to biotic and abiotic
stress, caused by the pathogenic agent of a cryptogamic disease « aureole spot »
and/or a heavy metal : copper. In this context a sampling the infested plants (triticum
durum. Desf, variety. Siméto) have been realised to determine its toxicity according to
the severity of the contamination which is determined according to the number of
spots on the leaves (non contaminated, low, average, serious contamination) for biotic
stress and as function of the increasing concentrations of copper sulphate (0, 200, 400,
800 pM) for metallic stress. The results obtained show a toxic effect, which is
manifested by a decrease in the water content of the leaves, a sharp incrrease in protein
levels, of proline, of total sugars, and MDA and decreased lipid levels and of
glutathione, thus a disruption of chlorophyll a, b, and a+b. on the other hand, a very
significant induction of the enymatic activities (CAT, APX, GST) intervening in the
system of defense of the plant. All these results highlight stress generated by the two

types of stress.

Keywords : Triticum durum Desf, Pyrenophora tritici-repentis, Copper sulfate,
Oxidative burst, Stress biomarkers.
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Les plantes sont au cours de leur vie constamment confrontées a différents types
de stress influant sur leur croissance et par conséquent leur développement. Plus une
plante est capable de mettre en place des mécanismes de défense rapides et appropriés,
moins le stress aura de conséquences sur la santé de la plante (Rémus-Borel, 2007). La
plupart des maladies des plantes cultivées, sont dues aux champignons
microscopiques, ces derniers détruisent chaque annee une bonne partie des récoltes
mondiales (Nasraoui., 2006). La situation actuelle des maladies en Algérie, au niveau
des champs de blé dur, a été caractérisée par la prédominance de la rouille brune
(Puccinia recondita), et la tache auréolée (Pyrenophora tritici-repentis) (Benbelkacem
et Bendif, 2010). La reconnaissance de ces maladies ainsi que leurs moyens de lutte
restent des outils importants pour une meilleure maitrise de ces contraintes et une

amélioration de la productivité par la suite (Aouali et Douici-Khalfi, 2009).

Tout comme les animaux, les plantes sont capables de reconnaitre le non-soi et le
soi modifié, ainsi que d’induire des mécanismes de défense en réponse aux attaques
d’agents pathogénes (Niirnberger & Kemmerling, 2009). Il existe deux types de
défense des plantes ; constitutive et inductible. Le premier peut étre d’origine
biochimique ou morphologique. (Gravot, 2009), il est présent a tout moment du
développement de la plante, il est constitué par un ensemble de structures physiques ou
barriéres chimiques qui permettent de contrer la pénétration et le développement des
bio-agresseurs (Klarzynsk et Fritig, 2001). Le second type de défense regroupe un
ensemble de défenses induites ; La perception de 1’agent pathogéne va conduire a

I’activation d’une cascade de signalisation intracellulaire (Boller & Felix, 2009).

Les événements de signalisation cellulaire précocement induits suite a la
reconnaissance du microorganisme sont plus généralement étudiés via les éliciteurs
(Zhao et al, 2005 ; Hofius et al, 2007). Parmi ces événements figurent la production de
phytohormones comme I’acide salicylique et surtout des modifications de la
perméabilité de la membrane plasmique manifestées par des influx de Ca®*, des efflux
de K" et d’anions, (Garcia-Brugger et al, 2006). Ces flux d’ions peuvent agir en amont
d’autres événements cellulaires, en particulier une production d’especes réactives a

13



Chapitre I : Contexte Bibliographique | Yaiche F, 2017

I’oxygeéne (ROS), telles que 1’anion superoxyde O, et H,0,, ainsi qu’une cascade de
phosphorylation impliquant des protéines kinases (Sbartai et al, 2015). L’ensemble de
ces réactions va engendrer une reprogrammation de I’expression de genes, plus
particulierement des génes de défense, afin de mettre en place des réponses de défense
adaptées (Dubreuil, 2010).

En plus des agressions causées par des organismes vivants, les plantes sont
exposées a des variations environnementales induites dans la plupart des cas par les
activités humaines. Les éléments traces métalliques sont considérés parmi les éléments
les plus dangereux pour les organismes vivants et en particulier pour les plantes qui
sont directement exposées a ces éléments dont le potentiel toxique est indéniable.
L’exposition a la toxicité des métaux lourds est devenue un facteur limitant majeur
dans la croissance et le rendement des plantes cultivées, affectant la durabilité de la
production agricole et menacant la sécurité alimentaire. La toxicité des métaux lourds
retarde la croissance des plantes en marginalisant les fonctions cellulaires des
protéines, des lipides et des composants élémentaires des membranes des chloroplastes
(Sharma et al, 2003 ; Scoccinati et al, 2006). Parmi ces métaux, le cuivre est considéré
comme un oligo-élément nécessaire aux fonctions métaboliques et au développement
de la plante (Burkhead et al, 2009). 1l existe sous de multiples formes redox grace a sa
faculté d’échanger des électrons depuis son orbite. Ce métal est un cofacteur dans la
chaine de transport des électrons dans la mitochondrie et le chloroplaste (Palmer et
Guerinot, 2009). Il est aussi défini comme un Elément Trace Potentiellement Toxique,
comme tout élément essentiel au développement de la plante, il peut induire des
symptomes de toxicité (reduction de la biomasse, inhibition de la croissance racinaire,
chlorose, perte de I’intégrite du chloroplaste, etc.), & des expositions supérieures a son
homéostasie cellulaire. Sa toxicité vient en premier de sa contribution a la production
des ROS tels les superoxydes (O,), les radicaux hydroxyles (HO") et le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,). (Marschner, 2011 ; Azzizi et al, 2016).
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1. BLEDUR

Dans tous les pays du monde, les céréales, originaires d’Orient, constituent la base de
I’alimentation humaine en tant que sources protéiques et énergétiques. L’homme
désignait autrefois sous le vocable «blé» toute céréale comestible. Les romains
remplacérent le terme «froment», pour étre a nouveau appelé « blé » (Boudreau et
Ménard., 1992).Aujourd’hui encore, le blé conserve l'image de la fécondité, de la
fertilité et de la prosperité et reste la céréale la plus cultivée au monde. Le blé est a la
base de la nourriture de I'nomme (Ruel, 2006), c'est une espéce connue depuis la plus
haute antiquité, dont il constitue la base alimentaire des populations du globe (Yves et
de Buyer, 2000).

1.1. Présentation botanique

Le blé a d'abord été récolté a I'état sauvage puis cultivé depuis le néolithique
dans le «croissant fertile» (actuels Liban, Syrie, Sud de la Turquie) ou subsistent a ce
jour des blés sauvages. Le blé, issu de la famille botanique des Poacées, est cultivé
depuis la Préhistoire. Un premier croisement accidentel, survenu il ya 10 000 ans,
entre un blé sauvage (Triticum monococcum) et une herbe (Aegilops speltoides), a

donné naissance a un blé dur (Triticum turgidum) (Brink et Belay, 2006).

Les céreales telles que le blé et I'orge sont des cultures annuelles qui
appartiennent a la famille des graminées. Le blé dur et le blé tendre appartiennent au
genre Triticum, et I’orge appartient au genre Hordeum. Selon la classification la plus

utilisé, les especes du genre Triticum se divisent en trois groupes :

Le groupe des diploides (2n = 14 chromosomes) : Parmi les especes cultivées

appartenant a ce groupe, on distingue Triticum monococcum ou engrain.

Le groupe des tétraploides (2n = 28 chromosomes) : Les espéces appartenant a ce
groupe sont, Triticum diccocoides, Triticum dicoccum, Triticum turgidum, Triticum

polonicum et Triticum durum ou blé dur.
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Le groupe des hexaploides (2n = 42 chromosomes) : Les espéces appartenant a
ce groupe sont, Triticum spelta, Triticum compactum et Triticum aestivum ou blé
tendre. (Boulal et al., 2007).

1.2. Origine géographique du blé dur

Le moyen orient serait le centre géographique d’origine, a partir duquel,
I’espece Triticum durum s’est différenciée dans trois centres secondaires différents qui
sont le bassin occidental de la Méditerranée, le sud de la Russie et le Proche Orient.
Chaque centre a donné naissance a des groupes de variétés botaniques, possédant des
caractéristiques phénologiques, morphologiques et physiologiques spécifiques (Lev-
Yadun et al., 2000).L’Afrique du Nord est considérée comme centre secondaire

d'apres la classification de I’espéce (Feldman, 2001).
1.3. Cycle de vie du blé dur

Le cycle évolutif du blé se divise en trois grandes périodes, la période de végétation,

la période de reproduction, et la période de maturation.

Tableau 1 : Cycle de développement du blé (Jacques, 1970)

Période Phase Date Phénoméne
Germination — 15 Oct-15Déc. Sortie de la premiére feuille.
levée
Période de 3 feuilles, 5-6 racines primaires, Formation du
végétation Levée - tallage Jan-Fév. plateau tallage, Développement des racines
secondaires, Application de la premiéere ébauche
d’épillet.
Tallage - Mars - Avril Formation des talles herbacées.
montaison
Montaison Avril - Mai Formation de matiére séche et talles épis
Période de
reproduction Epiaison Mai - Juin Différenciation des stigmates, Organisation
détaillée des épillets, Fécondation — floration.
Maturation des Juin Grossissement des grains, Jaunissement de la
ovules plante, Elaboration de matiére séche.
Période de Maturité 25 Juin- 10 Gonflement du grain, dessiccation, récolte.
maturation Juillet
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1.4. Importance et production dans le monde

Les prévisions actuelles de la FAO pour 2017 font entrevoir une production
mondiale de céréales de 2,594 milliards de tonnes, soit une baisse de 5 millions de
tonnes par rapport aux estimations de mai et un recul de 14,1 millions de tonnes
(0,5%) en glissement annuel. La baisse mensuelle s’explique principalement par de
moins bonnes perspectives en ce qui concerne les céréales secondaires et, dans une

moindre mesure, le riz.

En effet, la production du blé dans le monde est en hausse au mois de février par
rapport aux prévisions du mois de janvier 2016 (1 million de tonnes), soit une hausse
de +3 millions de tonnes, en Turquie, en Russie et en Australie et une baisse en Inde
de 2,4 millions de tonnes. De méme, la production mondiale de blé dur en 2015/16 au
cours du mois de février 2016 est en hausse de 1,7 million de tonnes par rapport au
mois de janvier de la méme année, atteignant 39,7 millions de tonnes, un bond de 15%
par rapport au résultat de I’année précédente. Les stocks des quatre principaux
exportateurs (Canada, Etats-Unis, Mexique et Union Européenne) devraient grimper
d’environ un tiers, a 3,4 millions de tonnes (Onfaa, 2016a).

Tableau 2 : Représentation du bulletin de la FAO sur I’offre et la demande de blé sur le
marché mondial (Anonyme 1, 2017).

Marché mondial du blé

2013114 2014/15 2015/16 2016/17 2017/18
estimation prévision
précédente demiére

{04 mai 2017) (08 juin 2017)

(e bvicaoty e 505 wivra veal 60w wCats 0w - TTIUIONE T8 TONDIEE ¢ o5 0 i-ih wren s iy’ s 5316 i vol e
Production 7114 730.7 735.7 760.1 7404 743.2
Disponibilités 885.2 916.5 9398 983.9 980.0 990.6
Utilisation 691.5 7136 7111 7313 7310 7283
Commerce 158.2 156.6 166.7 174.0 170.0 171.0
Stocks de doture 1858 2041 2238 2475 2476 2574

{ R R A SR R e R R I O S A s e R R SR AR S S RANTRIEE= )
Rapport stocks mondiaux-
utilisation 26.0 28.7 306 34.0 328 342
Rapport stocks des principaux
exportateurs- utilisation totale 149 16.7 16.7 201 191 185
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1.5. Importance et situation actuelle en Algérie

Le blé dur (Triticum durum) occupe une place importante en Afrique du Nord et
particulicrement en Algérie puisqu’il constitue une grande partie de 1’alimentation de
I’humanité, d’ou son importance économique. En effet, les grains de blé dur donnent
de la semoule pendant la mouture, cette semoule est valorisée dans la fabrication des
pates alimentaires (Jeantet et al., 2006). De plus, on utilise aussi cette céreale pour la

production de couscous et des pains traditionnels (la galette) (Feillet, 2000).

Le blé dur est la premiére céréale cultivée dans le pays. Elle occupe annuellement plus
d’un million d’hectares. La production nationale en blé dur est encore faible, elle ne
couvre que 20 a 25 % des besoins du pays, le reste étant importé. La cause principale
de la faiblesse de la production du blé dur en Algérie est le faible niveau de
productivité (rendement) obtenu, soit 9 a 11 quintaux/hectare. Cette faible productivité
est elle-méme due a des contraintes abiotiques (pluviométrie surtout), biotiques
(adventices surtout) et humaines (itinéraires techniques appliqués etc...) (Chellali,
2007). Il est a signaler que les valeurs d’importations du blé dur ont tendance a la
baisse ou les importations des deux premiers mois de I’année 2016 ont atteint
208.619,8 tonnes (74,6 millions USD) contre 323.626 tonnes (132,3 millions USD) en
2015, soit une diminution de 35% tonnes et 43,6% en USD (Onfaa, 2016a).

La céréaliculture en Algérie se retrouve face a une situation critique de stress
hydrique pour sa deuxieme année consécutive. Cette situation a marqué pratiquement
tout le premier trimestre de la campagne 2015/2016 avec une pluviométrie cumulée ne
dépassant pas les 160 mm dans la majorité des régions et une absence totale de pluie
durant le mois de décembre selon L’Institut National des Sols de I’Irrigation et du
Drainage (INSID) (Onfaa, 2016b).

Selon le bulletin du Joint Research Center/Monitoring Agricultural Ressources
(JRC MARS), un déficit pluviométrique important depuis le début de I'hiver a été
enregistré dans les principales zones agricoles en Algérie. Le cumul des précipitations
a dépassé a peine les 40 mm, exception faite pour les régions de I’Ouest Algérien ou

ils ont recu des précipitations bénéfiques depuis le 20 Février (Onfaa, 2016b).
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Concernant la situation phytosanitaire, cette derniére n’a pas connu de faits
saillants au début de cette campagne a l'exception du fléau « rongeurs arvicoles » et
contre lequel des opérations de lutte se sont effectuées durant toute la période
hivernale. En effet, selon I’Institut National de la protection des végétaux (INPV), la
superficie déclarée infestée par la mérione de Shaw enregistrée au cours des opeérations
de surveillance au titre de la campagne 2015/2016 avoisine les 37.550,75 ha répartis
au niveau de 23 wilayas. Les infestations les plus importantes sont enregistrées au
niveau de la zone Est avec 62,21% de la superficie globale et plus particulierement au
niveau des wilayas steppiques a ’exemple de Tébessa (8.670 ha), Msila (5.891 ha) et
Khenchela (3.749 ha).

Aussi, les opeérations de désherbage chimique ont été cléturées sur une superficie
de 539785,45 ha. Au mois d’avril, plusieurs maladies fongiques sont apparues,
notamment la tache auréolée, la septoriose, la fusariose, la rouille jaune, la rouille
brune et I’oidium au niveau des zones céréalieres. Selon I'INPV, le total des

superficies traitées est arrivé a 58 835 ha (Onfaa, 2016b).

1.6. Caractéristiques de quelques maladies du blé

Le blé peut étre attaqué par de nombreuses maladies a différents stades de son
développement. Ces attaques peuvent occasionner des pertes importantes lorsque les
variétés sont sensibles et les conditions de I’environnement sont favorables a
I’expansion des maladies (Ezzahiri, 2001). Environ 80% des maladies de plantes
cultivées, en particulier les céréales, sont dues a des champignons microscopiques ; ces
derniers détruisent, chaque année, pres du quart des récoltes mondiales. Parmi les
maladies cryptogamiques du blé, les maladies foliaires sont les plus dominantes en
Algérie. Les différentes maladies foliaires ainsi que leurs conditions de développement
sont représentes dans le tableau 3 (Boulif, 2012).
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Tableau 3: Conditions favorisant le développement des maladies foliaires du blé (Boulif, 2012)

Durée Températures °C
Agents pathogénes d’humectation

du feuillage Min  Optimum Max

(en hr)

Erysiphe graminis | 1 15-20 25
Septoria tritici 6 15-22 32
Puccinia triiformis 5 15-22 25
Pyrenophora tritici-repentis - 18— 28 32

6
Puccinia recondita 20— 25 35

6
Puccinia triticinia 20— 26 37

La reconnaissance de ces maladies ainsi que leurs moyens de lutte restent des
outils importants pour une meilleure maitrise de ces contraintes et une amélioration de

la productivité par la suite (Aouali et Douici-Khalfi, 2009).
1.6.1. Les Pourritures racinaires (Fusarioses)

Cette maladie est plus agressive en conditions de faible pluviométrie et de
hautes températures. Selon les espeéces, 1’orge est plus sensible a la maladie que le
blé.Plusieurs champignons sont responsables de la maladie, les plus connues Fusarium
graminearum et fusarium avenaceum. Le symptdme le plus fréquent est la coloration
brun foncé des nceuds inférieurs. Sur les plants plus anciens, ’infection par Fusarium
peut générer un véritable pourridié ; la base de la tige devient alors brune et pourrie, ce

qui entraine une verse et la formation d’épis argentés (Ezzahiri, 2001).
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1.6.2. Les Rouilles

Trois especes de rouilles s’attaquent au blé : la rouille brune, la rouille noire et
la rouille jaune. Les trois rouilles s’attaquent aussi bien au blé tendre qu’au blé dur.
Concernant leur importance relative, la rouille brune est la plus répandue dans sa
distribution, alors que la rouille noire est la plus dévastatrice quand elle se développe.
La rouille jaune est limitée au climat tempéré froid et aux zones d’altitude. (Ezzahiri,

2001)

v La rouille noire : (Puccinia graminis) elles sont reconnues par la présence de
pustules (ou urédospores) de couleur brun-roux alignées sur les feuilles, mais
¢galement sur les tiges et les épis. A I’approche de la maturité, les téleutospores
qui apparaissent a la place des urédospores, prennent une teinte brune noire a
noire. (Boulal et al., 2007)

v' La rouille jaune: (Puccinia striiformis) les premiers symptdmes se
manifestent par des pustules de couleur jaune a orange disposées a la face
supérieures des feuilles et alignées en stries entre les nervures du limbe. Sur la
tige se forment souvent aussi des stries avec des amas de spores. Parfois, en cas
de forte attaque, la maladie peut atteindre 1’épi. En 2004, une attaque sévére de
rouille jaune sur blé tendre a causé des pertes élevées allant jusqu’a 100% dans

les régions du Centre et de I’Est de I’ Algérie.(Boulal et al., 2007)

v" La rouille Brune: (Puccinia triticina) on reconnait cette maladie par la
présence de pustules (ou spores) arrondies de couleur orange ou brunatre qui
recouvrent le limbe des feuilles. Celles-ci préférent la face superieure des
feuilles. En fin d’attaque, on voit apparaitre parmi les pustules brunes, des

pustules noires, ce sont les téleutospores (phase sexuée). (Boulal et al., 2007)
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1.6.3. La septoriose (Septoria tritici)

Elle est considérée comme 1’'une des maladies qui cause le plus de dégats sur
blé au Maghreb (Ezzahiri, 2001), Cette maladie cryptogamique foliaire rencontrée
dans toutes les régions de production du blé, participe a la destruction d’environ 2% du
blé mondial, et cause des millions de tonnes de grains et des billions de dollares de
pertes chaque année. (Zahir et al., 2007). La Septoria tritici s’identific par des
nécroses allongées, delimitées par les nervures. Ces nécroses sont de tailles et de
formes variables, mais présentant assez souvent des bords paralléles. D’une couleur
brun rougeatre, ces taches prennent par la suite une couleur gris-clair. Des pycnides
sous forme de ponctuations noires se développent en largeur sur les taches. (Boulal et
al., 2007).

1.6.4. L’oidium (Erysiphe graminis)

Tous les organes aériens peuvent étre attaqués par cette maladie. Elle se
développe sous forme de touffes blanches de mycélium a la surface des feuilles. Par la
suite les taches blanches deviennent grisatres avec des petits points noirs qui sont les
cléistotheces (ou périthéces, organes sexués). L’humidité de I’aire est le facteur le plus
important pour son développement et cette maladie se manifeste en période seche
(Bégos, 2005). Cette maladie reste de loin plus fréquente sur I’orge que sur le blé, elle
prive la plante des éléments nutritifs et réduit la capacité photosynthétique des feuilles
(Boulal et al., 2007).

1.6.5. La tache auréolée

La tache aureolee est une maladie fongique qui affecte le blé, largement
répandue en Algérie. Elle est plus fréquente dans les régions dont la pluviométrie est
importante plus particulierement dans le Nord Est du pays. Le champignon pathogéne
Pyrenophora tritici-repentis est a l'origine de la tache auréolée du blé (Forrer et
Hecker, 2003). Ce pathogene, est un destructeur de blé dans le monde entier, a éte
isolé de divers autres hotes de la famille des Poaceae mais la nature de son interaction

avec ces hotes est inconnue. (Aboukhaddour et Strelkov, 2016).
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1.6.5.1. Cycle de développement

L’agent pathogéne se conserve sous forme de spores et de mycélium sur les
résidus du blé infecté a la surface du sol. Sur les chaumes, les péritheces (structure de
reproduction sexuée) et le mycélium constituent la principale source d’inoculum
primaire. En présence d’humidité, les périthéces libérent les ascospores et le mycélium
produit des conidies. Les deux types de spores sont disséminés pour initier 1’infection
primaire sur les plantules de blé en début de saison. Au cours de la saison, 1’infection
secondaire est assurée par les conidies qui sont facilement disséminées par le vent. La
germination des conidies et I’infection des tissus sont favorisées par une durée
d’humectation du feuillage de 24 a 48h. Les températures optimales pour I’infection se
situent entre 18 et 28°C. La sporulation au niveau des taches foliaires est favorisée par
des conditions humides. (Ezzahiri, 2001 ; Aouali et Douici-Khalfi, 2009).
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Figure 1 : Conidies de tritici-repentis ~ Figure 2 : Cycle de développement de la tache auréolée

(G25x3,2) (Azoui, 2015) (Sayoud, 2008)

1.6.5.2. Symptémes et dégats

La tache auréolée se développe sur les faces supeérieures et inférieures des
feuilles. Les lésions apparaissent d’abord sous la forme de mouchetures ocre qui
s’allongent ensuite en lésions lentiformes, semblables a celles produites par le
champignon de la tache septorienne des feuilles. La présence d’un point brun foncé au

centre des taches. Ainsi que la présence d’un halo jaune caractéristique autour des
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taches présentent les symptomes les plus remarquables. Les facteurs favorisants sont ;
température entre 18 et 28°C ; humidité entre 60 et 100% ; un temps pluvieux et

couvert qui persiste plus de 48 heures permet I’infection des plantes (Bayer, 2017).

La tache auréolée cause beaucoup de degats et elle a pour conséquence ; la
perte de tissus assimilateurs, la rétention des assimilas et des composants azotés dans
les feuilles ce qui provoque la dépréciation de la qualité du grain, la réduction du poids
moyen du grain et par conséquent le rendement, En effet, les pertes de rendement
causées par la tache auréolée varient avec les conditions climatiques, la sensibilité de
la variéte et le stade de la culture au moment de 1’attaque. Ces pertes peuvent atteindre
30% quand la maladie est présente tout au long du cycle de culture, et entre 10 & 15%

quand elle attaque aux stades tardifs seulement. (Bayer, 2017).
1.6.5.3. Situation de la maladie en Algérie

D’apres D’enquéte réalisée par Sayoud entre 1992 et 2004 concernant
I’importance des maladies du blé en Algérie et actualisée en 2008, on constate que la
tache auréolée est la maladie la plus dominante chez le blé dur (=60%) suivi par la
septoriose (=43%), la rouille jaune, la rouille brune, I’oidium, la jaunisse nanisante, la

carie et enfin le charbon alors qu’elle vient aprés la septoriose chez le blé tendre.

Importance des maladies du blé en Algérie

Souree: Sapoud B, Exploranon et synthése des résultare d’ engudes —1 $92- 23004 — Projers PNUD er
MERS (ectualices fusgu’'en 2008)

100 T

Roullle  Jsunlsss  Roulle oo o Carle Charbon
bruns nanisante. Jauns - nu

Tachs
aureoiee SeptoTiOEs

Figure 3 : L’importance des maladies du blé en Algérie (Sayoud, 2008).
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La situation actuelle des maladies en Algérie (Benbelkacem et Bendif, 2010)
indique que les champs de blé tendre sont infestés selon ordre d’importance par la
rouille brune, la septoriose, et a un degré moindre la rouille jaune alors que les champs
de blé dur sont caractérisés par la prédominance de la rouille brune, la tache bronzée
(tache auréolée), et des septorioses. La rouille jaune a été observée surtout dans 1’Est

du pays.

2. Pollution des sols agricoles

Le sol est un compartiment complexe, un carrefour multifonctionnel en relation
avec lithosphere, hydrosphere, atmosphere et biosphere. Il est le résultat de
I’altération, du remaniement et de I’organisation des couches supérieures de la croiite

terrestre sous 1’action de la vie et des échanges d’énergie qui s’y manifestent (Thomas,

2008).

Un sol est considéré comme pollué quand il contient un ou plusieurs polluant(s)
ou contaminant(s) susceptibles de causer des altérations biologiques, physiques et
chimiques de I'écosysteme constitué par le sol (AFNOR, 1994). La notion de pollution
du sol appelle donc généralement a la contamination d'un ou plusieurs composants des
écosystemes (atmosphére, milieux aquatiques) ou a l'accumulation et a un transfert des
polluants vers la chaine trophique par des organismes en contact direct ou indirect

avec le sol (plantes, mésofaune, champignons, bactéries).

Parmi les polluants rencontrés, on retrouve principalement les pesticides, les
hydrocarbures dont les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et les
éléments traces metalliques (ETM). Les ETM les plus répandus, en termes
d’occurrence sur les terrains contaminés, sont le plomb (Pb), le chrome (Cr), le
cuivre(Cu) et, dans une moindre mesure, 1’arsenic (As), le zinc (Zn), le nickel (Ni), le
mercure(Hg) et le cadmium (Cd). Parmi les ETM, les métaux lourds (Pb, As, Hg et
Cd) sont considérés avec un trés vif intérét. En concentration d’oligo-éléments, la
plupart des métaux sont indispensables au métabolisme cellulaire. Mais leur forte
toxicité en fait de véritables poisons pour toutes les especes animales ainsi que pour la

plupart des végétaux si la dose absorbée devient trop importante (Perrono, 1999).

25



Chapitre I : Contexte Bibliographique | Yaiche F, 2017

2.1. Origine et sources de pollution

Une contamination du sol a souvent pour origine une diffusion lente de produits
stockés dans des conditions non réglementaires. Un site pollué peut apparaitre ou étre

découvert en cas :

» d’incident ou d’accident d’exploitation
» de découverte d’une pollution ancienne a 1’occasion par exemple d’un

changement de propriétaire.
Selon Souguir (2009), Il existe deux sources de pollution:

e Pollution diffuse : elle touche une grande superficie. Elle peut étre due
aux pratiques agricoles ou aux retombées atmosphériques

e Pollution ponctuelle : elle est trés localisée et intense. Elle est liée a des
sites industriels, a des dépdts de déchets ou a d’autres sites pollués de

facon chronique ou accidentelle.

2.1.1. Naturelle

Les ETM présents dans les sols sont issus de I'héritage du fonds géochimique,
Naturellement, le sol contient des ETM issus de la roche-mére sur laquelle il s'est
formé. Par conséquent, le sol sera d'autant plus riche en ETM que la roche-meére I'est
également. Ainsi, des sols formés sur des sables quartzeux renferment des quantites
extrémement faibles d'ETM (moins de 5 mg/kg de MS de Cu) alors que ceux qui se
sont formés sur des sédiments calcaires ou marneux, ou des schistes sont plus riches
(25 a 50 mg/kg de MS de Cu) (Perrono, 1999).

2.1.2. Anthropique

Les métaux sont des constituants naturels des roches et des sols. Ces métaux
sont présents a I'état de trace d'ou le nom “eléments traces métalliques”. Leurs sources
d’émission dans I’environnement sont trés nombreuses et difficiles a limiter, les plus
importantes sont d’origine anthropique (industries, fonderies, engrais chimiques...).

Les engrais chimiques, en particulier les fertilisants phosphatés sont des produits non
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purifiés et contiennent de ce fait des quantités variables d’impuretés parmi lesquelles

les métaux lourds occupent une place de premier plan (Mortvedt et al., 1981).

Les boues résiduaires d’origine urbaine constituent une autre source de
contamination des zones agricoles par les métaux lourds. Certains métaux lourds sont
présents en grande quantité dans ces boues. En plus de ces métaux lourds, ces boues
contiennent des composés organiques dangereux dont certains sont des mutagenes
comme la nitrosamine, les PCB, le dibenzo-pdioxinepolychlorinate et le furan

(PCDDI/F) et les hydrocarbures poly-aromatiques (Rejeb, 1990).

Il existe d’autres sources de contamination de I’environnement par les métaux
lourds reposant sur I’utilisation des produits phytosanitaires essenticllement les
herbicides, les insecticides et les fongicides mercuriels et cupriques destinés au
traitement des cultures ou a la conservation des semences. Ces produits contribuent a

la toxicité du sol par des éléments traces (Souguir, 2009).

2.2. Contamination des sols par les éléments traces métalliques

Tous les ETM sont potentiellement polluants. Leur nocivité est fonction de leur
concentration dans le sol mais également de leur spéciation chimique et de leur
biodisponibilité. En effet, I'impact potentiel des ETM sur la biosphére dépend en
grande partie de leur passage dans la solution de sol (MacDonald et Hendershot, 2006
; Fest et al., 2008).

La notion de biodisponibilité a été définie par Baize en 2007 comme "l'aptitude
d'un élément a étre transféré d'un compartiment du sol vers un organisme vivant
(microflore, faune, flore et homme)". La biodisponibilité résulte de l'interaction de
trois parametres, l'espéce chimique présente dans la solution du sol (nature et
concentration), les propriétés physico-chimiques et microbiologiques du sol et

I'organisme vivant considére.

27



Chapitre I : Contexte Bibliographique | Yaiche F, 2017

2.3. Les ETM dans la plante

L’interface sol-racine est le si¢ge d’intenses processus physiques, chimiques et
biologiques qui participent au contrle du prélevement des métaux par les plantes.
Certains élements métalliques sont essentiels aux organismes vivants a de faibles
concentrations. Mais, ils agissent a de fortes concentrations comme un facteur de stress
qui entraine une modification de la réaction physiologique. Le terme «sensibilité »
décrit les effets du stress, qui peuvent aller jusqu’a la mort de la plante, Par
opposition, le terme « resistance » fait référence a la réaction de la plante qui lui
permet de survivre face au stress métallique et d’assurer sa descendance. (Kabata-

Pendias and Pendias, 2001).

Parmi 1’ensemble des métaux lourds, une vingtaine d’entre eux sont
indispensables aux processus physiologiques majeurs, en particulier la respiration, la
photosynthése ou 1’assimilation des macronutriments (Kabata-Pendias and Pendias,
2001). Certains métaux, Cu, Zn, Ni, Fe, Co, Se et Ba, sont aussi impliqués au niveau
de processus moléculaires tels que le controle de I’expression des genes ; la
biosynthese des protéines, des acides nucléiques, des substances de croissance, de la
chlorophylle et des métabolites secondaires ; le métabolisme lipidique ou la tolérance
au stress (Rengel, 1999). En outre, certains éléments traces peuvent se présenter sous
différents états d’oxydation. Ils jouent ainsi un role d’accepteurs ou de donneurs
d’électrons, trés important dans les multiples Systemes enzymatiques mettant en jeu
des réactions d’oxydoréduction (Chaignon, 2001). Malgré la grande diversité des
besoins et des niveaux de tolérance aux métaux lourds chez les plantes, certains restent
considérés comme des poisons cellulaires pour lesquels les doses admissibles sont trés
faibles. On retrouve parmi les plus toxiques, Hg, Cr, Ni, Pb et Cd (Kabata-Pendias and
Pendias, 2001).

2.4. Le Cuivre

Le cuivre est un élément chimique de symbole Cu et de numéro atomique 29, il

est appartient au groupe 11 et de période 4. Sa masse atomique est de 63,546g/mole, il

est représenté sur notre planéte par deux isotopes stables : Cu (69,17%), ®°Cu
(30,83%). (Amirouche, 2011)
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Le Cu est un élément essentiel pour les plantes supérieures comme le Fe, Zn,
Mn, et Ni. Il existe sous de multiples formes redox grace a sa faculté d’échanger des
électrons depuis son orbite d (Palmer et Guerinot, 2009). Ce métal est un cofacteur
dans la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie et le chloroplaste
(Marschner, 2011). En tant qu'une protéine a cuivre, le complexe IV, ou cytochrome c
oxydase (dernier accepteur d’électrons de la chaine respiratoire dans la mitochondrie),
appartient a la superfamille des oxydases a héme-cuivre. Le site actif binucléaire de
cette enzyme est composé d’un noyau héme de haut spin (héme a3) associé a un ion
cuivre (CuB). En plus de ce centre binucléaire, le cytochrome ¢ oxydase possede un
héme de bas spin (heme a) et un autre centre cuivre (CuA). Le cuivre divalent est
facilement réduit en Cu monovalent instable. Ainsi, Cu lié enzymatiquement participe
a des réactions d’oxydoréduction principalement dépendantes du changement de
valence : Cu** + e — Cu" (Mengel et Kirkby 2001). 1l est associé & de nombreuses
enzymes intervenant dans des processus physiologiques clés tels que la photosynthese
et la respiration (Kabata-Pendias et Pendias 1992 ; Michaud, 2007) :

v’ La plastocyanine des chloroplastes : protéine participant a la chaine de transport
des électrons au cours de la photosynthese.

v Le superoxyde dismutase : responsable de la détoxification de radicaux
superoxydes.

v' L’ascorbate oxydase : catalysant les réactions d’oxydation de [I’acide
ascorbique.

v' Les péroxydases et les phénols oxydases : enzymes impliquées dans la synthese

des plastocyanines et de la lignine, respectivement.

Il existe deux voies d’absorption du cuivre au niveau racinaire : la voie
apoplastique et la voie symplasmique. Le cuivre s’accumule surtout dans les racines a
cause de sa forte affinité pour 1’apoplasme racinaire, ce qui explique en grande partie
les teneurs élevées des racines en cuivre. Ainsi de 10 a 84 % du cuivre total dans les

racines est du cuivre apoplastique (Brun et al, 2001, Michaud et al, 2007).
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2.4.1. L’apoplasme, voie principale d’adsorption de Cu?

La composition de I’apoplasme et la capacité¢ d’échange cationique racinaire
(CECR) varient suivant I’espéce, la variété et I’age du végétal (Marschner, 1995). Plus
la CECR est élevée, plus la concentration en cuivre adsorbée dans 1’apoplasme sera
importante. Le cuivre se fixe préferentiellement sur la pectine de la paroi cellulaire
lorsque le cuivre est en exces dans le milieu (Konno et al., 2005). L’apoplasme
racinaire possede des groupes fonctionnels, le plus souvent carboxyliques, chargés
négativement & pH neutre ou alcalin, qui peuvent fortement se lier aux ions Cu?*
(Mengel et Kirkby, 2001, Iwasaki et al., 1990). L’adsorption du cuivre sur les
constituants de la paroi cellulaire augmente avec le pH tandis que la complexation du
cuivre avec les ligands organiques comme ’acide malique et surtout 1’acide citrique
diminue son adsorption apoplastique (Vulkan et al., 2004). L’adsorption apoplastique
du cuivre sur les parois cellulaires pourrait étre mobilisée lors de carence en cuivre et
étre une étape préliminaire a 1’absorption du cuivre (Graham, 1981). Toutefois, un
exceés de Cu®* lié & la paroi cellulaire peut avoir une action pro-oxydante et inhiber la

croissance cellulaire (Fry et al., 2002 cité par Martins et al., 2012).
2.4.2. Absorption du cuivre Cu” par la voie symplasmique

L’absorption des métaux correspond a leur transport a travers la membrane
plasmique. Pour le cuivre, I’absorption s’effectue majoritairement sous la forme
ionique libre Cu™ mais la forme liée aux ligands organiques pourrait étre absorbée sans
dissociation du complexe formé (Xuan et al., 2006).Les mécanismes d’absorption du
cuivre sont encore mal connus, bien qu’ils aient été étudiés chez Arabidopsis thaliana :
ils nécessitent des transporteurs a haute affinit¢ pour Cu®, les COPT (copper
transporters), localisés au niveau des apex des racines primaires et secondaires, parfois
au niveau de la zone d’élongation et des poils racinaires. Comme le cuivre est présent
dans ’apoplasme sous la forme Cu®", il doit étre réduit sous la forme Cu* pour passer
la membrane plasmique via les transporteurs COPT1 et COPT2. Cette réduction est
possible grace a des protéines de la membrane plasmiques FRO (ferric réductase
oxydase) qui réduisent également les ions Fe** (Puig et al., 2007) bien qu’il ne soit pas
établi que ce soient strictement les mémes protéines qui effectuent la réduction des 2
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ions car elles pourraient étre localisées a des endroits différents sur la racine selon
I’ion (Bravin, 2008). La présence d’acide ascorbique provoque également la réduction
de Cu?*" en Cu". Tous les transporteurs membranaires de cuivre et leur fonctionnement
biochimique ne sont pas encore connus. Dans les plantes, ce sont majoritairement des
transporteurs COPT1 qui permettent au cuivre de franchir la membrane plasmique
sous la forme Cu+. L’activité de ces transporteurs n’est pas pH-dépendante (Martins et
al., 2012). Il semblerait que les transporteurs membranaires de Zn**, les ZIP puissent
également transporter les ions Cu?*, mais les avis semblent contradictoires & ce sujet
(Clemens, 2001, Puig et al., 2007). Les transporteurs transmembranaires des métaux
sont rarement spécifiques a un seul métal. Le transport d’un métal est donc en
compétition avec d’autres ions dont H" et dépend donc du pH (Bravin, 2008). Il y a
une compétition pour les sites d’adsorption racinaire entre H*, Ca 2*, Cu®*, Zn®" et
Mg (Kinraide et al., 2004, Vulkan et al., 2004). L’affinit¢é des membranes
plasmiques pour Cu®* est plus importante que pour Ca*" Zn?* et Mg** (Vulkan et al.,
2004). Pourtant, I’absorption du cuivre est stimulée par Ca®" et inhibée par Zn?*
(Martins et al., 2012).

NMembrane

Milieu Slasmicue

IntraCellulaire

Milieu
ExtraCellulaire

ATP
H+
ADP + Pi
NADPH + H* Cu?z+
NADP~ Cu*

Cu*

Figure 4 : Transporteurs membranaires du cuivre impliqués

dans I'absorption racinaire (Bravin, 2008).
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2.4.3. Translocation du cuivre vers les parties aériennes

Aprés avoir franchi les membranes plasmiques des cellules racinaires, 1’ion Cu”
est transporté vers les parties aériennes via le xyleme sous forme complexé par des
acides aminés (Brun et al., 2001) par I’histidine ou la nicotianamine (Clemens, 2001)
ou des acides organiques comme le citrate ou le malate (Puig et al., 2007). La
nicotianamine est aussi utilisée pour le transport de Fe?*, I’histidine est davantage
présente dans les plantes plus tolérantes au cuivre (Clemens, 2001). La concentration
du cuivre dans le xyléme et le phloeme est a 1’état de trace, soit environ 140 uM, et
semble corrélée a la concentration en acides aminés (KabataPendias, 2010). Le cuivre
est ensuite stocké dans les vacuoles et d’autres organites cellulaires, il pénétre dans la
cellule grace au transporteur COPT1. Dans le cytoplasme, le cuivre est pris en charge
par des chaperons (COX17, CCH, CCS, CpCCS) car les ions cupriques libres sont
hautement toxiques pour la cellule. Les chaperons transportent le cuivre jusqu’aux
enzymes Cu-dépendantes des organites ou vers la vacuole pour étre stocké
(Marschner, 1995, Clemens, 2001, Yurela, 2005). Des transporteurs spécifiques sont
utilisés pour pénétrer dans les organites : COPT5 et RAN1 pour ’appareil de Golgi,
COPT3, PAAL et PAA2 pour les chloroplastes et COX17 pour les mitochondries
(Yruela, 2005). Le cuivre pourrait également étre transporté dans la vacuole et les

chloroplastes grace a des pompes a protons ATP-ases qui pourraient également étre

utilisées pour d’autres cations. (Martins et al., 2012, Yruela, 2005).

/ Chloroplast

Figure 5: Différents chélateurs et transporteurs cupriques
impliqués au niveau cellulaire (Yruela, 2005)
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Lorsque le cuivre est en exces, il est pris en charge par des molécules plus
spécifiqgues des métaux lourds comme les metallothionéines (MTs) et les
phytochélatines (PCs) jusqu’a sa destination finale, généralement la vacuole (Yruela,
2005). Les métallothionéines sont des protéines riches en cystéine surtout présentes
chez les plantes tolérantes au cuivre (Wei et al., 2008, Jack et al., 2007) et présentent
une tres forte affinité pour le cuivre (Banci et al., 2011). Les phytochélatines résultent
de la réduction de glutathion (GSH) formé de glutamine, cystéine et glycine, Ils sont
synthétisés a partir du glutathion par la phytochélatine synthase (PS), sous I’effet du
stress oxydatif engendré par une toxicité cuprique élevée (Wei et al., 2008). Dans la
vacuole, le cuivre est pris en charge par des acides aminés, des acides organiques et
des métallothionéines (Clemens, 2001). Le cuivre stocké dans la vacuole peut étre
remobilisé par la plante si nécessaire, lorsqu’il n’y a plus de cuivre disponible dans le

milieu (Martins et al., 2012).
2.4.4. Toxicité du cuivre

Le cuivre est défini comme un Elément Trace Potentiellement Toxique (en
anglais PTTE) (Adriano, 2001); comme tout élément essentiel au développement de la
plante, il peut induire des symptdémes de toxicité (réduction de la biomasse, inhibition
de la croissance racinaire, bronzing, chlorose, réduction du préléevement de Fe, Zn et P,
perte de I’intégrité du chloroplaste, etc.) a des expositions supérieures a I’homéostasie

cellulaire de Cu (Marschner, 2011).

2.4.4.1. Rhizotoxicité

Le cuivre s’accumule dans les racines et particulicrement dans 1’apoplasme,
ainsi, sa phytotoxicité agit principalement sur la croissance et la morphologie du
systeme racinaire (Marschner 1995 ; Michaud, 2007). Un excés de Cu dans le milieu
environnant induit une rhizotoxicité visible au travers d’un épaississement et d’une
coloration brune des racines, de la diminution de la ramification et du nombre de poils

racinaires et de 1’élongation racinaire globale (Sheldon et Menzies 2005; Kopittke et
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Menzies 2006). Des Iésions de 1’épiderme sont également observées ainsi qu’un
épaississement des apex et des dommages occasionnés sur les méristemes. Les lésions
de I’épiderme observées sous toxicité métallique, comme avec Al, pourraient étre dues
a une différence de taux d’élongation entre I’intérieur et I’extérieur des cellules. Les
effets de la phytotoxicité de Cu sur I’¢longation racinaire sont d’ailleurs similaires a
ceux provoqués par Al (Blamey, 2001). La liaison de 1’Al avec des composés
pectiques des parois cellulaires augmenterait la rigidité des parois cellulaires et
déplacerait les cations basiques, particuliérement Ca®*, diminuant ainsi I’expansion

I**, les ions Cu®*

cellulaire et donc 1’élongation racinaire. Comme pour les ions A
pourraient inhiber I’élongation racinaire en réduisant 1’expansion cellulaire et en
augmentant la rigidité des parois cellulaires. D’autre part, la rhizotoxicit¢ de Cu
pourrait altérer la nutrition globale de la plante en réduisant le prélévement d’éléments

nutritifs a travers une diminution de la croissance racinaire.
2.4.4.2. Déficience induite en fer et chloroses

En plus de la rhizotoxicité, la phytotoxicité de Cu est également connue pour
induire dans certains cas une déficience en Fe et des symptémes de chlorose ferrique
(Kabata-Pendias et Pendias 1992 ; Mengel et Kirkby 2001). Des travaux ont ainsi
montré que les teneurs en Fe des parties aériennes diminuaient avec 1’augmentation de
la concentration en Cu en solution et dans le sol (McBride, 2001) chez des céréales
comme le mais et le bl¢, avec ’apparition de symptomes de chlorose ferrique. Des
niveaux élevés de Cu peuvent également induire la formation de radicaux libres et
provoquer un stress oxydatif. Ceci peut agir sur la peroxydation des lipides et entrainer
la destruction des membranes plasmiques, la détérioration de la structure et de la
composition des thylakoides et des chloroplastes, altérer les photosystémes et ainsi
inhiber la photosynthése (Yruela et al, 1996 ; Quartacci et al., 2000 ; Yruela 2005). En
plus de I’induction d’une déficience en Fe, la toxicit¢é de Cu pourrait aussi agir
directement sur la photosynthése, en altérant notamment la chaine de transport

d’¢électrons, et induire des symptomes de chlorose.
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2.4.5. Tolérance

Le cuivre est un élément fortement toxique capable de catalyser la production
de radicaux libres qui sont de puissants oxydants. Par conséquent, les plantes ainsi que
les autres organismes ont développé des mecanismes complexes d’homéostasie pour
maintenir dans une gamme étroite les concentrations en oligoéléments tels que Cu et
minimiser les risques de phytotoxicité (Clemens 2001). Le cuivre possede trois états
d'oxydation, le Cu*, Cu®** et le Cu®*. Dans la cellule, differents systémes ont évolué
pour canaliser le pouvoir d'oxydoréduction du cuivre et réguler son homeostasie
(Manon Gault, 2014). Les plantes ont développé des mécanismes d’homéostasie pour
maintenir les concentrations en oligoéléments dans une gamme étroite. Pour gérer
I’excés de cuivre, les plantes peuvent mettre en place plusieurs stratégies qui sont
principalement I’exclusion et la séquestration. La stratégie la plus courante est

I’exclusion (Lou et al., 2004).

L’exclusion consiste a limiter la pénétration des contaminants au niveau des
racines. Il s’agit soit de produire des exsudats qui vont limiter la biodisponibilité¢ des
métaux, soit de les piéger dans les parois cellulaires pour limiter leur pénétration vers
I’intérieur des cellules, et éviter leur transfert vers les parties aériennes plus sensibles
pour protéger celles-ci. La plante peut diminuer la biodisponibilité du cuivre dans le
sol grace aux ligands organiques qui vont se complexer au cuivre, ou grace aux
exsudats racinaires permettant de modifier le pH (Hall, 2002). La plante peut aussi
bloquer le cuivre sur les parois cellulaires en augmentant les charges négatives des
parois, qui peuvent alors se lier aux cations métalliques (Wei et al., 2008). La plante
limite également la concentration du cuivre dans les cellules racinaires en diminuant
I’activité des transporteurs de cuivre de la membrane plasmique vers le cytoplasme ou

en augmentant 1’activité d’efflux du cuivre qui y a pénétré via des exsudats racinaires

(Hall, 2002).

La séquestration consiste a lier le cuivre libre a des phytochélatines ou des
métallothionéines pour limiter ses dégats oxydatifs dans la plante puis a le bloquer
dans les cellules en les stockant dans la vacuole ou dans des organes spécialises. La
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production de phytochélatines et de métallothionéines augmente en cas d’exposition a
une teneur élevée en cuivre. Les phytochélatines sont des monomeéres de type
Glutathion, tandis que les métallothionéines sont des protéines riches en Cystéine
(Clemens, 2001). Ces deux familles de molécules se lient au cuivre grace a des
groupements thiols. Des composés NPT (non proteine thiol content) pourrait
également accroitre la tolérance au cuivre en formant un complexe avec le cuivre afin

de faciliter son transport du tonoplaste vers la vacuole (Wei et al., 2008).
3. La résistance naturelle des plantes
3.1. Perception des stress abiotiques

Les mécanismes de perception des stress abiotiques sont encore en partie
méconnus. Lors d’un exces de lumiére, des récepteurs photosensibles, comme par
exemple les phototropines, les néochromes et les cryptochromes, vont capter
I’information et transmettre le signal. Selon le rayonnement (longueur d’onde),
certains de ces récepteurs peuvent également intervenir lors de radiations par les
ultraviolets (UV) : les phytochromes pour la lumiere rouge, les cryptochromes et les
phototropines pour la lumiére bleue et les UVA, et il semblerait que des récepteurs

(encore indéterminés) soient impliqués dans la perception des UV-B (Li et al., 2009).

En revanche, dans le cas d’un stress hydrique, salin ou d’une exposition a de
basses tempeératures (chilling ou freezing), la présence de récepteurs n’a pas encore été
démontree. 1l semblerait que ce soit plutdt les dégats causes par ces stress qui seraient
détectés par la plante et engendreraient 1’activation des mécanismes de défense. Par
exemple, la plante va percevoir le froid via les modifications de la fluidité
membranaire, 1’accumulation de FAOs, la réorganisation du cytosquelette ou la

modification de la conformation des protéines (Knight & Knight, 2001).
3.2. Perception de I’agent pathogéne

Tout comme les animaux, les plantes sont capables de reconnaitre le non-soi et
le soi modifié, ainsi que d’induire des mécanismes de défense en réponse aux attaques

d’agents pathogenes (Chisholm et al., 2006 ; Jones & Dangl, 2006 ; Nurnberger &
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Kemmerling, 2009). Deux types de reconnaissance peuvent étre proposée ; la
reconnaissance spécifique qui fait intervenir le produit du géne de résistance de la
plante et le produit du géne d’avirulence du pathogéne correspondant, et la

reconnaissance non spécifique qui implique des éliciteurs généraux.

3.2.1. La reconnaissance par les éliciteurs généraux

La résistance non-spécifique d’hote est basée sur la reconnaissance d’éliciteurs
généraux communs a de nombreux agents pathogenes. Initialement, le terme éliciteur a
¢té utilis€ pour décrire les molécules capables d’induire la production des
phytoalexines (Keen, 1975), puis il a été étendu a I’ensemble des molécules qui
induisent les réactions de défense chez les plantes (Montesano et al., 2003). Ainsi,
d’aprés cette définition, les ¢éliciteurs peuvent avoir une origine microbienne ;
éliciteurs exogenes (constituant des surfaces, ou molécules sécrétées), ou bien provenir
de la dégradation de la paroi cellulaire végétale sous 1’action des enzymes
hydrolytiques du parasite ; éliciteurs endogénes (Garcia-Brugger et al., 2006). Ces
éliciteurs appartiennent a plusieurs familles chimiques : protéines, glycoprotéines,
glycanes, lipides. Les éliciteurs sont aussi regroupees sous le terme de PAMPs
(pathogen associated molecular pattern) et sont reconnues par des récepteurs de la

plante appelés PRRs (pattern-recognition receptors) (Zipfel, 2008).

* Les MAMPs (microbial-associated molecular patterns)

Anciennement appelés éliciteurs exogenes, ce sont en géneral des éléments
nécessaires a la survie des micro-organismes, donc conservés au cours de 1’évolution
(Lyon, 2007 ; De Vleesschauwer & Hofte, 2009). Leur nature est variée
glycoprotéines (Poinssot et al., 2003 ; Garcia-Brugger et al., 2006), oligosaccharides
(Klarzynski et al., 2000 ; Rabea et al., 2003) ou composeés lipidiques (Amborabé etal.,
2003 ; Zeidler et al., 2004 ; Varnier et al., 2009). Les composants principaux de la
paroi des champignons (chitine, glucanes, ergostérol, sphingolipides) sont d’excellents

éliciteurs (Zhang etal., 2002 ; Umemura et al., 2004 ; Lyon, 2007 ; Zhang et al., 2010).
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* Les DAMPs (dammage-associated molecular patterns)

De nombreux DAMPs (Hématy et al., 2009), anciennement appelés éliciteurs
endogenes, et d’extraits de plantes ont été caractérisés comme agent éliciteur ces
derniéres années : brassinolide, oligogalacturonides, oxalate, extraits d’Hedera helix,
VOCs produits en réponse a une blessure et extraits d’algues marines (Bouarab et al.,
1999 ; Klarzynski et al., 2001 ; Nakashita et al., 2003 ; Lyon, 2007).
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Eligiteurs endogénes pd (constituant de la paroi de I'agent pathogéne)
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Cellule de pathogéne Protéines constituantes  Celiule végétale
de la plante Cellule d’un agent pathogéne Cellule végétale
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Schéma de I'interaction entre une cellule d'un agent
athogéne et une cellule végétale :

Schéma de I'interaction entre deux cellules
de l'agent pathogene et du végétal :
bercepdon générale avec dliciteur endogéne. Perception générale avec éliciteur exogéne

Figure 6 : La reconnaissance par les éliciteurs généraux (Anonyme 2).

3.2.2. La reconnaissance spécifique

Il s’agit du deuxiéme niveau de reconnaissance des plantes, lorsque les parasites
sont capables de franchir la barriere de la reconnaissance non-spécifique. Elle est liée a
la détection spécifique de certaines races, appartenant a une espéce de microorganisme
pathogéne, par certaines variétés, appartenant a une espece de plante héte. On doit a
Flor la démonstration que la résistance spécifique de race et de cultivar ne dépend en
général que d’un seul géne dans chaque partenaire (Flor, 1955). D’ou le concept géne-
pour-gene selon lequel la présence simultanée et spécifique du produit d’un géne de
résistance (R) dans le génome d’une plante et du produit d’un géne d’avirulence (Avr)
correspondant dans celui d’un parasite conduit a une résistance spécifique souvent
caractérisée par la mort cellulaire programmée des cellules attaquées, aussi appelé
réponse hypersensible (HR). L’interaction est alors considérée comme incompatible.

Ce phénomeéne de résistance, basé sur la reconnaissance spécifique d’effecteurs de
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I’agent pathogéne est qualifiée d’ETI (Effector-Triggered Immunity). Dans le cas ou le
parasite est capable de contourner tous les systemes de reconnaissance de son hote, il
parvient a se développer et a accomplir son cycle en provoquant la maladie. Cette
sensibilité¢ de la plante due aux effecteurs du parasite est qualifiée d’ETS (Effector-

Triggered Susceptibility) (Jones et Dangl, 2006).

Celiule d’un agent pathogene Cellule végétale
‘;ﬁ' — - s @ - Y
-v 2
- o 1
3 . Récepteur Géne de
_Geng eliciteur spécifique résistance
d’avirulence
Schéma d’intéraction entre une celfule d’un agent pathogéne
et une celluie végétale :
Perception spécifigue avec éliciteur spécifique

Figure 7 : La reconnaissance spécifique (Anonyme 2).
v" Les génes d’avirulence (Avr)

Les génes d’avirulence codent des protéines qui posseédent une activité élicitrice
spécifiqgue aux cultivars de plantes qui possédent les récepteurs race-spécifique
correspondants (Montesano et al., 2003, Ellis et al., 2007). De nombreux genes
d’avirulence ont été isolés chez les champignons, les bactéries et les virus et les
oomyceétes (Gohre and Robatzek, 2008). Dans le cas des bactéries, elles sont injectees
directement dans le cytoplasme des cellules vegétales grace au systeme de secrétion de
type Il (Espinosa et Alfano, 2004). Dans le cas des champignons, elles sont
majoritairement secrétées de fagon extracellulaire. Chez les oomyceétes, les protéines
d’avirulence sont secrétées dans la matrice extra-haustoriale puis internalisées dans la
cellule hote (Birch et al., 2008).
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v' Les génes de résistance

Depuis 1992, des genes de résistance ont été clonés chez différentes especes
végétales. Plus de 60 genes R ont été clonés a partir des plantes mono et dicotylédones
(Hammond-Kosack et Kanyuka, 2007). Enfin il apparait aujourd‘hui que le mode¢le
gene pour gene requiert non seulement les déterminants R et Avr, mais également
d’autre protéine-hotes (Dixon et al., 2002) qui s’associent au bindme R/Avr pour
activer la défense. Le systeme de reconnaissance R/Avr permet a la plante de
reconnaitre spécifiquement son agresseur et d’activer une cascade d’événements qui

vont lui permettre de résister.
3.3. La signalisation

La perception du stress va engendrer 1’activation de réponses précoces et la
transduction du signal au niveau intracellulaire. La survie de la plante dépendra de la
vitesse et de I’efficacité de leur mise en place. La reconnaissance entre la plante et un
microorganisme médiée par les génes de résistance et par la perception des PAMPs
conduit a I’activation d’une cascade de signaux aboutissant a la mise en place d’un
réseau complexe de mécanismes de défense et, dans le cas d’interactions spécifiques,
au déclenchement de la réaction HR. La découverte de nouveaux genes et I’analyse
d’une batterie de mutants ont permis de déchiffrer en partie la transduction des
signaux de reconnaissance impliquant des flux ioniques, des espéces activées de
I’oxygéne, des protéines, et des signaux hormonaux (Knight et Knight, 2001 ; Garcia-
Brugger et al., 2006 ;Zipfel, 2008).

3.3.1. Les flux ioniques et la dépolarisation membranaire

Les flux d’ions 4 travers la membrane plasmique (influx de Ca®* et H* et efflux
de K™ et CI") et la dépolarisation membranaire qui en découle ont lieu dés les premiéres
minutes de D’interaction. C’est la réponse la plus précoce a la reconnaissance
spécifique d’un agent pathogene. Parmi les différents ions cités, le calcium est
particulierement important pour le bon fonctionnement des protéines kinases qui

interviennent dans la phosphorylation/ déphosphorylation de diverses protéines afin de
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les réguler (Lecourieux et al., 2006 ; Wendehenne et al., 2002). Le Ca*" est considéré
comme ['un des seconds messagers majeurs puisqu’il peut activer de nombreux
événements dans la cellule végétale. L’entrée de Ca®* dans le cytosol est nécessaire
pour I’activation du stress oxydant et de la mort cellulaire chez A. thaliana en réponse
a P. syringae (Grant et al, 2000). De plus, plusieurs méthodes de mesure in vivo de la
concentration en Ca?* dans la cellule ont rapporté que la concentration en Ca®*
cytosolique libre ([Ca®*] cyt) variait de 50-100 nM & 1-5 uM en seulement 2 & 5 min
apres élicitation (Zhao et al., 2005). Concernant I’efflux de CI’, les réponses de
défense de plusieurs plantes requicrent ce mouvement d’ions a travers la membrane
plasmique (Nurnberger et al., 2004). De plus, des efflux de K* ont été également
observés dans des suspensions de tabac en réponse a la cryptogéine et a d’autres

éliciteurs (Pugin et al., 1997).

Figure 8 : Les flux ioniques.

3.3.2. Les différentes MAP kinases

Les plantes répondent aux stimuli extérieurs en mettant en place toute une
machinerie moléculaire et cellulaire complexe. Les Mitogen-Activated Protein Kinases
(MAPKS) sont des éléments clé de ce systeme de reponses : elles interviennent dans la
transduction d’un signal lors d’un stress, au cours du cycle cellulaire, et au niveau du
controle de la croissance. L’augmentation intracellulaire des ions Ca®* active par la
suite une cascade de MAPKsqui va activer différents facteurs de transcription,
permettant ainsi ’induction de I’expression de genes impliqués dans les réponses de

défense (Pitzschke et al., 2009). La voie des MAPKs fait intervenir de nombreuses
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molécules dont les principales sont les MAPKSs, les MAPKKs, et les MAPKKKS
(Widmann et al., 1999 ; Ligterink et Hirt, 2000).La voie des MAPKSs est une voie
intracellulaire essentielle a la transduction du signal aprés la perception d’un stress
(biotique ou abiotique), qui permet d’acheminer le signal depuis la surface des cellules
(récepteurs) jusqu’au noyau (Colcombet et Hirt, 2008 ; Pitzschke et al., 2009). Cette
voie se caractérise par des cascades successives d’activation de kinases : 1’activation
d’une MAPK kinase kinase (MAPKKK) induit la phosphorylation d’'une MAPK
kinase (MAPKK) sur les résidus sérine et thréonine, qui va elle-méme phosphoryler
une MAPK sur les résidus tyrosine et thréonine. La MAPK ainsi activée active certains
facteurs de transcription ou migre par la suite dans le noyau ou pour influer sur divers
phénomeénes : la production de FAOs et de messagers secondaires, 1’expression de
génes impligués dans les réponses de stress, et la mort cellulaire (Xiong et Zhu, 2001 ;
Pedley et Martin, 2005 ; Pitzschke et al., 2009 ; Rodriguez et al., 2010).

Agent pathogéne

}

Récepteurs

N

Autres voies de Autres signaux (Ca?* ...)
signalisation
|
v ! b b
Production Production Expression de génes Mort cellulaire
d'éthyléne de FAOs

Figure 9 : Voie de signalisation des MAPKS.
FAOs : formes actives de I’oxygéne (d’apreés Pedley & Martin, 2005).
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3.3.3. Phosphorylation/déphosphorylation des protéines

La phosphorylation est I’ajout d’un groupement phosphate a une protéine. Les
phosphorylations et déphosphorylations de protéines jouent un role essentiel dans la
transduction des signaux menant a la résistance aux pathogénes chez les plantes. Elle
consiste en une modification de I’activité biologique d’une protéine, ainsi que sa
localisation et sa durée de vie. En réponse a des éliciteurs chez différentes especes,
I’analyse du phosphoprotéome a mis en évidence I’implication d’événements de
phosphorylation et de déphosphorylation de protéines qui interviennent précocement
dans la cascade de signalisation (Nuhse et al., 2007). Par exemple, en réponse a la
cryptogéine chez le tabac, des approches pharmacologiques ont permis de montrer que
de nombreux événements de signalisation (alcalinisation du milieu extracellulaire,
influx de Ca?*, production de FAQ), étaient régulés a la fois par des protéines kinases
et des protéines phosphatases (Lecourieux-Ouaked et al., 2000). Parmi les protéines
kinases impliquées dans les cascades de signalisation associées aux défenses figurent
les MAPKSs (Colcombet et Hirt, 2008 ; Pitzschke et al., 2009).

La phosphorylation ainsi que 1’activation des MAPKSs participe a 1’activation de
réponses de défense incluant I’expression de geénes codant des protéines de défense
comme les PR (pathogenesis-related) et des protéines du métabolisme secondaire,
ainsi que I’induction de la RH (Pedley et Martin, 2005).

3.3.4. Les espéces réactives de ’oxygene (ROS)

Lors de [I’établissement de la réponse a un stress biotiqgue une forte
accumulation de FAOs (ou ROS : Réactive Oxygen Spécies) a lieu en une ou deux
phases selon le type d’interaction : compatible ou incompatible. La premiére phase qui
est commune aux deux types d’interaction a lieu des les premiers instants, la seconde
n’est observée que lorsque I’interaction est incompatible environ 6 a 12h apres
détection de I’agent pathogéne. Cette dernic¢re est une des réponses les plus étudiées
entre un pathogene et sa plante hote (Torres et al., 2006 ; Parent et al., 2008). Les
principales formes étudiées dans les interactions plante-agent pathogéne sont I’anion

superoxyde (O,"), le radical hydroperoxyle (HO,"), le peroxyde d’hydrogene (H,O,,
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forme la plus stable) et le radical hydroxyle (OH’). Plusieurs enzymes interviennent

dans la biosynthése de FAOs au niveau de 1’apoplasme et de la membrane, notamment

les NADPH-oxydases (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate) et les

peroxydases. Les NADPH-oxydases participent a la synthése d’O,” et d’H,0O,, leur

production générant un ‘burst oxydatif” (Gerber et Dubery, 2004 ; Mitller et al., 2004 ;

van Loon et al., 2008). Ce burst est lui-méme impliqué dans 1’activation des MAPKS,

le renforcement des parois cellulaires, la mise en place de la réponse d’hypersensibilité

(RH) et ’expression de genes de défense, tout en ayant une activité cytotoxique directe

vis-a-vis des micro-organismes (Neill et al., 2002 ; Chinnusamy et al., 2004 ; Garcia-

Brugger et al., 2006).
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Figure 10 : Voie de signalisation par I’H,0, chez les plantes. (Neill et al., 2002).
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potentiels d’une accumulation d’H,0,.
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3.4. Les réactions de defenses

La cascade de signalisation, établie apres perception de I’agent pathogene, va
engendrer une reprogrammation de I’expression de génes, plus particulicrement des
génes de défense, afin de mettre en place des réponses de défense adaptées. Les
produits de ces genes sont impliqués dans les processus de signalisation cellulaire, les
voies de biosynthése de composés antimicrobiens et de protéines PR, participent au
renforcement de paroi mais aussi a la mise en place de la RH. Tous ces mécanismes

enclenchés conduiront a la résistance de la plante (Dubreuil, 2010).

3.4.1. La réaction d’hypersensibilité (RH)

Chez la plante, il existe un programme de mort cellulaire qui, inactivé dans des
conditions normales, est induit sous l'effet d'une stimulation par un organisme
pathogene. La mort cellulaire de type hypersensible se manifeste phénotypiquement
par l'apparition de Iésions nécrotiques localisées aux sites de pénétration du pathogéne.
La RH est une réponse de défense caractéristique qui est considérée par certains
auteurs comme 1’étape finale du processus de mise en place de la résistance (Mur et
al., 2008). Elle apparait dans de nombreuses interactions plante-pathogene et est
souvent associée a la résistance de type race-spécifique mais peut également étre
déclenchée par des éliciteurs généraux (Jones et Dangl, 2006 ; Heath, 2000). La RH
est définie comme une mort cellulaire localisée au niveau du site d’infection du
pathogeéne, qui entraine 1’apparition de 1ésions nécrotiques. Plutdt observée dans les
réponses de défense aux biotrophes, cette résistance locale limite le développement du
pathogeéne en réduisant I’accés aux nutriments (Dangl et al., 1996 ; Greenberg et Yao,
2004).

La RH est particulierement efficace pour lutter contre de nombreux agents
pathogenes (virus, bactéries, nématodes et champignons), mais il a été déemontre
qu’elle est insuffisante si les agents pathogeénes sont de type nécrotrophe (Glazebrook,
2005). En effet, ces derniers sont capables de vivre sur des tissus morts, et il a été
proposé qu’ils pourraient méme induire la RH pour leur propre profit (Govrin et
Levine, 2000 ; Govrin et al., 2006 ; Garcion et al., 2007). La RH est stimulée et
régulée par les flux ioniques (surtout le Ca*"), les FAOs (H,0, et NO) ou I’AS et elle
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est souvent associée a la production de phytoalexines et au renforcement des parois
cellulaires (Lecourieux et al., 2002 ; Garcion et al., 2007). Cependant, I’H,O, n’est pas
obligatoirement nécessaire pour son établissement (Dorey et al., 1999 ; Hirasawa et
al., 2005). De nombreux auteurs ont tout d’abord qualifi¢ la RH de mort cellulaire

programmée (PCD) similaire a I’apoptose chez les animaux (Greenberg et Yao, 2004).

3.4.2. Le renforcement des parois cellulaires

Pour la plupart des agents pathogenes, la paroi végétale constitue le premier
obstacle a franchir. Ainsi, il n’est donc pas étonnant que les plantes renforcent cette
barriere structurale en réponse a leurs attaques (Garcion et al., 2007). Parmi les
principales substances qui viennent renforcer la paroi, on peut citer les appositions
pariétales, la callose et la lignine. Les appositions pariétales sont des structures riches
en composeés pheénoliques qui s’accumulent au niveau du site d’infection, provoquant
une réorganisation du cytosquelette, et sont souvent associées a la résistance
(McLusky et al., 1999). La callose (B-1,3-glucane) s’accumule au niveau et autour du
site de pénétration pour former des papilles. Son r6le est de restreindre le
développement (barriére physique) et la progression du champignon pathogéne,
notamment par I’arrét des échanges nutritionnels entre le site d’infection et le reste de
la plante (Garcion et al., 2007). Plusieurs études ont mis en évidence ’implication de
la callose dans la défense de plusieurs espéces de plantes a différents pathogeénes,
traitées ou non par des inducteurs de résistance (Zimmerli et al., 2000 ; Soylu et al.,
2003 et 2004 ; Hamiduzzaman et al., 2005 ; Trouvelot et al., 2008 ; Ahn et al., 2007).

Le processus de lignification consiste en une accumulation de lignine sur
I’intégralit¢ de la paroi de la (les) cellule(s) infectée(s) ou a proximité du site
d’infection. La lignine intervient dans la formation du xyléme et du sclérenchyme et
elle est synthétisée pendant le développement de la plante. Cependant, son
accumulation est plus importante a la suite de stress biotiques ou abiotiques (Heitefuss,
2001 ; Hawkins et Boudet, 2003), ou il a été noté que sa composition différait de celle

produite lors de conditions non stressantes (Lange et al., 1995 ; Stange et al., 2001).
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3.4.3. La synthese de métabolites secondaires

Les métabolites secondaires, non essentiels aux processus métaboliques de
base, sont des produits de faible masse moléculaire de nature chimique variée
(terpenoides, dérivés d’acide aliphatique, phénoliques/phénylpropanoides, composés
riches en soufre et/ou azote) (Dixon, 2001). Appartenant a diverses classes chimiques,
Les phytoalexines sont des métabolites secondaires, de faible poids moléculaire, a
activité antimicrobienne (Ferrer et al., 2008). Elles se déposent rapidement autour du
site d’infection, ainsi qu’en réponse a des éliciteurs (Dixon et al., 2002). Leur
production entraine une réduction du développement de 1’agent pathogeéne et de la
severité des symptomes (Hammerschmidt, 1999). Cependant, une méme plante peut
synthétiser différentes phytoalexines comme par exemple le riz qui en possede 16
(Garcion et al., 2007). Plusieurs études ont mis en évidence la production de
phytoalexines a proximité du site d’attaque de I’agent pathogéne (Kobayashi et al.,
2000 ; Giorcelli et al., 2004 ; Verhagen et al., 2010).

3.4.4. La synthése de protéines PR

Des protéines PR (Pathogenesis-Related) sont produites par la plante a la suite
de divers stress (Tuzun et Somanchi, 2006). Leur réle dans les réponses de défense a
tous les types de pathogenes a été rapporté chez un grand nombre d’espéces végétales
comme le tabac, le persil, et I’orge (Van Loon etal., 2006). Depuis, 17 familles de
protéines PR ont été identifiées chez de nombreuses especes végétales. Elles sont
classées selon leurs structures et leurs activités biologiques (Edreva, 2005 ; van Loon
et al., 2006b ; Sels et al., 2008).

La majorité des protéines PR possede des activités anti-microbiennes. Les PR-2
(Les R-1,3- glucanases) ainsi que les chitinases (PR-3, PR-4, PR-8 et PR-11) sont
capables de dégrader les parois fongiques (Tuzun et Somanchi, 2006). A celles-Ci
s’ajoutent les osmotines (PR-5) qui perturbent la perméabilité membranaire des agents
pathogenes (Hu et Reddy, 1997 ; van Loon, 1997), les inhibiteurs de protéases (PR-6)
qui bloquent les protéines digestives et/ou les effecteurs de 1’agent pathogene (Sels et

al., 2008), ainsi que les endoprotéases (PR-7) qui seraient impliquées dans la
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dissolution des parois cellulaires microbiennes (van Loon et al., 2006b). Les
peroxydases (PR-9) sont impliquées aussi bien dans le métabolisme de 1’auxine et la
biosynthése de I’ET que dans la formation de lignine (Lagrimini et al., 1987). Les PR-
10 (Les N-glycosidases) inhibent la synthése protéique chez les agents pathogénes
(Stirpe et al, 1992). Les défensines, thionines et LTP (Lipid Transfer Protein),
respectivement PR-12, PR-13 et PR-14, possédent des activités antifongiques, parfois
antibactériennes voire méme insecticides pour les défensines (Wijaya et al., 2000 ; van
Loon et al., 2006b ; Sels et al., 2008).

Chez les monocotylédones, des PR-15 et PR-16 ont également été caracterisees.
Elles sont a 1’origine d’H,0, cytotoxique pour les agents pathogénes et peuvent
induire directement ou indirectement les réactions de défense de la plante (Donaldson
etal., 2001 ; Hu et al., 2003).

3.4.5. Autres systémes de défense au stress métallique
D’autres mécanismes agissant contre les effets néfastes des métaux lourds

peuvent étre mis en ceuvre chez les plantes :

3.4.5.1. Des transporteurs membranaires de type pompe ATPasique, spécifiques du
cadmium seraient présents chez A. thaliana et réaliseraient un efflux actif des ions

métalliques a I’extérieur des cellules (Briat et Lebrun, 1999).

3.45.2. L’accumulation des métaux dans les feuilles Agées Juste avant leur
abscission diminuerait ainsi les concentrations métalliques dans la plante. En général,
la concentration dans les feuilles augmente avec 1’age. Chez Armeriamaritimasubsp.
halleri, dans les feuilles marron (les plus agées), les concentrations en Cu, Cd, Zn et
Pb sont 3 a 8 fois celles des jeunes feuilles (Dahmani-Muller, 1999). Cette observation
suggere un transport interne depuis des feuilles vertes, encore actives d’un point de
vue photosynthétique, vers les feuilles qui sont sur le point de tomber, préservant ainsi

la photosynthése tout en détoxiquant la plante.
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3.4.5.3. Les protéines de choc thermique (Hsp) déja réputées pour leur implication
dans le stress lié a un choc thermique, seraient également responsables de la tolérance
aux métaux toxiques. En effet, des stress trés variés, ayant en commun de dénaturer les
protéines (stress protéotoxique), sont capables d'induire cette réponse de type « choc
thermique ». L'induction des HSP par le stress protéotoxique permet a la cellule de
réparer les dommages protéiques ainsi occasionnés par resolubilisation des agrégats,
renaturation des polypeptides ou, si cela est impossible, par I'engagement des protéines

dénaturées vers les voies de dégradation (Banzet et al., 1998).

3.4.5.4. La biosynthése d’éthyléne Dans les racines et les feuilles est provoquée par
certains métaux, comme le cadmium. L’éthyléne serait alors un messager stimulant la
lignification capable de limiter les flux de métaux dans les systemes vasculaires et
accelérant la réponse anti-oxydante par induction de I’activité ascorbate peroxydase,
ainsi que la synthese de métallothionéines (Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999).

3.5. Les molécules de la signalisation

La transduction du signal est le résultat d"un réseau tres complexe de régulation
et de connexion entre les différentes voies. Les molécules de signalisation
(phytohormones) interviennent dans la signalisation intercellulaire, c¢’est-a-dire
qu’elles vont diffuser le signal émis par la cellule stressée aux cellules voisines et
méme au reste de la plante. Les phytohormones sont des molécules indispensables a la
régulation de processus biologiques comme la croissance, le développement, la
reproduction, la survie mais aussi les mécanismes de défense des plantes (Bari et
Jones, 2009).

Les principales molécules impliquées dans les mécanismes de résistance sont
I’AS, I’AJ et PET (Pieterse et van Loon, 1999 ; Glazebrook, 2001 ; Thomma et al.,
2001). L’acide abscissique (ABA), les brassinostéroides (BR), les cytokinines (CK),
les gibbérellines (GA) et/ou l’auxine (AIA : acide indole-3-acétique) peuvent

¢galement intervenir dans la résistance mais leur rdle n’est pas encore bien défini car
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moins étudié (Pieterse et van Loon, 2007 ; Lopez et al., 2008 ; Shah, 2009 ; Truman et
al., 2010). Le rble de ces différentes hormones dans les réponses de défense a
récemment été décrit par Bari et Jones (2009). Le SA occupe le réle majeur dans
I"activation de défense contre les pathogénes biotrophes, tandis que le JA et ET sont
préférentiellement associés a la défense contre les pathogenes nécrotrophes (Kunkel et
Brooks, 2002; Turner et al., 2002; Glazebrook, 2005; van Loon et al., 2006).

3.5.1. L’acide salicylique (AS)

L acide salicylique (SA) est synthétisé dans les plantes en réponse a | attaque de
divers pathogeénes et constitue un élément clef pour I"établissement de la résistance
locale et la SAR (Loake et Grant, 2007 ;Vasyukova et Ozeretskovskaya, 2007). Il est
impliqué dans plusieurs réponses aux stress biotiques (infection par les pathogenes) et
abiotiques (exces de radiation UV, des niveaux d’ozone accrus) et qui interagissent
avec les especes réactives d oxygene dans un réseau de signalisation encore pas bien
élucidé. Le SA module aussi la mort cellulaire associée a la réponse hypersensible,
I"activation de la peroxydation des lipides et la génération de radicaux libres (Dempsey
et al., 1999; Shah et Klessig, 1999). L acide salicylique (SA) est une molécule
omniprésente de signalisation et impligué dans beaucoup de phénomenes
physiologiques des plantes (Raskin, 1992b). L’accumulation de SA en réponse au
stress implique a la fois sa biosynthese et sa libération a partir de composés conjugués.
Chez les vegétaux, deux voies de biosynthése sont responsables de la production
d’AS ; L’ AS peut étre synthétisé par la voie des phénylpropanoides via la PAL et/ou a
partir du chorismate via I’isochorismate synthase. La concentration d’AS augmente
localement et dans les parties systémiques en réponse a une infection par un agent

pathogeéne d’origine fongique, bactérienne ou virale (Ryals et al., 1996).
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Figure 11 : Voie de biosynthése de I’acide salicylique chez A. thaliana. (Shah, 2003).
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3.5.2. L’acide jasmonique (AJ)

L’ acide jasmonique (JA) est une molécule signal dérivée d’acides gras. Il est

impliqué dans plusieurs aspects de la biologie de la plante comme le développement

du pollen et de la graine, la défense contre les blessures, 1'ozone, les insectes et les

agents pathogenes (Turner et al., 2002; Li et al., 2001). L’AJ est aussi impliqué dans

divers processus développementaux tels que la germination des graines, la croissance

racinaire, la sénescence foliaire, I’ouverture des stomates (Bari et Jones, 2009).
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Figure 12 : Structure de I'éthyléne, acide jasmonique, méthyle-jasmonate (MeJa)

et acide salicylique. (Jaspard, 2011)
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La voie générale de la biosynthese de JA débute a partir de I"acide linoléique
(18 :3) qui est oxyde par la lipoxygénase. L'acide linoléique serait libéré par la
phospholipase a partir des lipides de la membrane plasmique tout comme chez les
mammiféres (Turner et al., 2002). La biosynthese du JA implique des enzymes comme
la lipase, lipoxygénase (LOX), allene oxyde synthéase (AOS) et allene oxyde cyclase
(AQOC) (Schaller, 2001).

3.5.3. L’éthyléne (ET)

L éthyléne (ET) est une phytohormone gazeuse impliquée dans la croissance et
le développement de la plante. C’est une molécule volatile dérivant de la méthionine
impliquée dans plusieurs processus physiologiques (abscission, germination, floraison
et sénescence, nodulation racinaire, mort cellulaire programmée) et dans les réponses
de défense (Bleecker et Kende, 2000 ; Panter et Jones, 2002 ; Broekaert et al., 2006).
Suite a des attaques par des agents pathogenes, des insectes ou suite a des blessures, il
s’accumule en grande quantité surtout au niveau du site d’infection. (Thomma et al.,
2001). L éthylene est aussi un régulateur des réponses de la plante suite a un stress

abiotique ou biotique suite a I'attaque par un agent pathogéne (Wang et al., 2002).
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Figure 13 : Voie de biosynthése de I’éthyléne. ACC : acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique;
SAM : SAdoMet ; ROS : formes actives de I’oxygéne ; MACC : malonyl-ACC ; MTA :
5’méthylthioadénosine (schéma simplifié de Wang et al., 2002).
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Le précurseur de I’ET lors de sa biosynthése est la S-adénosyl méthionine
transformée en 1-acide carboxylique 1-aminocyclopropane (ACC) par la ACC
synthase. L'ACC est ensuite transformé par 1’action de I’ACC oxydase en éthyléne,
CO2 et cyanide (Yang et Hoffman, 1984). L’expression des geénes d’ACC synthase et
ACC oxidase a été demontrée induite chez les plantes aprés inoculation avec des
agents pathogenes (van Loon et al., 2006). Le role de I'éthylene dans la défense des
plantes peut étre différent selon le type d"agent pathogéne et I'espéce de la plante. En
réponse a un pathogéne necrotrophe, I"éthylene en déclenchant des réponses de
défense pourrait inhiber le développement de symptdomes. En revanche, il pourrait
augmenter la mort cellulaire provoquée par les pathogenes biotrophes (van Loon et al.,
2006). En conclusion, on observe que les voies indépendantes de I’AS impliquent les
voies de I’AJ et/ou de ’ET. L’infection par un agent pathogéne biotrophe provoque
principalement une activation de la voie de I’AS. En revanche, les réponses induites
par I’AJ et/ou I’ET sont généralement activées soit apres 1’infection par un agent
pathogene nécrotrophe, une blessure ou un traitement par une PGPR (Govrin et
Levine, 2000 ; McDowell et Dangl, 2000 ; Glazebrook, 2005 ; Robert-Seilaniantz et
al., 2007 ; Lopez et al., 2008).

3.5.4. Les autres molécules de signalisation

L’AlA, outre son effet positif sur la rhizogénese, induit I’expression de trois
groupes de genes : Aux/IAA, GH3 (codant des AlA-aminosynthases) et SAUR
(‘smallauxin up RNA’ ; Woodward & Bartel, 2005). 1l régule ’expression de genes
associés a la biosynthése ou le catabolisme et la signalisation d’autres hormones
(Papanovet al., 2008). L’AIA est impliquée dans la résistance mais aussi dans la
sensibilité des plantes lors de stress biotiques, son réle étant fonction du patho-systéme
considéré (Spaepenet al., 2007 ; Llorente et al., 2008 ; Kazan & Manners, 2009 ;Bari
& Jones, 2009).

L’ABA est impliqué dans divers aspects de la croissance et du développement

des plantes : germination, maturation embryonnaire, senescence foliaire, fermeture des
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stomates et adaptation aux stress environnementaux (Wasilewskaaet al., 2008). Dans
la plupart des cas, ’ABA a un effet négatif sur la régulation des défenses de la plante
lors de stress biotiques, qu’il s’agisse d’agents pathogénes de nature biotrophe ou
nécrotrophe (Lopez et al., 2008 ; Bari & Jones, 2009). Par ailleurs, I’ABA active la
fermeture des stomates, ce qui réduit certaines infections bactériennes ou fongiques
(champignons nécrotrophes), les stomates pouvant étre une voie de pénétration dans la
plante pour ces agents pathogenes (Ton &Mauch-Mani, 2004 ; Mauch- Mani &Mauch,
2005 ; Melottoet al., 2006 ; Jalloul et al., 2009). Il est également impliqué dans le
dép6t de callose, la production de FAOs et la régulation de 1’expression de génes de
defense (Bari & Jones, 2009 ; Jalloul et al., 2009).

Les GA favorisent la croissance des plantes par la stimulation de la dégradation
des protéines DELLA, ces derniéres induisant 1’expression de génes codant des
enzymes de détoxification des FAOs (catalases et peroxydases), régulant ainsi les taux
de FAOs lors de stress (Achard et al., 2008). Les GA conférent a la plante une
résistance contre les agents pathogenes biotrophes mais augmentent sa sensibilité lors

d’attaques par des agents nécrotrophes.

Les CK sont impliquées dans la différenciation vasculaire, la balance en
nutriments, la croissance des racines, tiges et inflorescences, la sénescence foliaire
(Muller & Sheen, 2007). Leur r6le dans les mécanismes de défense est peu connu mais
il semble qu’elles soient impliquées dans les réponses mises en place chez I’arabette
lorsque celle-ci est attaquée par Plasmodiophorabrassicae: une régulation négative des
géenes gouvernant leur homéostasie a été rapportée (Siemens et al., 2006). Tout comme
I’AIA, les CK sont capables de bloquer la traduction des ARNm de certaines protéines

PR comme la B-glucanase et la chitinase (Spaepenet al., 2007).
Les BR sont impliqués dans divers processus physiologiques (germination,

division cellulaire, élongation, floraison, sénescence), ainsi que dans les réponses

induites a la suite de stress abiotiques (Bajguz, 2007). Plusieurs études ont été menées
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afin de déterminer s’ils interviennent dans les mécanismes de défense lors de stress

biotiques (Nakashitaet al., 2003)

2.5.5. Interconnections entre les voies de signalisation
Les mécanismes de régulation de la balance hormonale ont réecemment été décrits par

Kuppusamy et al.. (2009). Les interactions peuvent se faire selon trois modeles.

Régulation primaire. Ce concept est peu présent chez les plantes. Il s’agit de deux
voies distinctes qui ont pour produit final la méme molécule signal. Le meilleur

exemple de régulation primaire positive est I’interaction entre I’AJ et I’'ET.

Régulation secondaire. Elle consiste dans le fait qu’une voie de signalisation régule

les taux ou la perception des molécules transitoires d’une seconde voie.

Régulation tertiaire Dans ce cas, ce sont les produits finaux de deux voies distinctes

qui interagissent ensemble.

3.6. Les résistances systéemiques

En plus des barriéres physiques et chimiques préformées, les plantes possédent
des systémes de reconnaissance et de reponses de defense induites qui sont
déclenchées immédiatement apres le premier contact avec des molécules étrangéres et
sont renforcées par l'interaction prolongée avec les agents pathogénes (Gohre et
Robatzek, 2008). Les plantes ont la capacité d’induire des réponses de défense qui
vont arréter ou ralentir la croissance de 1’agent pathogeéne (Jones et Dangl, 2006).
L’ensemble de ces mécanismes de défense induite permet a la plante de résister plus
ou moins a 1’agent pathogéne qui les déclenche. Mais une conséquence de cette
premicre réaction peut étre une protection ultérieure contre d’autres agresseurs. On

parle alors de résistance induite.
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Les deux formes les mieux définies de résistance systémiques sont la résistance
systémique acquise (SAR) et la résistance systémique induite (ISR). Ces deux types de
résistance peuvent étre différenciés par la nature de I"agent inducteur et les voies

régulatrices impliquées (Schenk et al., 2000).
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Figure 14 : Comparaison des deux formes de résistance induite caractérisées chez les plantes. (Vallad et
Goodman, 2004).

La résistance systémique acquise (A) est induite par I"exposition des racines ou des
tissus foliaires aux éliciteurs abiotiques ou biotiques, est dépendante de 1‘acide
salicylique et associée a lI'accumulation de protéines PR. La résistance systémique
induite (B)est induite par I'exposition de racines aux souches de rhizobactéries
stimulant la croissance des plantes, est dépendante des phytohormones éthyléne et
acide jasmonique, indépendante de l’acide salicylique et n’est pas associée a

I"accumulation de protéines PR.

3.6.1. La SAR

La SAR peut étre déclenchée en exposant la plante aux microorganismes avirulents,
non virulents ou bien artificiellement avec des produits chimiques comme l'acide
salicylique, ou l'acide 2,6 -dichloro-isonicotinique (INA) (Sticher et al., 1997). Une
réaction d’hypersensibilité est souvent observée localement, mais n’est absolument pas

nécessaire. La SAR est associé a une accumulation de protéines de défense du groupe
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des PR protéines dépendant de I’acide salicylique. Selon la plante et 1'¢liciteur, un
certain temps est nécessaire pour établir la SAR, qui correspond au temps nécessaire
pour lI'accumulation simultanée des protéines PR et de l'acide salicylique dans toute la

plante.
3.6.2. L’ISR

La résistance ISR est induite par le contact des racines de la plante avec des
bactéries bénéfiques, les « Plant Growth Promoting Rhizobacteries, PGPR »,
notamment du genre Pseudomonas et Bacillus. On n’observe pas de synthése de
protéines de défense mais la plante est préparée a des attaques ultérieures et réagit plus
rapidement par des mécanismes de défense, c’est le phénomene du « priming ». La
signalisation a distance ne dépend pas de I’acide salicylique mais implique 1’éthyléne

et le jasmonate (Pieterse et al., 1998).

4. Dynamique des ROS dans les cellules végeétales
4.1. La toxicité de ’oxygeéne : les espéces réactives de I’oxygene

Bien que I’oxygene soit nécessaire a la vie aérobie, son métabolisme peut entrainer des
effets négatifs sur I'organisme, effets associées aux perturbations de 1’équilibre
oxydo-réducteur. La réduction partielle de 1’oxygene fait apparaitre des intermédiaires
biochimiques hautement réactifs, qui peuvent endommager, voire étre létaux pour les
organismes (Gutteridge and Halliwell, 2000). Contrairement au dioxygene
relativement peu réactif, du fait de ses deux électrons (spin parallele) non appariés, les
espéces réactives de I’oxygéne (ROS) possédent une configuration électronique
spécifique les rendant trés réactives. Il existe des radicaux primaires, qui dérivent de
I’oxygéne par des réductions monoélectroniques, tels que le radical superoxyde (O;"),
le radical hydroxyle (OH), les peroxyles (ROO") ou les alkoxyles (RO"). Un radical est
une substance chimique (atome ou molécule) qui posséde un électron non apparié, ce
qui lui confere une grande instabilité et une forte réactivité. D’autres especes dérivées
de I’oxygene, dites especes actives non radicalaires de 1’oxygeéne, comme 1’oxygene

singulet (*O,), le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) ou I’0zone (O3), sont aussi réactives et
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peuvent étre des précurseurs de radicaux. L’oxygeéne singulet résulte d’une inversion
de spin d’un électron périphérique non apparié¢ de I’oxygéne moléculaire par transfert
d’énergie, notamment avec les chlorophylles triplet (Noguchi, 2002; Krieger-Liszkay,
2005). 027, H,0,, et OH sont issus de réductions faisant intervenir un transfert
d’électron.

Ces ROS possédent des caractéristiques bien distinctes. Le H,O, est caractérise
par une stabilité et une concentration dans les tissus cellulaires plus élevées que les
autres ROS, de I’ordre de micromolaire au millimolaire en fonction des différents
compartiments cellulaires (Cheeseman, 2006). Au contraire, les autres formes ont une
durée de vie trés courte et présentent des concentrations plus faibles. Leur réactivité
avec les autres constituants cellulaires, directement corrélée a leur différence de
structure électronique, est, elle aussi, variable, avec une oxydation rapide de tous les
types de composés cellulaires par OH', alors que O, agit préférentiellement sur les
protéines de types Fe-S et ‘O, sur les liaisons doubles des acides gras polyinsaturés.
Par ailleurs, la chimie de I’azote peut aussi donner lieu a la formation d’especes
réactives nitrées (RNS, ReactiveNitrogenSpecies), correspondant a des formes
radicalaires (I’oxyde nitrique (NO.), le dioxyde de nitrogéne (NO;)) ou non
radicalaires (anion nitroxyle (NO°), peroxynitrite (ONOQO)). Les RNS peuvent aussi
étre la cause de dommages oxydatifs, cependant les travaux présentés dans ce

manuscrit se focaliseront sur le cas des ROS (Moller et al., 2007).

4.2. Production de ROS

Chez les plantes, les ROS sont continuellement produites par différentes voies
métaboliques, particulierement au niveau des chloroplastes, des mitochondries, des
peroxysomes, et du réticulum endoplasmique. La réponse des plantes aux ROS dépend
a la fois de la nature du ROS, de sa concentration, de son site de production, ainsi que

de son interaction avec le contexte cellulaire.
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4.2.1. Formation de ROS dans les chloroplastes

Le chloroplaste est le siege de la photosynthese, processus qui permet aux
plantes de synthétiser des glucides en exploitant I’énergie lumineuse et le CO,
atmosphérique. Toutefois, ce processus indispensable a une vie photo-autotrophe est
¢galement producteur d’especes réactives de 1’oxygene.

La premiere source de ROS se situe au niveau du photosysteme 11 (PSII). Au
niveau du centre réactionnel, 1’absorption d’un photon par la chlorophylle a, permet
d’augmenter son ¢€nergie et libérer ainsi rapidement un électron, qui sera ensuite
transférés vers une chaine de transporteurs d’électrons de la membrane des
thylakoides. La chlorophylle se retrouve a 1’état triplet excité (Chl*) et peut ainsi
réagir avec I’oxygéne moléculaire pour former de Ioxygéne singulet (*O,) fortement
oxydant (Telfer et al., 1994).

En plus de I’oxygéne singulet, I’anion superoxyde (O,") est produit dans les
chloroplastes au niveau du photosysteme | (PSI) (Asada, 2006) et du photosysteme 11
(PSII) (Zhang et al., 2003). Normalement, le flux d’électrons provenant du centre
réactionnel PSI est dirigé vers 1’accepteur NADP+, qui, une fois réduit, participe a la
réduction du CO2 au niveau du cycle de Calvin. Lorsque ce flux d’¢lectrons est trop
important, il est redirigé vers la Ferrédoxine (Fdx) qui utilise I'oxygene moléculaire
comme accepteur d'électrons, ce qui conduit a la formation importante d'anion
superoxyde au niveau du site de réduction du PSI (réaction de Mehler) (Asada, 1999).
Une production de superoxyde est également possible au niveau du PSII, avec la
réduction de I’oxygéne moléculaire par les plastoquinones QA (Navari-1zzo et al.,
1999), et QB (Zhang et al., 2003). Bien que cette source de O2.- au niveau du PSII ne
cause pas de dommage direct aux protéines D1 et D2 (les deux sous unités majeures
du centre réactionnel du PSII) ni aux pigments (Liu et al., 2004), il est possible que
cela influence d’autres sous unités du PSII. Le PSI est généralement considéré comme
la source majeure d’O,". Une fois produit, ce superoxyde se transforme, spontanément
ou par I’action de superoxyde-dismutases, en H,O, dans le stroma (Edreva, 2005). Ce

H,O, pourra & son tour étre transformé en OH. en présence de Fe®*par la réaction de

59



Chapitre I : Contexte Bibliographique | Yaiche F, 2017

Fenton, ou bien entrer dans le cycle de I’ascorbate-glutathion et étre transformé en
H,0 et O, (Asada, 1999; Dat et al., 2000).

4.2.2. Formation de ROS dans les mitochondries

Les mitochondries jouent un réle primordial dans la bioénergétique des cellules,
grace au processus de respiration situé au niveau de leur membrane interne. Ce
processus, rassemblant des complexes protéiques qui assurent un transfert de protons
et/ou d'électrons, est appelé chaine respiratoire.

Les mitochondries représentent néanmoins une source significative de ROS
dans les cellules, méme lors du fonctionnement normal de 1’organisme. En effet, une
part de I’oxygene consommeé par les cellules est convertie en ion superoxyde. Becker
(2004) a montré qu’environ 5% de 1’0, absorbé était transformé en superoxyde, alors
que le restant était consomme par la respiration et réduit en eau.

Cette production est causée par la fuite des électrons inhérente au
fonctionnement méme de la chaine respiratoire et a leur fixation sur l'oxygéne
moléculaire (O;), qui conduit a la réduction incompléte de 'O, et a la formation de
ROS (Brookes, 2005). Cette fuite d’électrons se fait au niveau de la NADH
déshydrogénase appartenant au complexe 1, ainsi qu’au niveau du cytochrome bcl du
complexe 1ll. Cette production de ROS est indissociable du processus respiratoire et
fortement modulée par les conditions environnementales (Moller, 2001). Le
superoxyde formé sera ensuite rapidement transformé en H,O, par dismutation

spontanée ou par action de la SOD mitochondriale.

4.2.3. Formation de ROS dans les peroxysomes

Les peroxysomes sont impliqués, selon leur localisation tissulaire, dans un grand
nombre de fonctions cellulaires essentielles (del Rio et al., 2002). Les peroxysomes
situés dans les tissus de stockage et les graines (appelés glyoxysomes) sont spécialisés
dans la dégradation des lipides de réserves et dans leur transformation en acides
organiques pour la respiration et la néoglucogenese. Ceux présents au niveau des

feuilles sont plutot spécialisés dans la photorespiration (Douce and Heldt, 2000). Les
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peroxysomes sont également responsables de la détoxication de substances organiques
toxiques par ’action d’oxydases, ou de molécules de peroxyde d’hydrogéne via des
catalases (Schrader and Fahimi, 2006). En effet deux sites de production de
superoxyde ont été identifiés. Le premier concerne le catabolisme de la xanthine,
essentiel au turnover des nucléotides, de ’ARN et de I’ADN. Le superoxyde est
produit lors de ’oxydation de la xanthine et de I’hypoxanthine en acide urique par la
xanthine oxydase. Le second site de production de O, implique une chaine de
transport d’électrons située au niveau des membranes peroxysomales, permettant la
régénération de NAD+ et NADP+, essentiels au métabolisme oxydatif présent dans les

peroxysomes (del Rio et al., 2003).

Il existe également plusieurs sources de H,O, dans les peroxysomes. La premiére
résulte de la photorespiration active a la lumiere, et dont I’intensité est fonction de
I’activité photosynthétique de la plante. L’enzyme Rubisco, qui permet la fixation du
CO2 dans le cycle de Calvin, peut en effet réagir avec 1O, présent dans les
chloroplastes. Le produit de cette oxygénation (phosphoglycolate) est ensuite exporté
dans les peroxysomes et impliqué dans des réactions qui entrainent la production de
H,O,, au cours de la transformation du glycolate en glyoxylate par la glycolate
oxydase. Chez les plantes, les peroxysomes jouent également un role primordial dans
la B-oxydation des acides gras, En effet, la B-oxydation peroxysomale est impliquée
dans la production de molécules signal, telles que le jasmonate. Ces processus de B-
oxydation s’accompagnent de la production de H,O, lors de la réaction catalysée par
les acyl-CoA oxydases (Nyathi and Baker, 2006).

4.2.4. Formation de ROS dans le réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique assure de multiples fonctions dans les cellules. Il
existe deux types de réticulum : le réticulum rugueux recouvert sur sa surface externe
de ribosomes, et le réticulum lisse, qui joue un réle important dans la synthése des
lipides et des stéroides, dans le métabolisme des glucides, ainsi que dans la

détoxication des cellules. Cette fonction de détoxication fait intervenir de nombreux
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processus oxydants, tels que des oxydations, des hydroxylations, des déalkylations, des
déaminations, des déhalogénations et des désaturations. La majorité des réactions
d’oxydation sont catalysées par des cytochromes P450 mono-oxygénases,
fonctionnelles seulement en présence de NADPH-cytochrome réductases,
flavoprotéines a FAD ou FMN, qui assurent le transfert d’électrons du NADPH au

cytochrome. Ces réactions générent des ROS (Coleman et al., 1997).

4.3. Production de ROS dans les interactions cellule-environnement

Parallelement aux ROS résultant de 1’activité intrinséque de nombreuses voies
métaboliques, les plantes générent également des ROS lors de I’activation de diverses
oxydases ou peroxydases, en réponse a des fluctuations environnementales. Ces
contraintes externes peuvent étre soit biotiques, c'est-a-dire imposées par un autre
organisme, soit abiotiques, c'est-a- dire dues a des fluctuations de 1’environnement

physique ou chimique (Ramel, 2009).

4.3.1. Production de ROS dans les interactions biotiques

Les plantes sont constamment exposées a des bio-agresseurs, insectes,
microorganismes potentiellement pathogénes ou herbivores. Leur survie est donc
associée a une multitude de stratégies afin de dissuader les herbivores ou limiter la
nocivité des microorganismes. Méme si les stratégies de défense varient en fonction de
la nature du bioagresseur, il existe des caractéristiques communes telles que le « burst
oxydant », qui correspond a une accumulation précoce, rapide et importante de ROS
au niveau du site d’invasion. Les principaux ROS produits dans ce pic de réponse au
stress biotique sont le superoxyde, le peroxyde d’hydrogene, et le radical hydroxyle.
Ces derniers sont essentiels a la transduction du signal a 1’origine de changements
physiologiques majeurs, tels que la polarit¢é membranaire, 1’acidification du pH
intracellulaire ou encore [D’activation d’enzymes telles que des kinases ou
phospholipases. L’ensemble de ces réponses de défense sont généralement
accompagnées de lésions nécrotiques au niveau du site d’infection, qui réduisent la

pénétration de I’agresseur et constituent les mécanismes de résistance locale définie

62



Chapitre I : Contexte Bibliographique | Yaiche F, 2017

sous le terme de réaction d’hypersensibilité, ou HR (Holub et al., 1994). Il existe, en
situation de stress biotiques, de nhombreuses enzymes capables de produire du H,O,,
telles que les peroxydases pH-dépendantes de la paroi cellulaire (Bestwick et al.,
1997), qui fonctionnent uniquement en présence de molécules réductrices, comme les
cystéines et le glutathion. En condition normale, les peroxydases permettent de
dissiper le H,O, or, au cours d’une alcalinisation de I’apoplaste caractéristique de

I’infestation d’un pathogéne, elles peuvent devenir productrices de H,0,.

4.3.2. Dynamique des ROS en situation de stress abiotique

L’équilibre entre la production et la dégradation des ROS peut également étre perturbé
par un grand nombre de facteurs de stress environnementaux abiotiques, qui peuvent
étre de nature chimique (lumiére, température) ou xénobiotique ou physico-chimique

(sécheresse, salinite).

Ainsi, dans les tissus photosynthétiques sous conditions de forte intensité
lumineuse, le taux d’absorption de I’énergie lumineuse par les pigments
photosynthétiques excéde le taux de fixation du CO, dans le cycle de Calvin. Ces
conditions entrainent une régulation de la chaine de transport d’électrons des
thylakoides avec une réduction de la photolyse de I’eau et le maintien a 1’état réduit
des photosystemes PSI et PSII, qui aboutissent a I’inactivation du PSII par
photoinhibition. Lorsque 1’énergie lumineuse est en exceés, les plastoquinones QA et
QB ont donc un eétat sur-réduit empéchant la séparation complete de charge entre la
chlorophylle P680 et la phéophytine. Ceci conduit a la formation de chlorophylle
triplet, et par transfert d’énergie, a celle d’oxygeéne singulet. Ces fortes intensités
lumineuses peuvent donc endommager directement le PSII et inhiber les réparations en
produisant des ROS (Takahashi and Murata, 2008).

Les faibles et fortes températures, la sécheresse, ainsi que les fortes salinités,
limitent fortement la fixation de CO, et sont, par conséquent, egalement responsables

de I’induction du processus de photoinhibition (Murata et al., 2007). Ce processus
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réduit le transport d’¢lectrons dans la chaine photosynthétique et accroit la quantité de
superoxyde, d’oxygéne singulet et de peroxyde d’hydrogéne dans les chloroplastes.
Les fortes températures sont responsables de I’inactivation de la Rubiscoactivase,
essentielle a ’activité de la Rubisco. La réaction de carboxylation catalysée par cette
Rubisco est alors réprimée, car la spécificité de la Rubisco pour le CO, est réduite.
L’accumulation de ROS apres une hausse de température a été démontrée chez la
moutarde ou le tabac (Dat et al., 2000). Le froid limite la mobilité de la plastoquinone
en diminuant la fluidité des membranes, et donc en réduisant la vitesse de réaction des
enzymes de la phase obscure. Ces inductions de ROS ont majoritairement lieu au
niveau des chloroplastes, mais également au niveau des mitochondries.
L’acclimatation des plantes aux conditions de sécheresse ou de forte salinité leur
permet de réguler leur transpiration a 1’aide du systéeme de fermeture des stomates.
Cependant, cette fermeture réduit également I’apport de CO, aux cellules, qui conduit
a ’inhibition de la photosynthese, et par voie de conséquence, a la production de ROS

dans les chloroplastes (Leprince et al., 1994).

4.4. Dualité fonctionnelle des ROS

Longtemps considérés comme des molécules toxiques responsables de multiples
dommages cellulaires, les ROS se sont aussi révelés essentiels dans la régulation de
nombreuses fonctions cellulaires, ainsi que dans les voies de signalisation cellulaire
(Scandalios, 2005). Les ROS sont donc maintenant considérés a la fois comme des
produits des métabolismes aérobies et comme des régulateurs du métabolisme et des
systéemes de défenses. Ainsi, la production basale et maitrisée de ROS lors d’un
fonctionnement normal des processus métaboliques n’a pas nécessairement d’effet
néfaste ou délétere sur le fonctionnement de 1’organisme. Par contre, en présence de
perturbations, cette production peut devenir incontrolée et générer un stress oxydatif.
Le terme de stress oxydatif est aussi employé lorsque le contenu cellulaire en ROS
dépasse les capacités de défense antioxydantes, soit par une augmentation de la

production de ROS, soit par une diminution de ses capacités de défense, soit par les
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deux mécanismes combinés. Cette rupture de I’équilibre redox est a 1’origine de

dommages au niveau des structures et des fonctions biologiques (Ramel, 2009).

4.4.1. Toxicité des ROS
4.4.1.1. Oxydation des acides nucléiques

L’importance informationnelle de I’ADN impose aux cellules de tolérer le moins
de dommages possibles, afin d’assurer la survie et la fitness de 1’organisme. De plus,
contrairement aux lipides et aux protéines, une fois endommagée, la molécule d’ADN
ne peut pas étre remplacée et doit étre réparée. Les espéces réactives de 1’oxygeéne
peuvent induire de nombreuses I€sions a la molécule d’ADN, en causant des délétions,
des mutations et d’autres modifications génétiques 1étales. L’attaque d’un radical peut
produire des cassures de brin, mais aussi de nombreuses modifications au niveau des
bases puriques ou pyrimidiques ainsi qu’au niveau du désoxyribose. Ces modifications
peuvent entrainer la formation de pontages covalents ADN-ADN ou ADN-protéines.
L’oxydation de I’ADN peut également conduire a des modifications de méthylation
des cytosines, pouvant avoir des conséquences sur la régulation de I’expression des
genes (Halliwell, 2006). Toute modification de la structure chimique de I'ADN risque
d'entrainer un changement dans l'information génetique. Les protéines synthétisées
pourront alors étre non-fonctionnelles dans la cellule initialement endommagée, mais
aussi dans toute la descendance. Le radical hydroxyle (OH) présente la plus
importante réactivite avec les bases et les sucres constituant la molécule d’ADN
(Evans et al., 2004), tandis que 1’oxygéne singulet attaque en priorité la guanine pour
la convertir en thymine. Au contraire, le peroxyde d’hydrogéne et le superoxyde ne
semblent pas avoir d’effet (Moller et al., 2007).

4.4.1.2. Oxydation des lipides

Les acides gras polyinsaturés entrent dans la composition des membranes galacto-
lipidiques (membrane thylakoidienne) et phospholipidiques des plantes. Ces acides

gras sont particuliérement sensibles a 1’attaque par I’oxygene singulet et par les
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radicaux hydroxyles, donnant des hydroperoxydes lipidiques (Halliwell et Gutteridge,
1999).

LH

R-
F Initiation
O

RH
Réaction de Fenton L 0.,
LH Propagation
Fe 3+ Fe 2™ >
L.OOH LO
LO-
Terminaison

OH-

o -TOH a-TO

Figure 15 : Réactions du cycle de peroxydation lipidique
( basé sur Waldeck and Stocker, 1996)

L’attaque oxydative par OH', des lipides membranaires est un processus de
réactions radicalaires en chaine, appelé «peroxydation lipidique», au cours duquel les
acides gras polyinsaturés entrant dans la composition des phospholipides
membranaires sont oxydés. La peroxydation des lipides se fait en trois étapes
distinctes : I’initiation, la propagation et la terminaison. La réaction d’initiation entre
un acide gras polyinsaturé (LH) et le radical hydroxyl (R) conduit a une
déshydrogénation de I’acide gras formant ainsi un nouveau radical libre carboné
possédant un électron libre (L). La réaction de propagation permet ensuite a I’oxygéne
moléculaire de reagir avec le radical précédent pour former le radical peroxyle (LOO).
Ce dernier arrache a son tour un atome d’hydrogéne a un nouvel acide gras pour
former un hydroperoxyde (LOOH). Une fois que le radical hydroxyle initie la réaction,
il crée un produit radicalaire capable de réagir en chaine avec 1’oxygeéne moléculaire.
L’hydroperoxyde est relativement instable et peut, en présence de fer, participer a la
réaction de Fenton responsable de la formation du radical hydroxyl (OH’). La
formation de dérivés d’oxydation dans la bicouche lipidique, tels que le 4-hydroxy-2-
nonenal, le malondialdehyde (MDA) ou les phytoprostanes, entrainent des
perturbations de la micro-architecture des membranes, altére leur perméabilité et peut
réagir avec les fonctions amines des lipides, des protéines et de I’ADN, ainsi qu’avec

les fonctions thiols des protéines. En effet, ces produits de peroxydation lipidigues sont
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des especes électrophiles réactives (RES) qui peuvent se lier de facon covalente aux

protéines et ainsi les endommager (Farmer et Davoine, 2007).
4.4.1.3. Oxydation des protéines

L’attaque oxydante des protéines cause de nombreuses modifications allant de la
simple oxydation d’un acide aminé jusqu’a la fragmentation des chaines peptidiques
(Moller et al., 2007). Presque tous les acides aminés sont susceptibles d’étre oxydés,
mais les acides aminés soufrés (cystéine, méthionine), ainsi que les acides aminés
aromatiques (tyrosine et tryptophane), sont les plus sensibles. En effet, I’addition
d’oxygene singulet a ces résidus sensibles conduit a la formation de multiples endo et
hydroperoxydes, bien connus dans le cas des résidus Trp et Tyr, et encore mal connus
pour His, Met et Cys (Davies, 2004).

4.4.1.4. Marqueurs biochimiques du stress oxydatif

En fonction de I’espéce réactive considérée (102, 0,°, H,0,, OH) et de la cible
moléculaire (protéines, lipides, glucides, acides nucléiques), qui peut présenter des
sensibilités marquées (lipides insatures, acides aminés et composés aromatiques,
fonctions -SH et CH3-S-), les modes d'action des ROS et les produits terminaux
d'oxydation formés seront différents. Parmi les produits terminaux obtenus, certains
sont souvent utilisés comme marqueurs du stress oxydatif. C'est le cas du
malondialdéhyde (MDA) et des phytoprostanes pour les lipides, des protéines
carbonylées pour les protéines et de la 8-oxo-guanine ou 8-0xo-désoxyguanosine pour
I'ADN. La signature des différents produits de peroxydation lipidique présents dans les
cellules peut également donner des indications sur le type de ROS responsable des
dommages et du stress oxydatif. Ainsi, Triantaphylides et al., (2008) ont réussi, par
HPLC-MS, a discriminer quantitativement les peroxydations lipidiques causées par les
radicaux libres ou par ’oxygene singulet. Toutefois, il existe un grand nombre de
produits d’oxydation autres que ceux précédemment cités, ce qui rend difficile le choix

de marqueurs caractéristiques (Ramel, 2009).
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4.4.2. Implication des ROS dans les processus de transduction de signal

L’accumulation de ROS intracellulaires en situation de stress environnementaux
conduit a l’activation de mécanismes de défense, par augmentation d’activités
enzymatiques antioxydantes ou de mécanismes de réparation des dommages oxydatifs.
L’activation de tels mécanismes de défense n’est possible qu’aprés des étapes de
détection, de propagation et de transduction de signaux provoquant une réponse
cellulaire appropriée. Cette réponse prendra naissance au niveau du noyau avec la
modification de ’expression de génes-clés de défense, essentiels a l'adaptation des
plantes aux milieux fluctuants. Or, les ROS sont aussi des acteurs importants de ces

relations stress-réponse (Ramel, 2009).

4.4.2.1. Régulation de ’expression des génes par les ROS

Par I’utilisation de multiples techniques moléculaires, il a ét¢ mis en évidence chez les
plantes I’activation et la répression d’un grand nombre de génes liés a la production de
ROS (Scandalios, 2005). Cependant, sous des conditions environnementales de stress,
difféerents ROS peuvent étre produits simultanément, et par conséquent, il est difficile
de tester les effets de chacun d’eux séparément. Mais des stratégies expérimentales ont
permis de définir des conditions permettant d’étudier les effets différentiels des
caractéristiques chimiques des ROS, ainsi que leur site de production cellulaire, ont
des effets signalétiques distincts qui permettront d’activer des réponses spéecifiques au

stress afin d’optimiser I’efficacité de la défense (Gechev et al., 2006).

4.4.2.2. Mécanismes de transduction des signaux ROS

Parmi les différents ROS, le H,O, semble étre le mieux adapté a jouer le role
de molécule signal, du fait d’une stabilité et une durée de vie supérieures aux autres
ROS, et de sa capacité de diffusion a travers les membranes. Malgré les certitudes
concernant les capacités du H,O, a affecter le transcriptome, les travaux actuels ne
sont pas en mesure de démontrer que le H,O, est réellement une molécule signal ou si

ce sont les molécules oxydees par les ROS qui initient le signal intracellulaire
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(Desikan et al., 2004). D’autres études ont également montré 1’existence de voies de
signalisation spécifiques de I’oxygéne singulet et du superoxyde (Kim et al., 2007).
Malgré I’'importance démontrée des ROS dans la signalisation cellulaire, de nombreux
aspects restent donc mal connus. Cependant, il existerait au moins trois modes de
transmission de signal permettant aux cellules de détecter la présence de ROS: des
protéines réceptrices, des facteurs de transcription sensibles aux variations de 1’état
redox des cellules, ou des protéines phosphatases sensibles a I’inhibition par les ROS
(Ramel, 2009).

5. Mécanismes de régulation et de detoxication des ROS

Les caracteristiques propres a chaque plante, et notamment leur génotype,
conditionnent le niveau de toxicité du xénobiotique (Ramel et al., 2009b).La majorité

des xénobiotiques générent in planta un stress oxydatif.

De nombreuses études ont mis en évidence que la lutte contre les effets
déléteres des ROS est assurée par différents systemes de défense, chargés non
seulement de capter et de neutraliser les ROS, mais aussi d’éliminer et de remplacer
les molécules endommagees (Foyer et Noctor, 2005). Ces systemes de défense sont
présents dans le cytosol, mais également dans les différents organites, tels que les
chloroplastes (Asada, 2006), les mitochondries (Moller et al., 2007), les peroxysomes
(Del Rio et al., 2006) et le réticulum endoplasmique (Ozgur et al., 2014). Les systemes
antioxydants assurent trois fonctions majeures. La premiere consiste a empécher la
formation ou I’amplification des ROS par "quenching" (désactivation de molécule) de
biomolécules excitées telles que les chlorophylles ou I’oxygeéne singulet, afin d’éviter
la surexcitation et le transfert d’énergie a 1’0O,. La seconde fonction repose sur le
processus de "scavenging" (détoxification chimique) par des molécules antioxydantes
impliquées dans des processus enzymatiques ou non-enzymatiques. Les molécules
antioxydantes majoritairement utilisées dans les cellules sont le glutathion et
I’ascorbate (Foyer et Noctor, 2011 ; Noctor et al., 2012). Le glutathion et 1’ascorbate

interviennent en particulier dans le cycle de Halliwell-Asada pour la dégradation du
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H,0, (Foyer et Noctor, 2009). La troisieme fonction des systémes antioxydants assure

la réparation des dommages oxydants et 1I’élimination des molécules endommagées.

5.1. Molécules antioxydantes

Le rdle et la localisation subcellulaire de I’ensemble des molécules antioxydantes ont

été récapitulés dans le tableau 4.

Tableau 4 : Roles et localisations subcellulaires des principales molécules antioxydantes

(Ramel, 2009).

* Désactivation de O2.- et OH.
* Régénération d’antioxydants

* Détoxication des radicaux
peroxyles et alkoxyles

* Désactivateur de 102

* Elimination des déchets de la
peroxydation lipidique

* Piégeur de ROS

* Détoxication des xénobiotiques
* Stabilisation des membranes

* Elimination des déchets
d’oxydation

* Désactivateur de 102

* Quencher de chlorophylle triplet
* Désactivateur de 102

* Piégeur H202 et HO.

* Désactivateur de 102

* Piégeur O2.- et OH.

* Stabilisation des membranes et des
protéines

* Désactivateur de 102

* Piégeur de ROS

* Désactivateur de 102

* Piégeur H202

* Réduction des résidus Cys oxydeés
* Piégeur de ROS

* Piégeur de OH'
* Piégeur de OH'

Chloroplaste,
mitochondrie,
peroxysome, apoplaste,
cytosol

Membrane plasmique
et chloroplastique

Chloroplaste,
mitochondrie,
peroxysome,
apoplaste, cytosol

Chloroplaste,
plaste
Cytosol, vacuole

Noyau, plaste,
mitochondrie, cytosol
Cytosol

Chloroplaste, cytosol,
mitochondrie, réticulum
endoplasmique

70



Chapitre I : Contexte Bibliographique | Yaiche F, 2017

5.2. Voies métaboliques antioxydantes

En parallele avec la diversite des molécules antioxydantes, il existe un réseau
complexe et hautement régulé d’enzymes antioxydantes, présentes dans plusieurs
compartiments cellulaires, afin de maintenir un niveau de ROS viable pour

I’organisme (Ramel, 2009).

5.2.1. Superoxyde dismutase

Les superoxyde-dismutases (SOD) jouent un r6le central dans la défense contre
les ROS. Elles éliminent, par une réaction de dismutation, 1’ion superoxyde, formant a
partir de deux superoxydes une molécule d’oxygene et une molécule de peroxyde
d’hydrogéne. Cette enzyme permet ainsi de diminuer le risque de formation de radical
hydroxyle généré a partir du superoxyde au cours de la réaction de Haber-Weiss

catalysée par des ions métalliqgues comme le fer ou le cuivre (Ramel, 2009).

Réaction de Fenton M "™+ H,0, » OH + OH + M ®

Réduction par le superoxyde 0, + M ®P* —» 0,-M 2"

Réaction de Haber-Weiss 0, +H,0, —» OH +OH + 0,

Figure 16 : Formation de radicaux hydroxyles par la réaction de

Haber-Weiss (Ramel, 2009).

5.2.2. Catalase

La catalase (CAT) est une enzyme importante dans la protection face au stress oxydant
chez tous les organismes aérobies. Elle catalyse, de facon extrémement rapide, la
dismutation du peroxyde d’hydrogéne en oxygéne et en eau, protégeant ainsi les
cellules des effets oxydants causés par une augmentation de H,0,. Les catalases sont
les seules enzymes capables de dégrader le H,O, sans molécule réductrice, limitant

ainsi la consommation d’énergie. Comme dans le cas des SOD, de nombreuses
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isozymes de CAT sont retrouvées chez les plantes, contrairement aux animaux qui

souvent en présentent qu’une seule forme (Guan and Scandalios, 1996).

5.2.3. Enzymes du cycle de Halliwell-Asada

Le cycle de Halliwell-Asada, ou cycle de I’ascorbate-glutathion, est un systeme
de défense extrémement efficace pour limiter les ROS. Il conduit a la dégradation du
H,0, en H,0O et en O, sans production secondaire d’un autre ROS. Bien que ce cycle
ait été bien étudié dans les chloroplastes, il est également présent dans le cytoplasme,

les peroxysomes et les mitochondries (Jimenez et al., 1997).

H,0 MDHA DHA GSH NADP-

Hzoz Ascorbate GSSG NADPH

Figure 17 : Réactions centrales de la dégradation du H,O, par le cycle de Halliwell-Asada (Foyer
and Noctor, 2008).

L’enzyme principale est I’ascorbate peroxydase. Elle est localisée dans les
chloroplastes et est hautement spécifique de I’ascorbate. Elle réduit le H,O, en H,0,
produisant également des radicaux monodéhydroascorbate (MDHA) a partir de
I’ascorbate (Asc). Bien qu’elles détoxifient aussi le H,O,, les APX ne sont pas
complétement redondantes avec les CAT. En effet, ’absence de I'une n’est pas
totalement compensée par 1’autre, et se traduit par une augmentation de la sensibilité
des plantes au stress environnemental ou a I’attaque d’un pathogéne (Mittler et al.,
1999). De plus, en dessous d’une certaine concentration d’ascorbate, I’ APX s’inactive
irréversiblement, perdant la capacité d’éliminer le H,0,. Cela met en évidence le réle

essentiel joué par le systéme de régénération de 1’ascorbate réduit. Ce systeme est
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composé de trois enzymes qui sont la monodéhydroascorbate réductase, la

déshydroascorbate réductase et la glutathion réductase.

5.2.4. Glutathion-peroxydase

Les glutathion-peroxydases (GPX) sont des enzymes-clés des mécanismes de
détoxication chez les animaux. Elles catalysent la réduction du H,O,, des
hydroperoxydes, et des peroxydes lipidiques en utilisant le glutathion (GSH) comme
cofacteur. Dans certains cas, les GPX peuvent interagir spécifiquement avec des
protéines et fonctionner comme des senseurs et des piégeurs de peroxyde d’hydrogene
chez les levures. Des activités enzymatiques GPX similaires a celles détectées chez les

animaux ont également été identifiées chez les plantes (Jung et al., 2002).

ROOH
H,0, GSH NADP
GPx GR
ROH GSSG NADPH+H"
H,0

Figure 18 : Action antioxydante des glutathion-peroxydases (d’apres Mittler, 2002)
5.2.5. Autres mécanismes impliqués dans les défenses antioxydantes

Les multiples localisations cellulaires, les propriétés biochimiques et
antioxydantes des différentes enzymes, la régulation différentielle de leur activité
enzymatique ou de leur expression géneétique ainsi que le couplage avec des systémes
non-enzymatiques rendent le systéme antioxydant des plantes trés polyvalent et
efficace aussi bien au niveau du controle de 1’accumulation temporelle qu’au niveau
du contrdle spatial des ROS. L’¢tude de la tolérance au stress oxydatif montre

cependant qu’il existe aussi des mécanismes et des voies encore inconnus (Ramel,

2009).
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6. Objectif de la thése

Le blé peut étre attaqué par de nombreuses maladies a différents stades de son
développement. Ces attaques peuvent occasionner des pertes importantes lorsque les
variétés utilisées sont sensibles et les conditions de 1’environnement sont favorables a

I’expansion des maladies cryptogamiques, comme c’est le cas dans la région d’EL-

Tarf.

Ces maladies induites peuvent étre contrdlées efficacement si elles sont
identifiées a temps. La tache auréolée, maladie foliaire du blé, est largement distribuée
dans la région productrice du blé en Algérie. Les attaques sont importantes dans les
régions a forte pluviométrie, plus particulierement au Nord Est du pays. En effet,
I’agent pathogéne responsable de cette maladie provoque des symptomes qui lui sont

spécifiques.

Les pertes de rendement causées par cette maladievarient avec les conditions
climatiques, la sensibilité de la variété et le stade de la culture au moment de I’attaque.
De ce fait, il est important de reconnaitre ces symptomes afin d’identifier cette maladie
et la connaissance des facteurs de son développement qui sont importants dans le

raisonnement de la lutte chimique.

La contamination des sols due a Dl’activité agricole, aux épandages de boues
d’épuration et aux déchets d’origine industriels devient aujourd’hui un probleme
préoccupant. Ces produits contiennent des éléments qui ne sont pas tous dégradables
qui peuvent donc rester in situ et agir directement sur les activités dépendantes du sol
ou indirectement sur la santé humaine et les écosystéemes. Parmi ces produits, les ETM
sont les plus dangereux pour la plante et leur toxicité se manifeste par un retard de la

croissance et un dysfonctionnement cellulaire.

Le cuivre, oligoélément, est un elément trace potentiellement toxique, peut
induire des symptomes de toxicité (réduction de la biomasse, inhibition de la
croissance racinaire, chlorose, perte de D'intégrit¢ du chloroplaste, etc.) a des

expositions supérieures a son homéostasie cellulaire.
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C’est dans ce contexte que notre €tude a €té réaliser afin de déterminer d’une
part la toxicité induite par les deux types d’interaction biotique (Plante/Pathogene) et
abiotique (Plante/métal) et d’autre part de comprendre les stratégies adaptatives de la
plante vis-a-vis de ces deux types de stress, provoquées par 1’agent pathogene

« Pyrenophoratrirtici-repentis » d’une maladie cryptogamique «la tache auréolée» et
un métal lourd : Le cuivre.
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Notre travail s’est déroulé au laboratoire Pédagogique de Physiologie Végétale du
département de Biologie de I’Universit¢ d’Annaba et a I’Exploitation Agricole

Collective Hallala Aissa, a Echatt (wilaya d’EL-Tarf).
1. Présentation du matériel biologique

La présente étude a porté sur une variéte de blé dur ; Triticum durum Desf (Var,
Siméto). C’est une variété d’origine Italienne, a paille peu épaisse, et des grains
moyens demi-allongés. Elle présente un pourcentage moyen de germination tres éleve,
et un rendement elevé. (OAIC, 2012).

Tableau 5 : Classification du blé dur d’aprés Feillet, (2000)
Embranchement Angiospermes

Sous embranchement Spermaphytes

Classe Monocotylédones

Ordre Glumiflorales

Super ordre Comméliniflorales
Famille Graminae et/ou Poaceae
Tribu Triticeae

Sous tribu Triticinae

Genre et espéce Triticum durum Desf.

2. L’agent pathogéne étudié

Pour notre expérimentation, une partie s’est déroulée au sein de 1I’Exploitation
Agricole Collective Hallala Aissa, a Echatt (wilaya d’EL-Tarf) situé au nord Est de
I’ Algérie connu pour son climat humide associé¢ a une forte pluviométrie favorisant le
développement des maladies cryptogamiques. Le pathogéne responsable de la maladie
(la tache auréolée) est : Pyrenophora tritici repentis. Elle se manifeste par des taches
nécrotiques ovales sur les feuilles (Boulal H et al., 2007).
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2.1. Site d’échantillonnage

Nous avons choisi la région de EAC (exploitation agricole collectif) Hallala
Aissa, Echatt, wilaya d’EL-Tarf, et ce en raison de son climat humide et de sa

pluviométrie importante.

Figure 19 : Le site d’échantillonnage

2.2. Méthode d’échantillonnage

Concernant le stress biotique (maladie cryptogamique) en plein champ, nous
avons pris aléatoirement ; Des plants témoin (équivaux a zéro tache) ; Des plants
faiblement atteints (=15% de taches); Des plants moyennement atteints (=30%

taches) ; Des plants gravement atteints (>50% de la feuille infestée).

L’observation de la maladie se fait par une observation a I’ceil nu en se basant
sur les symptomes de la maladie, ainsi que par une confirmation au laboratoire de
microbiologie de L’INPV, la méthode consiste a couper les feuilles du blé en petits
morceaux contenants les taches, les deposés dans des boites de pétris sterile sur
lesquelles on dépose du papier buvard imbibé avec de I’eau distillé, Aprés 1’incubation
(@ 23°C) chaque fragment est déposé sur une lame durant quelques secondes afin de

libérer I’ecau qu’il contient, cette goutte d’eau est colorée par du bleu de methyléne,

I’observation microscopique des colonies de Pyrenophora tritici-repentis se fait a

I’objectif 40.
I

Figure 20 : Niveau de I’atteinte des plants de blé par la maladie.
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3. Le traitement étudié

La deuxieme partie de notre travail est déroulée au Laboratoire Pédagogique de
Physiologie Végétale du département de Biologie. Université Badji Mokhtar Annaba.
Les graines de blé dur utilise dans notre expérimentation proviennent du marché local

de I’Office Algérienne Interprofessionnelle des céréales (OAIC) d’EL Hadjar Annaba.
3.1 Conduite de ’essai

Pour le stress abiotique (stress métallique: Cu) in vitro, les graines de blé dur
choisies sont désinfectées a 1’eau de javel a 3% pendant 30 minutes, puis rincées
abondamment avec de I’eau distillée. Pour faciliter et accélérer le processus de
germination les graines sont vernalisées durant 24h, ensuite mises a germer dans des
boites de Pétri tapissées de papier filtre imbibé d’eau distillée. Au stade 2-3 feuilles,
les plantes sont soumises a différentes concentrations de sulfate de cuivre (0, 200,
400, et 800 umol) pendant une semaine. L’irrigation est assurée en moyenne de trois

(03) fois par semaine pour tous les traitements.
3.2. Le dispositif expérimental

Pour chaque essai on a utilisé 10 boites de Pétri, Le dispositif expérimental

utilisé est représenté dans le tableau suivant :

Tableau 6 : Protocol expérimental de I’essai.

T6 T7 T8 T9 T10
ClR1 Cl1R2 Cl1R3 Cl1R4 C1R5
ClR6 Cl1R7 Cl1R8 C1R9 C1RI10
C2R1 C2R2 C2R3 C2R4 C2R5
C2R6 C2R7 C2R8 C2R9 C2RI10
C3R1 C3R2 C3R3 C3R4 C3RS5

C3R6 C3R7 C3R8 C3R9 C3RI10
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3.3. La fertilisation

Elle est a base d’une solution nutritive (Hoshang, 1988), apportée tous les 15

jours. Sacomposition est résumée dans le tableau suivant :

100,1

136,09
38,91
0,28
1,85

246,4
147
0,25

4. Techniques analytiques
4.1. Parametres physiologiques
4.1.1. Teneur en eau des feuilles

La quantité d’eau que contiennent les feuilles de blé est calculée a partir de leur
poids frais (PF) déterminé juste aprés leur prélevement, et de leur poids sec (PS)
déterminée apres sechage a I’é¢tuve a 105°C (Harriéche, 2004). La teneur moyenne en

eau est calculée selon la formule de Monneveux et Nemmar (1986) :

TEF (%) = (PF — PS)/PF x 100
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4.1.2. Dosage des chlorophylles

L’extraction des chlorophylles est effectué¢ selon la méthode de Holden (1975),
qui consiste en une macération du végétal dans de ’acétone. Le traitement des

échantillons se fait comme suit :

On pése 1 g de feuilles de blé coupées en petits morceaux et broyées dans un
mortier avec 25 ml d’acétone a 80% et une pincée de bicarbonate de calcium. Apres le
broyage total, la solution est ensuite filtrée et mise dans des boites noires afin d’éviter

I’oxydation des chlorophylles par la lumiére.

La lecture se fait aux deux longueurs d’onde 645nm et 663nm, apres
¢talonnage de I’appareil avec la solution témoin d’acétone a 80%. Les teneurs en
chlorophylles totales, sont exprimés en mg/g de PF. Les équations ci-dessous nous

permettent de calculer les valeurs des chlorophylles (Arnon, 1949):
Chla=12,70.DO (663) — 2, 69. DO (645)
Chl b =22, 90.DO (645) — 4, 60. DO (663)
Chl (a+b) = 8, 02.DO (663) +20,2DO (645)

4.2. Paramétres biochimiques

4.2.1. Dosage des protéines totales

Les protéines sont dosées par colorimétrie selon la méthode de Bradford, (1976)
qui consiste a mesurer la concentration des protéines en solution par analyse
spectroscopique et ce on broyant 0,1g de feuille de végétal avec 10 ml d’eau distillée.
Apres filtration on préléve 0,2 ml du surnageant auquel on ajoute 2 ml de BBC (réactif
de Bradford). Le principe de la méthode est basé sur la fixation du Bleu de Comassie
sur les protéines au niveau de résidus basiques et aromatiques, la présence de protéines
se révele par une coloration bleue. L’ Absorbance est lue au spectrophotométre a une

longueur d’onde de 595nm.
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4.2.2. Dosage de la proline

La technique de dosage de la proline utilisée est celle de Troll et Lindsley

(1955), modifiée par Dreier et Goring (1974). Elle est réalisée comme suit :

Mettre 0,1 g de feuilles du blé dans des tubes a essai et ajouter 2 ml de
Méthanol a 40%. Les tubes sont portés a 1’ébullition au bain-marie a 85 °C pendant 60
min. Apres refroidissement, 1 ml de la solution a été prélevé de chaque tube et mis
dans de nouveaux tubes auxquels, on a ajouté 1 ml d’acide acétique, Iml d'un mélange
contenant; (120 ml d’eau distillée, 300 ml d’acide acétique, 80 ml d’acide

orthophosphorique) et 25mg de ninhydrine.

Les tubes sont reportés au bain marie pendant 30 min, la solution vire au rose.
Aprés refroidissement, ajouter 5ml de Toluéne et une pincée de Na,So,. Apres
agitation au vortex deux phases apparaissent : une phase superieure (qui contient la
proline) et une phase inférieur (ne contient pas de la proline). L’absorbance est lue au
spectrophotométre a une longueur d’onde de 528 nm. La proline foliaire a été
quantifiée d’apres une courbe de référence, dont I’équation de la droite de régression a

été déterminée.
4.2.3. Dosage des sucres totaux

Le dosage des sucres totaux est réalisé selon la méthode de Schields et Burnet
(1960) qui utilise 1’Anthrone comme réactif (200 mg d’Anthrone, 100 ml d’acide

sulfurique).

On pése 100 mg de matiere fraiche a laquelle on rajoute 3 ml d’éthanol a 80%.
Laisser le tout a une température ambiante pendant 48h, évaporer ensuite 1’éthanol. On
rajoute par la suite 20 ml d’eau distillée. Prélever 2 ml d’extrait auquel en rajoute 4 ml
d’Anthrone et on place les tubes dans un bain marie a une température de 62C°
pendant 8 minutes. Dés que la solution vire au vert ou au bleu vert on arréte
I’opération et on laisse les tubes refroidir dans un bain de glace, aprés repos a

I’obscurité pendant 30 minutes. Les absorbances sont mesurées au spectrophotométre
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a une longueur d’onde de 585nm. Les sucres totaux ont été quantifiés d’apres une

courbe de référence, dont I’équation de la droite de régression a été¢ déterminée.
4.2.4. Dosage de lipides

Les lipides totaux sont dosés selon la méthode (Goldsworthy et al., 1972).
Chaque échantillon constitué de 0.5g de matiere fraiche foliaire, est découpé et macéré
dans 10ml de I’acide trichloroacétique acide TCA (20%). Apres broyage et filtration
dans des tubes a essai, 1ml de I’extrait est prélevé et centrifugé a 5000 t/min pendant
10min. On verse le surnageant et on garde, dans le méme tube, le culot qui contient les
lipides. On ajoute a ce dernier 1ml du mélange Ether/Chloroforme (1/1), puis on
procéde a une deuxieme centrifugation (5000 t/min pendant 10min) qui donne deux
phases : un culot (contenant les protéines) et un surnageant (contenant les lipides). On
préleve 100ul du surnageant auquel on ajoute Iml de ’acide sulfurique et on met,
aprés agitation, les tubes dans un bain marie a 100°C pendant 10min. Apres
refroidissement, on préléve encore une fois, 200ul de I’extrait, auquel on ajoute 2.5ml
du melange sulfo-phospho-vanillinique a 85% (0.38g Vanilline + 195ml acide

orthophosphorique + 55ml H, 0). Cette reaction développe une couleur rose. Ainsi, la

lecture spectrophotométrique est réalisée a une longueur d’onde 530nm.
4.3. Les Biomarqueurs enzymatiques
4.3.1. Préparation de I’extrait enzymatique.

La méthode utilisée afin d’obtenir I’extrait enzymatique des feuilles de blé dur
est celle de Loggini et al., (1999). L’extrait sera utilisé pour la mesure de ’activité

catalase (CAT), et I’activité ascorbate-peroxydase (APX).

Les feuilles fraiches (1g) sont broyées a froid a 1’aide d’un mortier dans Sml de
tampon phosphate (50mM phosphate, pH=7,5). L’homogénat est ensuite filtré a 1’aide
d’une toile adéquate avant de procéder a une centrifugation a froid de 12000g pendant
20min (centrifugeuse Sigma 3-16K). Le surnageant obtenu sera utilisé comme extrait

pour la détermination des différentes activités enzymatiques.
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La formule suivante est utilisée afin de quantifier les mesures

spectrophotométriques, suite au dosage enzymatique de la catalase, de I’APX, et de la
GST (Servais, 2004).

Act : Activité enzymatique en nmol /min /ug de protéines.
A A : différence moyenne de I’absorbance
¢ : Coefficient d’extinction linéique molaire en M.
V; : Volume total du mélange réactionnel en ml.
t : temps de culture en min.
V. : Volume de I’extrait enzymatique en ml.
p : teneur en protéines.
4.3.2. Dosage I’activité Ascorbate-peroxydases (APX)

Le dosage spectrophotométrique de 1’activité ascorbate-peroxydase est réalise
suivant le protocole adopté par Nakano et Azada (1987). Le volume réactionnel final
de 3ml contient : 100ul d’extrait enzymatique, 50ul d’H,0, a 0,3% et 2850ul de
tampon phosphate NaK-Ascorbate (50mM NakK, et 0,5mM ascorbate, pH= 7,2).
L’étalonnage de I’appareil se fait en ’absence de I’extrait enzymatique. La lecture est
effectuée a 290nm (spectrophotométre GeneSys 8) pendant 1min et ce pour un
coefficient d’extinction linéique molaire ¢ = 2800M-1.cm-1. L’activit¢ APX est

exprimée en nmol/min/mg de protéines.
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4.3.3. Dosage de D’activité catalase (CAT)

Le dosage de l’activité catalase (CAT) est réalisé suivant la méthode de
Cakmak et Horst., (1991). La décroissance de 1’absorbance est enregistrée pendant une
minute pour une longueur d’onde de 240nm et un coefficient d’extinction linéique
molaire € =39400 M-1cm-1L Pour un volume final de 3ml, le mélange réactionnel
contient : 100ul de I’extrait enzymatique brut, 50ul de peroxyde d’hydrogéne H,0, a
0,1% et 2850ul de tampon phosphate (50mM, pH= 7,2). L’étalonnage de ’appareil se
fait en 1’absence de I’extrait enzymatique. La réaction est déclenchée par 1’addition

d’eau oxygénée.
4.3.4. Dosage de I’activité Glutathion S-Transférase (GST)

Le dosage de la glutathion S-transférase est realisé par la méthode de (Habig et
al., 1974) les échantillons sont homogénéisés dans un tampon phosphate a pH 6,5 et a
100mM et centrifugeés a 9000g pendant 30 min. La méthode consiste a faire réagir les
GSTs sur un melange CDNB (20mM)-GSH (100mM) la variation de la densité
optique due a I’apparition du complexe CDNB-GSH est mesurée toutes les 15
secondes pendant 1 minute a 340nm. Les concentrations de la GST sont exprimeées en

nmol /min/ mg de protéines.
4.4. Les Biomarqueurs non enzymatiques
4.4.1. Le Glutathion (GSH)

L’extrait enzymatique est homogénéisé dans une solution de Tris/EDTA et subit
une déprotéinisation par ’acide sulfo-salycilique a 0,25%. Apres centrifugation a 2000
g pendant 10 minutes le surnageant est utilisé pour le dosage spectrophotométrique
avec le réactif DTNB a 0,01M a 412nm. Les concentrations du GSH sont dosées par la

méthode de (Weckbecker et Cory, 1988) et exprimées en UM/ mg de protéines.
4.4.2. Dosage du malondialdéhyde (MDA)

La peroxydation des lipides est estimée par I’évolution de la teneur en MDA

effectué¢ selon la méthode de Draper et Hadley (1990). L’homogénéisation du tissu
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végétale dans 1’acide trichloroacétique (TCA 5%) a raison de 10 ml pour 1g de tissu
végétal est suivie d’une centrifugation pendant 15min a 12000g, le surnageant est
ajoutée a un volume égale d’acide thiobarbiturique (TBA) a 0.5% dans le TCA a 20%,
puis le mélange est incubé pendant 30 min a 100°C. L’absorbance du surnageant
obtenu apres centrifugation a 10000g pendant 5min est lue a 532 nm. La concentration

de MDA est calculée en utilisant son coefficient d’extinction molaire, 155 mM™.cm™.

5. Analyse statistique des données

Les résultats obtenus sont exprimées par la moyenne plus ou moins I’écart type
standard (mzsd). Les moyennes de la méme seérie ont été comparées entre eux, en
utilisant le test statistique, analyse de la variance a un facteur contrélé (ANOVA) et ce
en fonction du degré d’infestation des feuilles de blé et/ou en fonction des

concentrations croissante du sulfate de cuivre avec un seuil de signification (P).

Sip <0,05 — il existe des différences significatives *
Sip <0,01 — il existe des différences hautement significatives **

Sip <0,001 —> il existe des différences trés hautement significatives ***
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Dans ce chapitre nous allons vous étayer 1’ensemble des résultats obtenus
concernant l’effet de la tache auréolée et le cuivre sur certains parametres
physiologiques (teneur en eau et en chlorophylles), biochimique (protéines, proline,
lipides et sucres totaux) et certains biomarqueurs de stress (GSH, MDA, CAT, APX,
GPX et GST).

1. Effet de la tache auréolée et du cuivre sur la teneur en eau des feuilles

D’aprés la figure 21, qui représente la variation de la teneur en eau chez les
feuilles de blé dur en fonction de leur degré d’infestation par 1’agent pathogéne de la
tache auréolée, on constate une diminution significative de la teneur en eau chez les
feuilles faiblement infestées (61,82%), moyennement infestées (61,11%), et gravement

infestées (59,68%) par rapport aux feuilles témoins (62,28%).
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Figure 21 : Effet de la tache auréolée sur la teneur en eau des feuilles de blé

Cette diminution atteint son maximum chez les feuilles gravement infestées soit
une perte en eau de 2,6%. Chez les feuilles de blé faiblement et moyennement

contaminées la perte en eau est équivaut successivement a 0,46% et 1,17%.
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Figure 22 : Effet du cuivre sur la teneur en eau des feuilles de blé.

De méme, la teneur en eau chez les feuilles de blé (figure 22) traitées par des
concentrations croissantes de cuivre diminue significativement (p<0,001) comparée
au contrdle. Plus le stress est prononcé plus la perte en eau des feuilles est importante.
La plus faible valeur (87,16%) est observée pour la plus forte concentration
(800umole) soit une perte de 1,5%, inférieur a la valeur enregistrée lors de I’attaque du

pathogene (2,6%) chez les feuilles gravement infestées.

2. Effet de la tache auréolée et du cuivre sur le taux des chlorophylles

L’effet de la tache auréolée (a) et du cuivre (b) sur la teneur en chlorophylles
est représenté dans le tableau 7 qui montre une augmentation significative du taux de
chla, chlb, et chl (a+b) chez les feuilles de blé dur contaminées par le pathogene
(faiblement et moyennement) ou par le cuivre (200 et 400uM). Les plus fortes valeurs
de chla sont observées chez les feuilles faiblement infestées (7,45mg/g de MF) et pour

la plus faible concentration de cuivre (22,30mg/g de MF)
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Tableau 7 : Effet de la tache auréolée (a) et du cuivre (b) sur les chlorophylles.

Degré
d’infestation
par la tache
auréolée

(@)

Traitement
par le cuivre

©)

5.132 £ 0.149

7.450 £ 0.121

5.647 £0.775

2.134 £ 0.130

20.53 +£0.048

22.30 £0.155

20.84 £0.173

20.56 + 0.043

4.950 £ 0.101

22.95 +1.059

10.52 £ 0.118

2.528 +0.111

8.776 + 0.354

11.20 £ 0.420

13.45+0.213

16.01 + 0.485

10.04 + 0.183

28.96 + 0.519

17.90 + 0.049

4.645 + 0.092

29.16 £ 0.309

33.31+0.368

34.54 +1.004

36.42 + 0.457

De méme, une augmentation significative du taux de chlorophylle b et a+b est

observée en fonction des concentrations croissantes du cuivre comparé aux feuilles

témoins (tableau 7.b). Contrairement, 1’interaction plante/pathogéne provoque un effet

drastique sur la teneur en chl (a+b) qui diminue significativement pour atteindre

4,645mg/g de MF soit une perte de 5,39mg/g de MF équivaut a 54% comparée a la

valeur témoin (10,04mg/g de MF).
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3. Effet de la tache auréolée et du cuivre sur la teneur en protéines totales

La figure 23, qui représente la variation du taux de protéines en fonction du
degré d’infestation des feuilles de blé par 1’agent pathogeéne de la tache auréolée,
montre une augmentation trés hautement significative de la quantité de protéines chez
les feuilles faiblement (1,96mg/g MF) et moyennement infestées (2,20mg/g MF) alors
que ce méme taux diminue pour les feuilles gravement infestées par rapport aux

feuilles témoins pour atteindre 1,023mg/g de MF équivaut a 40%.
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Figure 23 : Effet de la tache auréolée sur la teneur en protéines chez les feuilles de blé.

La figure 24, qui représente la variation du taux de protéines en fonction du
traitement par le cuivre, montre une augmentation significative de la teneur en

protéines totales en fonction des concentrations croissantes de cuivre comparé aux
feuilles témoins.
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Figure 24: Effet du cuivre sur la teneur en protéines chez les feuilles de blé.

La plus forte valeur (4,35mg/g MF) est observée pour la plus forte concentration

¢équivalente a cinq fois (= 5) la valeur du témoin (1,14mg/g MF).
4. Effet de la tache auréolée et du cuivre sur la teneur en proline

La proline, acide aminé, connu depuis longtemps pour son réle d’osmoprotecteur
et plus récemment comme osmorégulateur.
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Figure 25 : Effet de la tache auréolée sur la teneur en proline chez les feuilles de blé
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Le dosage de la proline (figure 25) a montré une augmentation significative de
sa teneur chez les feuilles de blé contaminées par Pyrenophora tritici-repentis. Plus le
degré d’infestation  par 1’agent pathogeéne s’accentue plus on observe une
augmentation de ce taux qui atteint la plus forte valeur (0,074 mg/g de MF) chez les
feuilles moyennement atteintes alors qu’il diminue chez les feuilles gravement
infestées (0,012mg/g de MF).
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Figure 26 : Effet du cuivre sur la teneur en proline chez les feuilles de blé.

En revanche, le dosage de la proline chez les feuilles de blé traitées par le cuivre
(figure26) montre une augmentation trés hautement significative de la teneur en
proline de maniere dose dependante chez les feuilles de blé comparés aux feuilles
témoins. Cette augmentation atteint son maximum (0,18 mg/g MF) a la plus forte

concentration (C3 : 800uM) soit une augmentation de 75%.
5. Effet de la tache auréolée et du cuivre sur la teneur en sucres totaux

Concernant I’effet de la tache auréolée sur la variation du taux des sucres
totaux chez les feuilles de blé qui est représenté dans la figure 27, une augmentation

trés hautement significative de la quantité des sucres chez les feuilles faiblement (0,37
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mg/g MF), moyennement (0,41 mg/g MF) et gravement infestées (0,44 mg/g MF) par
apport aux témoins.
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Figure 27 : Effet de la tache auréolée sur le taux des sucres totaux chez les feuilles de blé.

De méme, une augmentation significative de la quantité des sucres totaux en
fonction des concentrations croissantes de cuivre comparé aux feuilles témoins (figure
28). La plus forte valeur (0,86 mg/g MF) est observée pour la plus forte concentration
(800umole) equivalente a trois fois la valeur témoin (0,26 mg/g MF).
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Figure 28 : Effet du cuivre sur le taux des sucres totaux chez les feuilles de blé.
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6. Effet de la tache auréolée et du cuivre sur le taux des lipides

Le dosage des lipides a révélé une diminution tres hautement significative de sa
teneur chez les feuilles de blé contaminées par Pyrenophora tritici-repentis. Plus le
degré d’infestation par 1I’agent pathogene augmente plus on observe une diminution de
ce taux qui atteint la plus faible valeur (0,055mg/g de MF) au plus fort degré

d’infestation (Grave). Cette diminution est €quivalente a 58% compar¢ au témoin.
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Figure 29 : Effet de la tache auréolée sur le taux des lipides chez les feuilles de blé.
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Figure 30 : Effet du cuivre sur le taux des lipides chez les feuilles de blé.
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Le dosage des lipides (figure 30) a révélé une diminution significative (p <
0,001) de la teneur des lipides de maniére dose dépendante chez les feuilles de blé
traitées par le cuivre comparés aux feuilles témoins. Cette diminution atteint son
maximum (0,026mg/g MF) a la plus forte concentration équivaut a 50% la valeur des
feuilles témoins (0,053mg/g MF).

7. Effet de la tache auréolée et du cuivre sur Pactivité APX

La mesure de I’activité enzymatique APX, responsable de I’élimination de
I’eau oxygéné (H,O,) formée suite aux stress appliqués, montre une induction tres
significative (P<0.000) de I’activit¢ APX chez les feuilles de blé dur infestées par
Pyrenophora tritici-repentis par rapport au témoin. Cette activité augmente en fonction
du degré d’infestation passant de 0,000028nmole/min/mg Prot pour la faible

infestation, a 0,000074nmole/min/mg Prot pour la grave infestation.
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Figure 31 : Effet de la tache auréolée sur I’activité APX chez les feuilles de blé.
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Figure 32 : Effet du cuivre sur ’activité APX chez les feuilles de blé.

La mesure de I’activité enzymatique APX (figure 32) pour le traitement des
plants de blé par le cuivre, montre une augmentation de cette activité pour les feuilles
traitées par le cuivre par rapport aux feuilles témoins. Un pic (0,00056nmole/mn/mg
Prot) est observé chez les feuilles de blé traitées par la plus forte concentration de
cuivre (C3).

8. Effet de la tache auréolée et du cuivre sur P’activité CAT
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Figure 33 : Effet de la tache auréolée sur I’activité CAT chez les feuilles de blé.
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La mesure de I’activité enzymatique CAT présenté dans la figure 33, a révélé
une augmentation trés significative de 1’activité CAT chez les feuilles de blé dur
infestées par Pyrenophora tritici-repentis par rapport au témoin. Cette activité
augmente en fonction du degré d’infestation passant de 0,00000238 n mole/min/mg

Prot (Faible infestation), jusqu’a 0,00000412 n mole/min/mg Prot (Grave infestation).
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Figure 34 : Effet du cuivre sur ’activité CAT chez les feuilles de blé.

La mesure de I’activité enzymatique CAT présenté dans la figure 34, a révelé
une augmentation tres significative de 1’activité CAT chez les feuilles traitées par le

cuivre en fonction des concentrations croissantes par rapport aux feuilles temoins.

9. Effet de la tache auréolée et du cuivre sur P’activité GST

D’apres la figure 35, qui représente 1’effet de la tache auréolée sur la variation
de P’activité enzymatique GST, illustre une induction trés significative de cette activité
en fonction des degrés d’infestation par rapport au témoin. Cette augmentation est
plus importante chez les feuilles moyennement et gravement infestées qui atteignent

successivement les valeurs de 0,00335 et 0,0034nmole/min/mg Prot.
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Figure 35 : Effet de la tache auréolée sur I’activité GST chez les feuilles de blé.

D’apres la figure 36, qui représente I’effet de traitement par le cuivre sur la
variation de I’activité enzymatique GST, illustre une augmentation trés significative
(p<0.001) de l’activit¢ GST des feuilles traitées par le cuivre comparé a celle des
feuilles témoins. La plus grande valeur (0,0214nmole/min/mg Prot) est observee chez
les feuilles de blé traitées par 800uM de Cu.
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Figure 36 : Effet du cuivre sur ’activité GST chez les feuilles de blé.
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10. Effet de la tache auréolée et du cuivre sur le Glutathion
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Figure 37 : Effet de la tache auréolée sur le taux de GSH.

Les résultats obtenus concernant I’effet de la contamination par 1’agent

pathogene sur le taux du glutathion montrent sa diminution (P<0.000) en fonction des

différents degrés d’infestation comparée au témoin. L’ensemble des valeurs du GSH

sont inférieurs a celle du témoin (0,0679nmole/min/mg Prot) et la plus faible valeur

(0,0276 n mole/min/mg Prot) est observee chez les feuilles de blé gravement infestees.
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Figure 38 : Effet du cuivre sur le taux de GSH chez les feuilles de blé.
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La figure 38 présente I’effet du traitement par le cuivre sur le taux du glutathion,
les résultats montrent une diminution trés significative du taux de glutathion. Cette
diminution atteint son maximum (0,0334nmole/mn/mg Prot) a la plus forte
concentration du traitement comparée aux feuilles témoins (0,0743nmole/mn/mg Prot)

et qui est équivaut a 50% de réduction.

11. Effet de la tache auréolée et du cuivre sur le taux de MDA
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Figure 39 : Effet de la tache auréolée sur le taux de MDA chez les feuilles de ble.

Le suivi de la variation de malondialdéhyde (MDA) en fonction du degré
d’infestation par 1’agent pathogéne montre  que ce taux  augmente tres
significativement en fonction du degré d'infestation des feuilles de blé par rapport au
témoin. Le plus fort taux de MDA est observé chez les feuilles de blé gravement
infestées (0,016pmole/mg Prot) qui est eéquivaux a cing fois (= 5) la valeur du témoin
(0,00035umole/mg Prot).
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Figure 40 : Effet du cuivre sur le taux de MDA chez les feuilles de blé.

La figure 40 présente le suivi de la variation de malondialdéhyde (MDA) en
fonction du traitement par le cuivre, ce taux augmente trés significativement
(P<0,000) de maniére dose dépendante chez les feuilles de blé soumises aux
concentrations croissantes de cuivre, et ce par rapport aux feuilles témoins. Cette
variation du taux de MDA passe de 0,0000056pumole/mg Prot chez les feuilles témoins
a deux (=2) fois sa valeur (0,000011pumole/mg Prot.) chez les feuilles traitées par
200uM de Cu et a six (=6) fois sa valeur (0,0000336umole/mg Prot) chez les feuilles
traitées par 400uM de Cu et enfin a neuf (=9) fois sa valeur (0,000054pumole/mg Prot)

chez les feuilles traitées par 800uM de Cu par rapport au feuilles témoins.
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Les données recueillies dans cette étude ont abouti a des propositions qui sont
tantdt en accord avec de nombreuses études similaires et tantdt différentes. Ces
résultats se résument en un effet drastique du stress biotique « Pyrenophora tritici-
repentis» comparé au stress abiotique «cuivre » qui a été évalué par la mesure de
certains biomarqueurs de stress, intervenant dans le systéme de détoxification, qui sont

synthétisés en réponse au burst oxydatif généré par les deux types de stress.

La diminution des teneurs en eau au niveau des feuilles résulte de la réduction
de la perte en eau par la fermeture stomatique, cette action est un moyen d’adaptation
des plantes aux facteurs défavorables du milieu (Djekoun et Planchon., 1992). De
méme, la teneur en eau des feuilles de blé dur diminue proportionnellement avec la
réduction d’eau contenue dans le sol (Bajji et al., 2001). Alors que, Shartai et al.,
(2012) rapporte que la présence du Cd dans le sol perturbe 1’absorption de 1’eau et des
oligo-éléments par des phénoménes de compétition (synergie ou antagonisme) et qui
peut aboutir a I’arrét total de I’absorption. En plus, certains auteurs attribuent cette
diminution a la sensibilité de I’espéce. D’apres, Scofield et al., (1988) la diminution de
TRE est plus rapide chez les variétés sensibles que chez les variétes résistantes.
Autrement dit, les génotypes tolérants sont ceux qui maintiennent une TRE élevée
sous stress hydrique (Martin et al., 1989; Nouri, 2002) comme pour le soja en
condition de stress (Raissac, 1984 ; Zeghida et al., 2004) et une bonne ouverture
stomatique contrairement aux variétés sensibles dont la fermeture stomatique est
intense (El jaafari, 1993 ; Nouri, 2002). Ce n’est pas le cas de notre €tude puisque
nous avons enregistrés une réduction de la teneur en eau chez les feuilles de Triticum
durum traitées par le cuivre qui concordent avec les resultats de Mouellef, (2010) ;
Issaad et al., (2013) (stress hydrique), Alayat et al., (2015) (stress métallique),
Benderradiji et al., (2016) (stress salin) qui explique que la fermeture stomatique rapide
est la meilleure adaptation au manque d’cau en présence ou pas du métal. Donc
L’ensemble de ces résultats nous permet de dire que la variété (Siméto) est sensible

aux fortes concentrations de cuivre.
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Parallélement, les stomates sont couramment utilisés comme point d’entrée par
les parasites foliaires. Certaines phytohormones, comme 1I’ABA ou le JA, ou certains
toxines comme la fusicoccine, affectent I’ouverture des stomates et peuvent étre
manipulées par les agents pathogenes dans le but de faciliter leur pénétration
(McAinsh et al., 1990; Hossain et al., 2011; Turner and Graniti, 1969). Donc la
diminution de la teneur en eau observeée chez les feuilles de blé infestées par
Pyrenophora tritici-repentis est liée au maintien des stomates ouvertes par les toxines
libérées par ce champignon suite a I’interaction plante/pathogéne comme chez la
bactérie phytopathogene Pseudomonas syringae pv. syringae qui produit un analogue
du JA, la coronatine, qui entraine la ré-ouverture des stomates et optimise sa
pénétration a l’intérieur des tissus foliaires. Cette molécule est requise pour la

virulence optimale de ce parasite (Zeng et al., 2010 ; Chanclud, 2016).

La quantité de la chlorophylle des feuilles, peut étre influencée par beaucoup de
facteurs tels que l'age des feuilles, la position des feuilles, et les facteurs
environnementaux (lumiére, température et disponibilité en eau) (Hikosaka et al.,
2006). Plusieurs auteurs rapportent une dégénération fréquente de la quantité de
chlorophylles chez les plantes exposer a différentes concentrations de métaux
(Moustakas et al., 1997 ; Singh et al., 2004 ; khaldi, 2012 ; Nedjah, 2014 et Alayat et
al., 2015). Bousba et al., (2009) explique cette diminution comme étant une
conséquence de la réduction de I’ouverture des stomates, visant a limiter les pertes en
eau par évapotranspiration et par augmentation de la résistance a I’entrée du CO,
atmosphérique nécessaire, a la photosynthése. Une telle dégénérescence est également
observée dans notre étude particulierement chez les plantes de blé dur gravement
infestées par Pyrenophora tritici-repentis ou cette diminution est liée a la réduction du

nombre des stomates ouvertes afin de limiter la propagation du pathogene.
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Parallelement, 1’augmentation du taux des chlorophylles observée chez
plusieurs especes (Havaux et al.,1988; Karoun et al., 2011) s’explique par la
stimulation de la photosynthése. Schehata et al., (1999) et Devriese et al., (2001)
rapportent une augmentation des teneurs en chlorophylles en présence de métaux ainsi
que d’autres xénobiotiques. En effet, les plantules de blé dur ont besoin d’une certaine
quantité de matieres organiques, durant les premiéres phases de croissance, ou elles
utilisent les métaux en tant que source d’énergie et de carbone. Nos résultats viennent
appuyer cette hypothese puisque la présence du cuivre dans le milieu de culture
augmente la synthése de ces pigments ceci pourrait s’expliqué soit par le fait que les
concentrations de cuivre, oligoélément indispensable a plusieurs cycles vitaux de la
plante particulierement la photosynthése, restent insuffisantes pour provoquer un
stress oxydant, soit que les plantes, au début du stress, vont activer leur métabolisme
pour maintenir homeéostasie de la cellule d’ou 1’augmentation des tenecurs en
chlorophylles. Concernant I’interaction plante/pathogéne, les faibles et moyennes
contaminations augmentent également la synthése des chlorophylles car a ce stade le
pathogéne va libérer des toxines analogues aux phytohormes qui stimulent la

réouverture des stomates.

Plusieurs études rapportent une augmentation ou une diminution des protéines
totales quel que soit le type de stress (Tran, 2016). Il faut savoir que dix-sept (17)
familles de protéines PR (Pathogenesis-Related) ont été identifiées chez de
nombreuses especes végétales (sels et al., 2008) a la suite de divers stress (Tuzun &
Somanchi, 2006). Dans notre étude, I’augmentation proportionnelle du taux de
protéines observée en fonction des concentrations croissantes de 1’agent pathogeéne et
du meétal chez les feuilles de blé confirme cette hypothese et met en évidence leurs
roles majeurs dans le systeme de défense de la plante vis-a-vis des deux stress
(Biotique et abiotique). Cette augmentation est due d’une part a I’activation des génes
comme pour la synthese des protéines de défense du type PR et des protéines G qui
sont associés a des récepteurs membranaires ainsi que les protéines du métabolisme

secondaire (Ponchet et al., 2000) et d’autre part a I’induction de la réponse
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d’hypersensibilit¢é RH qui est souvent observée localement (Pedley &Martin, 2005).
Cette activation est liée au déclanchement de la phosphorylation ainsi que les protéines
kinases (MAPKs) impliquées dans la transduction du signal et I’induction des

réactions de défense de la plante (Zhao et Davis 2005).

En revanche, une diminution du taux des protéines totales est observée chez
les feuilles de blé gravement infestées. Cette diminution est attribuée au burst oxydatif
générer suite a I’interaction entre le parasite et la plante hote ou on observe une forte
accumulation de ROS. Leur action aboutit a des lésions directes des molécules
biologiques par oxydation tel 1’oxydation des protéines qui a été reportée par plusieurs
auteurs (Parent et al., 2008 ; Van Loon et al., 2008; Sbartai et al., 2015). En plus, les
lésions nécrotiques localisées aux sites de péneétration du champignon observees chez
les feuilles de blé gravement infestées démontrent que la réponse d’hypersensibilité
(RH) est stimulée limitant ainsi le développement du pathogene en réduisant 1’accés
aux nutriments (Carole, 2010) et par conséquent I’activation de la mort cellulaire

programmée (PCD) d’ou la réduction du taux de protéines.

La proline, acide aminé synthétisé a partir du glutamate ou de I’ornithine
(Bartels et Nelson, 1994), qui a été proposée comme stabilisateur de protéines et de
complexes macromoléculaires (osmoprotecteur) (Stewart et Lee, 1974), piégeur de
radicaux libres et régulateur du potentiel redox cellulaire (Khedr et al., 2003 ; Demiral
et Turkan, 2004 ; Ma et al., 2006 ; Molinari et al.,, 2007). La concentration
intracellulaire de la proline dépend d’une régulation fine entre sa biosynthése et sa
dégradation. Cependant le role exact de la proline et les voies de signalisation
impliquées dans la régulation de son métabolisme ne sont pas encore complétement
¢lucidés. L’étude du métabolisme de la proline chez les plantes modéles permettrait
d’acquérir des informations quant aux mécanismes différentiels mis en ceuvre par les
plantes pour faire face aux contraintes environnementales. Elle est également
considérée comme un biomarqueur métabolique de stress chez les végétaux (Singh et
al., 1973). Plus le niveau de stress appliqué augmente plus les teneurs en proline

deviennent marquees (Savouré et al., 1995 ; Toumi et al., 2014).
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En effet, la relation entre le stress hydrique et I’accumulation de cet acide
aminé est établie depuis longtemps (Cechin et al., 2006). L’accumulation de la proline
est I'une des manifestations les plus remarquables du stress salin (Monneveux et
Nemmar, 1986 ; Thomas et Bohnert, 1993). En plus de son réle d’osmoprotecteur, la
proline pourrait également intervenir dans la régulation du pH cytoplasmique (Pesci et
Beffagna, 1984) ou constituer une réserve d’azote utilisée par la plante apres la période
du stress (Tal et Rosenthal, 1979). Dans notre étude, les stress appliqués (biotique et
abiotique) provoque une forte accumulation de proline chez les feuilles de blé. Ces
résultats sont en accord avec les travaux de Bouchelaghem et al., 2011 ; Khaldi, 2012 ;
Meksem et al., 2007 ; Hennouni, 2012 ; Issaad et al., 2013 ; Gheraibia et al., 2014,
2016 ; Alayat et al., 2015, Souahi et al., 2016 ; Ferfar, 2017 ; chez le blé et Tlidjen et

al., 2012 chez chez des plantes aquatiques épuratrices des eaux usées.

Concernant les teneurs en sucres totaux quantifiées dans notre étude nous
avons noté leur augmentation lors des différents stress appliqués (biotique et
abiotique). On pense que cette accumulation de carbohydrates n’est pas due a une
surproduction des assimilas, mais reflétant plutét une réduction de leur translocation
du site de synthese, les feuilles, via le reste de la plante, particulierement le systeme
racinaire dont la croissance est tributaire. Cette augmentation n’est en réalité qu’une
forme d’adaptation aux conditions de stress (Tahri et al., 1998) permettant ainsi de
constituer une garantie pour le maintien d’une intégrité cellulaire élevée (Mefti et al.,
1998). En effet, la capacité des plantes a répondre aux variations des niveaux de sucres
solubles peut servir de mécanisme de contrle intégrant les conditions
environnementales externes comme la lumiere, les nutriments et les stress abiotiques et
biotiques avec le programme de développement intrinseque (Rammel, 2009). En plus,
les sucres peuvent protéger les membranes et les protéines contre la déshydratation en
incitant la formation d’une sorte de verre aux températures physiologiques (David et
al., 1998). Ce type de tolérance, permet a la plante d’assurer normalement ses
fonctions physiologiques, malgré une dégradation de son état interne (Hellmann et al.,
2000).
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Loretti et al., (2001) et Meksem et al., 2007 suggérent que 1’accumulation des
sucres solubles est un moyen adopté par les plantes en cas de stress afin de résister aux
contraintes du milieu. Il est a signaler que les processus régulés par les sucres ont, en
particulier, été étudiés chez la plante modéle Arabidopsis thaliana. Ces études ont
suggéré 1’existence de plusieurs systemes de detection des sucres (Xiao et al., 2000):
une voie de signalisation hexokinasedépendante, une voie de signalisation hexokinase-
indépendante, une voie de signalisation métabolisme-dépendante et enfin une voie de
signalisation saccharose-specifique. Donc le sucre est connu non seulement, comme un
puissant moteur de la croissance des plantes, mais aussi comme une molécule de

signalisation efficace (Rolland et al., 2006).

Le signal lipidique systémique est parmi les premiers éveénements impliques
dans la réponse défensive et dans les mécanismes de transmission du signal. La
signalisation par les phospholipides est un composant important dans les voies
signalétiques chez I'Eucaryote. Elle joue un rdle principal dans la croissance des
plantes et le developpement aussi bien qu'en réponse systémique aux stress
environnementaux, y compris l'attaque par des agents pathogenes (Song et Goodman
2002; Profotova et al., 2006 ; Akram, 2008). Dans notre étude, le dosage des lipides a
révelé une diminution trés hautement significative de sa teneur chez les feuilles de blé
contaminées par Pyrenophora tritici-repentis, et de méme pour les feuilles traitées par
le cuivre ; Nos résultats vont a ’encontre de la littérature qui suppose que le signal
mobile pour la SAR pourrait étre une molécule de nature lipidique (Durrant et Dong
2004; Mosher et al., 2006) alors qu’on se retrouve dans une situation ou ce taux
diminue progressivement prouvant ainsi que ce type de résistance (SAR) est déja
enclenché (accumulation observé de protéines) en faisant intervenir différents
mécanismes de défenses vis-a-vis des deux stress soit par la production de ROS
induisant ainsi un stress oxydatif qui aboutit & une peroxydation lipidique suite a une
attaque oxydante par 1’oxygeéne singulet ou le radical hydroxyle soit par I’implication
d’autres voies de signalisation tels que ’acide jasmonique (JA) et I’acide méthyle-
jasmonate (MEJA) qui sont des molécules signales dérivées d’acide gras et leurs

biosynthese implique des enzymes comme la lipase, lipoxygénase (LOX), ...etc.
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Il existe de nombreuses enzymes capables de produire du H,O, en cas de
stress biotique telles que les peroxydases pH-dépendantes de la paroi cellulaire
(Bolwell; 1996; Bestwick et al., 1997) qui fonctionnent uniquement en présence de
cysteine et de glutathion. En condition normale, les peroxydases permettent de dissiper
le H,O, alors qu’au cours d’une alcalinisation de I’apoplaste caractéristique de
I’infestation d’un pathogene, elles peuvent devenir productrices de radicaux hydroxyle
OH-' (Salzer et al., 1996). Ces ROS sont impliqués dans les mécanismes de defense des
plantes, soit de facon directe par action de leur forte toxicité sur les pathogenes, soit
par activation de nombreuses voies métaboliques (Shartai et al, 2015) ce qui explique
I’induction de D’activit¢ APX observée dans notre travail chez les feuilles de blé
infestées par Pyrenophora tritici-repentis. De méme, le traitement par le cuivre
stimule cette activité chez les feuilles de blé avec un pic observé pour la plus forte
concentration prouvant encore son effet drastique dans la cellule. L’induction de
I’activité APX en réponse au stress oxydatif engendrer par la présence du champignon

ou du Cu montre bien son role dans 1’élimination de I’eau oxygéné (H,O5).

La catalase est une enzyme importante dans le systeme de défense
(antioxydant) de la plante. Elle catalyse, de fagon extrémement rapide, la dismutation
du peroxyde d’oxygeéne en oxygene et en eau, protégeant ainsi les cellules des effets
oxydants (Sanchezcasas and Klessig, 1994). L’augmentation des ROS, en réponse a
des stress biotiques et abiotiques chez des plantes transgéniques privees de catalase, a
révélé 'importance de ces enzymes dans la tolérance des plantes au stress oxydant
(Willekens et al., 1997). Chez les céréales, le comportement de la catalase a été étudié

en présence de conditions de stress.

Ainsi Kim et al., (2005) et Khosravinejad et al., (2008), ont prouvé que
I’activité de la catalase augmentait dans les racines de I’orge lors d’un stress salin, et
cela par rapport aux autres enzymes antioxydantes étudiées en méme temps (APX,
SOD et POX). Ce résultat indique que la catalase est une enzyme majeure dans la

detoxification des hydrogénes de peroxydes. Les rapports sur I’activité de la catalase
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sous condition de stress sont hétérogenes. Il a été établi que I’activité¢ CAT augmente
chez le mais (Kolarovic et al., 2009), le ble (Luna et al., 2004) et reste inchangé ou
diminuent sous stress hydrique chez le tournesol (Zhang et Kirkham, 1992). Luna et
al., (2004) ont rapporté que la teneur d’H,O, des feuilles augmente, méme si les

activités totales de CAT doublent dans les semis de blé, en conditions de stress séveére.

Les GST sont connues pour jouer un réle important dans la détoxication de
certaines molécules en les conjuguant au glutathion. Le complexe, moins toxique que
la molécule libre, peut étre séquestré dans la vacuole ou exporté vers le milieu
extérieur. Certaines études attribuent a certaines GST particulieres un réle dans la
régulation de plusieurs enzymes et facteurs de transcriptions par des interactions non-
catalytiques proteine-protéine. Cependant cette fonction ne semble liee a aucun
mecanisme de détoxication (Calmes, 2011). L’analyse biochimique de I’activit¢ GST
met en évidence une stimulation a différents traitements et différentes concentrations
traduisant un phénomeéne de résistance des cellules de feuilles de BIlé. En effet
inhibition du GSH observée dans notre étude confirme une fois de plus que le
mécanisme de défense en question est dépassé et remplacé par un systeme de défense
enzymatique antioxydant plus performant la GST en réponse au burst oxydatif généré

par le champignon ou le métal.

Quant au dosage des biomarqueurs de stress, le glutathion (GSH) est
considéré parmi les plus importants puisqu’il intervient dans le systeme de défense
antioxydant de la plante. Partant du fait que tout stress engendre un burst oxydatif
entrainant une rupture de I’équilibre redox qui est a I’origine d’un dommage oxydatif
qui peut étre régulé par le glutathion qui participe a la réduction des composés issus de
la peroxydation lipidique (LOOH) ou du peroxyde d’hydrogéne (H,0,) (Parent et al.,
2008) . Nos résultats vont a I’encontre de cette hypothése ou on observe une
diminution du taux du glutathion chez I’ensemble des plantes de blé contaminés par le
champignon ou par le cuivre prouvant que ce biomarqueur de stress n’est pas sollicité
dans ces deux cas puisque toutes les valeurs mesurées sont inférieurs aux valeurs
témoins. En revanche, Gara et al., (2003) rapporte que I’inhibition de la synthése du

glutathion est due a la production d’H,0, et de NO suite a une attaque de pathogenes
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qui dérégle le cycle glutathion/ascorbate. Ainsi, la forme oxydée du glutathion
prédomine et conduit a une modification de 1’état redox de la cellule qui participe a la
mise en place de la RH. Ces deux hypothéses nous permettent de conclure que
I’inhibition n’est pas due a la nature du stress mais aux degrés de contamination
puisque les fortes concentration inhibent totalement le glutathion chez les feuilles de
blé prouvant ainsi que le systéme en question est dépassé et remplacé par un systéme
de défense antioxydant plus performant (enzymatique) en réponse au burst oxydatif
généreé par ces deux types de stress. Donc le glutathion intervient indirectement dans la
régularisation de 1’équilibre redox soit par la synthese des phytochélatines dans le cas
de stress métallique soit par conjugaison a 1’¢éliciteur ou au Cu par des GST dans leur

détoxification.

La peroxydation lipidique est une oxydation des lipides due dans les plus part
des cas a la présence des espéces réactives a 1’oxygéne (ROS). Le taux élevés de MDA
constatés lors de notre étude est due a I’oxydation lipidique enclenchée suite au stress
oxydatif installé en réponse de I’infestation par le champignon et/ou 1’augmentation du

taux du cuivre chez les feuilles de blé.

En effet, en cas de burst oxydatif lors de I’interaction entre parasite et sa
plante hote, le stress est relativement important et son impact s’étend a 1’échelle
cellulaire provoquant des dégats aussi bien chez le parasite que dans la cellule
végétale. L’excés de ROS provoque des Iésions directes (oxydation de I’ADN,
protéines, lipides, glucides) mais aussi des lésions secondaire dues au caractere
cytotoxique des métabolites libérés notamment lors de 1’oxydation des lipides (Farmer
et Davoine, 2007 ; Mueller et al., 2008). Nos résultats confirme cette hypothese qui
decelent des taux trés elevés de MDA équivaut a cing fois la valeur du témoin
prouvant ainsi ’ampleur du stress induit. De méme, 1’augmentation du taux de MDA
est attribuée a I’exces de ROS libéré suite a 1’ajout des fortes concentrations de cuivre
dans le milieu de culture. Lin et al., (2005) rapporte que le cuivre en exces dans les

cellules fait augmenter la concentration en H,O, qui peut induire un stress oxydant
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perturbant ainsi ’homéostasie des autres éléments (Cuypers, 2000). Ces résultats vont
dans le sens de notre étude qui détermine la valeur maximale de MDA a neuf fois la

valeur du témoin prouvant une fois de plus I’'importance du stress appliqué.
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Conclusion

La grande variété des types de stress suppose la mobilisation de multiples
mécanismes de production des EROs qui sont impliqués dans les stratégies de défense
des plantes, soit de fagcon directe par action de leur forte toxicité sur 1’agent pathogene
ou le métal, soit par activation de nombreuses voies métaboliques. Ce sont également
des molécules signales qui, diffusant rapidement a travers les membranes, régulent de
nombreux genes de défenses : protéines chaperonnes, enzymes antioxydantes,
ascorbate peroxydase (APX), glutathion-S-transférase (GST), génes lies a la
pathogénese (PR) via I’acide salicylique (SA) ou la synthése de phytoalexines. Dans la
majorité¢ des cas, les dommages occasionnés par cet excés d’EROS, s’ils ne sont pas

rapidement limités, conduisent a la mort puis la lyse des cellules concernées.

Les travaux réalisés ont permis de traduire ’effet des deux stress biotique
(Pyrenophora tritici-repentis) et abiotique (le cuivre) sur le développement du blé dur
via la mesure de certains paramétres physiologiques, biochimiques ainsi que certains
biomarqueurs de stress afin de mieux comprendre les stratégies de défense entrepris
par cette plante vis-a-vis ces deux types de stress. En effet, les fortes contaminations
par la tache auréolée et le cuivre provoquent des effets néfastes sur le développement
de Triticum durum, qui se manifeste par la diminution de la teneur en eau des feuilles
et une perturbation au niveau des pigments photosynthétiques. De méme, une
importante activation de la biosynthése des protéines, des sucres totaux, de la proline,
la peroxydation lipidique représentée par le taux de MDA et I’induction de certaines
activités enzymatiques (CAT, APX et GST) intervenant dans le systeme de défense
antioxydant. En revanche, une diminution drastique du taux des lipides et du GSH

chez les feuilles de blé dur contaminées par I’agent pathogene et le métal.
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L’ensemble de nos résultats nous permet de conclure que lors de I'interaction de
Pyrenophora tritici-repentis ou le cuivre avec les feuilles de blé, un burst oxydant est
induit qui ne dépend pas du type de stress mais de la concentration des contaminants.
Il semble que le blé est sensible a la présence du champignon et tolére un peu plus la
présence du cuivre dans le milieu de culture. Cette sensibilité a été évaluée par la
quantification de certains biomarqueurs prouvant ainsi une réponse cellulaire plus

importante en cas de stress biotique comparé au stress abiotique.
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Perspectives

Au terme de cette étude, plusieurs points importants restent a préciser. Il serait en

effet intéressant de compléter ces resultats par :

» L’isolement de Pyrenophora tritici-repentis chez le blé dur

» Réaliser I’infestation dans des conditions contrdlées afin d’estimer la plus
faible concentration pouvant induire un stress oxydant.

» Le dosage des molécules de signalisation telles: Les EROs, I’acide
salicylique et I’Ethyléne.

» Détermination de la CMI et CMF de I’acide salicylique vis-a-vis du
pathogene.

» Dosage d’autres biomarqueurs enzymatiques de stress tels que : SOD,
GPX et les LOX (spécifique a la peroxydation lipidique).

» Elargir la gamme de concentration du cuivre afin déterminer la plus faible
concentration pouvant induire un stress oxydant.

» Réalisation d’une étude in vitro pour I’interaction pathogéne/cuivre et la

détermination de la CMI et CMF du champignon.

Une telle étude devrait aussi étre réalisée sur d'autres variétés de blé ou d’autres
céréales en utilisant d’autres métaux afin de réaliser une évaluation de risque de leur
transfert dans la chaine alimentaire et par conséquent leur répercussion sur la santé

humaine.
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| ABSTRACT

| The plant, like any living organism, is influenced throughout its life by the climatic and non-climatic conditions of the environment.
These conditions will ensure either an environment favorable to growth and development or subject to abiotic or biotic stresses that
will disrupt its metabolism. The ial objective of our study is to understand the adaptive strategies of the plant with respect to
biotic and abiotic stress caused by the pathogen of a cryptogamic disease "the halo spot” or a heavy metal: The copper. In this
context, a sampling of the infested plants (Triticum durum, Desf., VarSimeto) was carried out to assess its toxicity according to the
severity of the contamination, which is determined according to the number of tasks on the leaves (Uncontaminated, low, medium,
| and severe contamination) for biotic stress and as a function of increasing concentrations of Copper sulphate (0, 200, 400, 800 uM)
for metal stress. Copper is a heavy metal necessary for the development of plants, since it is one of the nutrients essential to the
functioning of certain vital cycles. Beyond a certain threshold, it becomes toxic and causes biochemical changes. The results
obtained show a toxic effect, which is manifested by a strong increase in the level of proteins and of malondialdehyde (MDA) and a
| decrease in the lipid and glutathione (GSH) levels. On the other hand, a very significant induction of the enzymatic activities
Ascorbate-peroxydase (APX) and glutathion S-transferase (GST) intervening in the system of defense of the plant. All these results

blomarkers

INTRODUCTION

lants are constantly confronted with different types
Pof stress affecting their growth and consequently

their development. The more quickly a plant is able
to put in place rapid and appropriate defense
mechanisms, the less stress will be on plant health
(Rémus-Borel, 2007). Most diseases cultivated plants are
caused by microscopic fungi, which destroy much of the
world's crops each year (Nasraoui, 2006). The current
diseases situation in Algeria in the durum wheat fields
was characterized by predominance of brown rust
(Puccinia recondita) and the halo spot (Pyrenophoratritici-
repentis) (Benbelkacem and Bendif, 2010).Recognition of
these diseases as well as their means of control remain
important tools to better control these constraints and
improve productivity thereafter (Aouali and Douici-Khalfi,
2009).Like animals, plants are able to recognize non-self
and modified self, as well as to induce defense
mechanisms in response to pathogen attacks (Niirnberger
and Kemmerling, 2009).There are two types of plant
defense; Constitutive and inducible. The former may be of
biochemical or morphological origin (Gravot, 2009), it is
present at all times in the development of the plant. It is
constituted by a set of physical structures or chemical
barriers that counter the penetration and development of
bio-aggressors (Klarzynsk and Fritig, 2001) .Le deuxiéme
type de défense regroupe un ensemble de défenses
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show the presence of an oxidative stress generated by both types of stress.

and biotic stress, Oxidative Burst,

induites; La perception de I'agent pathogéne va conduire
a l'activation d'une cascade de signalisation intracellulaire
(Bollerand Felix, 2009).Cellular signaling events early
induced following recognition of the microorganism are
more generally studied via elicitors (Zhao et al., 2005,
Hofius et al., 2007).Among these events figures the
production of phytohormones such as salicylic acid and,
above all, changes in the permeability of the plasma
membrane manifested by influxes of Ca®', efflux of K *
and anions (Garcia-Brugger et al., 2006) .These ion
streams can act upstream of other cellular events, in
particular production of oxygen-reactive species (ROS),
such as the superoxide anion ‘0, and H,0,, as well as a
phosphorylation cascade Involving protein kinases
(Sbartai et al., 2015). All of these reactions will lead to
reprogramming of the expression of genes, more
particularly of the defense genes, in order to set up
adapted defense responses (Dubreuil, 2010).In addition
to aggressions caused by living organisms, plants are
exposed to environmental changes induced in most cases
by human activities. Trace elements of metal are
considered among the elements most dangerous for
living organisms and especially for plants that are directly
exposed to these elements whose toxic potential is
undeniable. Exposure to heavy metal toxicity has become
a major limiting factor in the growth and vyield of crops,
affecting the sustainability of agricultural production and
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threatening food security. La toxicité des métaux lourds
retarde la croissance des plantes en marginalisant les
fonctions cellulaires des protéines, des lipides et des
composants  élémentaires des membranes des
chloroplastes (Sharma et al, 2003 ; Scoccinati et al.,
2006 ; Shartai et al,,2012).Among these metals, copper is
considered to be a trace element necessary for metabolic
functions and plant development (Burkhead et al.,
2009).1t exists in multiple forms redox thanks to its ability
to exchange electrons from its orbit. This metal is a
cofactor in the electron transport chain in mitochondria
and chloroplast (Palmer and Guerinot, 2009).it is also
defined as a Potentially Toxic Trace Element, as any
element essential to plant development, it can induce
symptoms of toxicity (reduction of biomass, inhibition of
root growth, chlorosis, loss of chloroplast integrity, Etc.),
at exposures higher than its cellular homeostasis. Its
toxicity comes first from its contribution to the
production of ROS such as superoxides ('O{), hydroxyl
radicals (HO") and hydrogen peroxide (H,0,) (Marschner,
2011, Azzizi et al., 2016).

It is in this context that our study was carried out in order
to better understand the defense mechanisms in a variety
of durum wheat with respect to an oxidative burst
generated by different stresses (biotic or abiotic) througth
the determination of certain Biomarkers involved in the
plant defense system.

MATERIAL AND METHODS

A part of the experiment was carried in the collective
agricultural operation in HallalaAissa, Echatt (city of EL-
Tarf) located in the north-east of Algeria known for its
humid climate associated with a strong rainfall favoring
the development of cryptogamic diseases. The pathogen
responsible  for the disease is:  Pyrenophora
trirticirepentis. It manifests as oval necrotic spots on the
leaves (Boulal H et al., 2007).And the second part at the
Pedagogical Laboratory of Plant Physiology of the
Department of Biology, BadjiMokhtar University
Annaba.The experimental material used in our work is
hard wheat Variety; Simeto. It is a variety of Italian origin,
with thin straw, and medium grains half elongated. It has
an average percentage of germination and a high yield.

Experimental Protocol

Concerning the biotic stress (cryptogamic disease) in the
field, we randomly selected control plants (zero-spot
equivalents), poorly affected plants (=15% spots),
moderately affected plants (=30% spots) and (> 50% of
the infested leaf). For abiotic stress (metal stress: Cu) in
vitro, the selected durum wheat seeds are disinfected
with 3% bleach for 30 minutes and then rinsed thoroughly
with distilled water.To facilitate and accelerate the
germination process, the seeds are vernalized for 24
hours, then germinated in petri dishes covered with filter
paper soaked in distilled water. At the 2-3 leaf stage,
plants are subjected to different concentrations of copper
sulphate (0, 200, 400, and 800 umol) for one week.

&
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Irrigation is provided on average three (03) times a week
for all treatments.

Analytical techniques
Protein Determination

The proteins are assayed by colorimetry according to the
method of Bradford, (1976) which consists in measuring
the concentration of proteins in solution by spectroscopic
analysis of 0.1 g of ground plant leaf with 10 ml of
distilled water. After filtration, 0.2 ml of the supernatant
is taken and 2 ml of BBC (Bradford reagent) are added.
The principle of the method is based on the fixation of the
Comassie Blue on the proteins at the level of basic
residues and aromatics, the presence of proteins is
revealed by a blue coloring. The Absorbance is read at the

spectrophotometer at a wavelength of 595 nm.

Dosage of lipids

* Total lipids are assayed according to the methods

(Goldsworthy et al., 1972). Each sample consisting of 0.5
g of fresh leaf material is macerated in 10 ml TCA (20%). 1
ml of the extract is removed and centrifuged at 5000 t /
10 min. The supernatant is poured and the pellet
containing the lipids is kept. To the latter, 1 ml of the
Ether / Chloroform mixture (1/ 1) is added, followed by a
second centrifugation of 5000 t / 10 min, which gives two
phases: a pellet and a supernatant. 100 pl of the
supernatant to which 1 ml of sulfuric acid is added are
placed in tubes in a water bath at 100 ° C for 10 minutes.
After cooling, 200 pl of the extract is taken, to which is
added 2.5 ml of the 85% sulfo- phospho- vanillinic
mixture. The spectrophotometric reading is carried out at
a wavelength of 530 nm.

Glutathione (GSH)

The enzyme extract is homogenized in a Tris / EDTA
solution and undergoes deproteinization with 0.25%
sulfo- salycilic acid. After centrifugation at 2000 g for 10
minutes, the supernatant is wused for the
spectrophotometric assay with the DTNB reagent at 0.01
M to 412 nm. The concentrations of GSH are measured by
the method of (Weckbecker and Cory, 1988) and
expressed in UM / mg of proteins.

Dosage of malondialdehyde (MDA)

Lipid peroxidation is estimated by the evolution of the
MDA content according to the method of Draper and
Hadley (1990).The homogenization of the plant tissue in
trichloroacetic acid (TCA 5%) at a rate of 10 ml per 1 g of
plant tissue is followed by centrifugation for 15 min at
12,000 g, the supernatant is added to an equal volume of
thiobarbituric acid (TBA) at 0.5% in TCA at 20%, and then
the mixture is incubated for 30 min at 100 ° C.The
absorbance of the supernatant obtained after
centrifugation at 10000 g for 5 min is read at 532 nm. The
concentration of MDA is calculated using its molar
extinction coefficient = 155 mM -1 cm -1.
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Assays Ascorbate- Peroxidase Activity (APX)

The spectrophotometric determination of the ascorbate-
peroxidase activity is carried out according to the
protocol adopted by Nakano and Azada (1987).The final
reaction volume of 3 ml contains 100 ul of enzyme
extract, 50 pl of 0.3% H202 and 2850 pl of NaK-
Ascorbate phosphate buffer (50 mMNaK, and 0.5
mMascorbate, pH = 7.2). The calibration of the apparatus
is carried out in the absence of the enzymatic extract. The
reading is carried out at 290 nm (spectrophotometer
GeneSys 8) for 1 min and this for a molar linear extinction
coefficient € = 2800 M -1 cm -1. The APX activity is
expressed in nmol / min / mg protein.

Determination of Glutathione S-Transferase Activity
(GST)

The determination of glutathione S-transferase is carried

out by the method of (Habig et al., 1974). The samples
are homogenized in a phosphate buffer at pH 6.5 and 100 *

mM and centrifuged at 9000 g for 30 min.The method
consists in reacting the GSTs on a mixture of CONB (20
mM) -GSH (100 mM), the variation in the optical density
due to the appearance of the CDNB-GSH complex is
measured every 15 seconds for 1 minute at 340 nm.
Concentrations of GST are expressed in nmol / min / mg
protein.

Statistic study

The results obtained are expressed by the mean more or
minus standard deviation (m * sd).The averages in the
same series were compared with each other using the
ANOVA statistical test according to the degree of
infestation of wheat leaves and / or as a function of
increasing concentrations of Copper sulphate with a
threshold of significance (P).

RESULTS

Effects of the halo spot and copper sulphate on protein
levels
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Figure 1: Effects of the halo spot (a) and copper (b) on
protein levels

Figure 1 shows the variation in the level of proteins as a
function of wheat leaf infestation by the pathogen of the
halo spot (a) or by copper (b), showing a very highly
significant increase in (1.96mg / g MF, 2.20mg / g MF),
shows a very highly significant increase in the amount of
proteins in weakly and moderately infested leaves
(respectively 1.96mg / g MF, 2.20mg / g MF), whereas this
rate decreases for severely infested leaves compared to
the control leaves to reach 1.023mg / g MF equivalent to
40% (Figure 1.a).Similarly, a significant increase (p<0.001)
in the amount of total protein is observed as a function of
the increasing concentrations of copper compared to the
control leaves (Figure 1.b). The highest value (4.35 mg /g
MF) is observed for the highest concentration (800 pmol)
equivalent to five times (= 5) the control value (1.14 mg /
g MF).

Several studies report an increase or decrease in total
proteins regardless of the type of stress (Abdellatef and
Tran, 2016). Seventeen (17) families of PR proteins
(Patogenesis-Related) have been identified in a number of
plant species (Sels et al, 2008) as a result of various
stresses (TuzunandSomanchi, 2006).In our study, the
proportional increase in protein levels observed as a
function of increasing concentrations of the pathogen and
metal in wheat leaves confirms this hypothesis and
highlights their major roles in the plant defense system
both to the two stress ( biotic and abiotic).This increase is
due, on the one hand, to the activation of the genes as for
the synthesis of the proteins of the PR type and the G
proteins which are associated with membrane receptors
as well as the proteins of the secondary metabolism
(Ponchet et al., 2000 ) And on the other hand to the
induction of the response of hypersensitivity RH which is
often observed locally (Pedley and Martin, 2005).This
activation is related to the triggering of phosphorylation
as well as protein kinases (MAPKs) involved in signal
transduction and induction of plant defense reactions
(Zhao and Davis 2005).0n the other hand, a decrease in
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the total protein content is observed in severely infested
wheat leaves. This decrease is attributed to the oxidative
burst generated as a result of the interaction between the
parasite and the host plant where a strong ROS
accumulation is observed. Their action leads to direct
lesions of biological molecules by oxidation such as the
oxidation of proteins which has been reported by several
authors (Parent et al., 2008, Van Loon et al., 2008, Sbartai
et al, 2015).In addition, necrotic lesions located at the
fungus penetration sites observed in severely infested
wheat leaves demonstrate that the hypersensitivity (HR)
response - is stimulated thereby limiting pathogen
development by reducing access to nutrients (Dubreuil,
2010 ) and consequently the activation of programmed
cell death (PCD) hence the reduction in the level of
proteins.

Effects of halo stain and copper sulphate on lipid levels

The systemic lipid signal is among the first events’

involved in the defensive response and in the signal
transmission mechanisms. Signaling by phospholipids is
an important component in the signalitic pathways in
Eukaryote. It plays a major role in plant growth and
development as well as in systemic response to
environmental stresses, including attack by pathogens
(Song and Goodman 2002, Profotova et al., 2006, Akram,
2008).
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Figure 2: Effects of the halo spot (a) and copper (b) on
lipid levels

ISSN 0976 — 044X

In our study, lipid assay revealed a very highly significant
reduction in its content in wheat leaves contaminated
with Pyrenophoratrirtici- repentis (Figure 2.a).The higher
the degree of infestation by the fungus, we observe a
decrease in this rate wich reaches the lowest value (0.055
mg / g MF) in the highest degree of infestation (severely
affected). This reduction is equivalent to 58% compared
to the control.Similarly, a significant (p < 0.001) decrease
in lipid content was observed in a dose-dependent
manner in wheat leaves compared to control leaves
(Figure 2.b). This decrease reaches its maximum (0.026
mg / g MF) at the highest concentration equals 50% of the
control leaves value (0.053 mg / g MF).

Our results contradict the literature, which assumes that
the mobile signal for SAR may be a lipid molecule
(Durrant and Dong 2004; Mosher et al., 2006) whereas
we find ourselves in a situation where this rate decreases
gradually proving that this resistance (SAR) is already
triggered (observed accumulation of proteins) by using
different mechanisms of defenses with respect to both
stresses either by the production of ROS thus inducing an
oxidative stress which leads to a lipid peroxidation
following an oxidative attack by singlet oxygen or the
hydroxyl radical either by the involvement of other
signaling pathways such as jasmonic acid (JA) and methyl-
jasmonate acid (MEJA) which are Signal molecules
derived from fatty acids and their biosynthesis involves
enzymes such as lipase, lipoxygenase (LOX), etc..

Effects of the halo spot and copper sulphate on the GSH
level

As for the assay of stress biomarkers, glutathione (GSH) is
considered among the most important since it intervenes
in the antioxidant defense system of the plant.The results
obtained concerning the effect of contamination by the
pathogen on the level of glutathione (Figure 3.a) show its
decrease (P<0.000) depending on the different degrees of
infestation compared to the control. All GSH values were
lower than that of the control (0.0679 mmol / min / mg
Prot) and the lowest value (0.0276 nmol / min / mg Prot)
was observed in severely infested wheat leaves.The same
variations are observed in the leaves treated with the
increasing concentrations of copper (Figure 3.b) ie a very
significant decrease in the glutathione level.This decrease
reached its maximum (0.0334 mmol / mnM / mg Prot) at
the highest concentration of the treatment compared to
the control leaves (0.0743 mmol / min / mg Prot) and
which is equivalent to 50% reduction.

Based on the fact that any stress generates an oxidative
stress causing a breakdown of the redox equilibrium
which is at the origin of an oxidative damage which can
be regulated by glutathione which participates in the
reduction of the compounds resulting from the lipid
peroxidation (LOOH) Or hydrogen peroxide (H,0;) (Parent
etal., 2008).
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Figure 3: Effects of the halo spot (a) and copper (b) on
GSH level

Our results contradict this hypothesis where we observe a
decrease in the level of glutathione in all the wheat plants
contaminated by the fungus or by copper proving that
this biomarker stress is not solicited in these two cases
Since all the measured values are lower than the control
values.

On the other hand, Gara et al. (2003) reports that the
inhibition of glutathione synthesis is due to the
production of H,0, and NO following a pathogen attack
that disrupts the glutathione / ascorbate cycle. Thus, the
oxidized form of glutathione predominates and leads to a
modification of the redox state of the cell that
participates in the establishment of the RH. These two
hypotheses allow us to conclude that the inhibition is not
due to the nature of the stress but to the degrees of
contamination since the high concentration totally
inhibits the glutathione in the leaves of wheat proving
that the system in question is surpassed and replaced By
a more efficient (enzymatic) antioxidant defense system
in response to the oxidative burst generated by these two
types of stress. Therefore, glutathione intervenes
indirectly in the regulation of the redox equilibrium either
by the synthesis of phytochelatins in the case of metallic
stress or by conjugation to the elicitor or Copper by GST
in their detoxification.

ISSN 0976 — 044X

Effects of halo spot and copper sulphate on MDA level

Lipid peroxidation is an oxidation of lipids due in most
cases to the presence of oxygen-reactive species (ROS).
Monitoring the variation of malondialdehyde (MDA) as a
function of the degree of infestation by the pathogen
shows that this level increases very significantly according
to the degree of infestation of the wheat leaves relative
to the control (Figure. 4a).
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Figure 4: Effects of the halo spot (a) and copper (b) on
MDA level

The highest level of MDA was observed in severely
infested wheat leaves (0,016 umol / mg Prot), which is
equivalent at five times (=5) the control value (3.5.10°
‘umol / mg Prot).Similarly, MDA levels increased
significantly (P<0,000) in dose-dependent ways in wheat
leaves subjected to increasing copper concentrations
compared to control (Figure 4.b). This variation in the
MDA level increased from 5.6.10 °umol / mg Prot in the
control leaves to two (=2) times its value (1.1.10°umol /
mg Prot) in the leaves treated with 200uM copper and six
(=6) (3.36.10°umol / mg Prot) in leaves treated with 400
UM of copper and finally with nine (=9) times its value
(5.4.10‘5umol / mg Prot) in the leaves treated with 800
1M Copper.

The high levels of MDA observed in our study are due to
lipid oxidation triggered by oxidative stress in response to
fungus infestation and / or increased copper levels in
wheat leaves. Indeed, in the case of an oxidative burst
during the interaction between the parasite and its host
plant, the stress is relatively large and its impact extends
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on the cellular scale causing damage both in the parasite
and in the plant cell. The excess of ROS causes direct
lesions (DNA oxidation, proteins, lipids, carbohydrates)
but also secondary damage due to the cytotoxic nature of
the metabolites released especially during the oxidation
of the lipids (Farmer and Davoine, 2007; Mueller etal.,
2008). Our results confirm this hypothesis, which reveal
very high levels of MDA equal to five times the value of
the control thus proving the magnitude of the stress
induced. Similarly, the increase in MDA is attributed to
the excess ROS released following the addition of high
concentrations of copper in the culture medium. Lin etal.,
(2005) reports that excess copper in cells increases the
H;0, concentration, which can induce oxidative stress,
thus disrupting the homeostasis of other elements
(Cuypers 2000). These results are in line with our study
which determines the maximum value of MDA at nine
times the value of the control proving once again the
importance of the stress applied.

Effects of halo spot and copper sulphate on APX
enzymatic activity

At the same time, the measurement of the APX enzyme
activity, responsible for the removal of the oxygenated
water (H;0,) formed as a result of the applied stress,
shows a very significant induction (P<0.000) of APX
activity in wheat leaves Hardened by Pyrenophoratrirtici-
repentis compared to the control (Figure 5a).

This activity increases with 2.8.10 *nmole / min / mg Prot
(Low infestation), 4.2.10'5nmole/min/mgProt(Average
infestation), to 7.4.10° °nmole / min / mgProt (severe
infestation).For the treatment of wheat plants with
copper (Figure 5.b), an increase in the APX activity of the
treated leaves was observed as a function of the
increasing copper concentrations compared to the
control leaves. A peak (5.6.10*nmole / min / mg Prot)
was observed in wheat leaves treated with the highest
concentration of copper (800 uM).
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Figure 5: Effects of the halo spot (a) and copper (b) on
APXenzymatic activity

Indeed, there are many enzymes capable of producing
H0; in the case of biotic stresses such as pH-dependent
cell wall peroxidases (Bolwell, 1996; Bestwick et al., 1997)
which function only in the presence of cysteine and
Glutathione. Under normal conditions, peroxidases are
used to dissipate H,0,, whereas during an alkalinization
of the apoplast characteristic of the infestation of a
pathogen, they can become a producer of OH hydroxyl
radicals (Salzer et al., 1996). These ROS are involved in
the defense mechanisms of plants, either directly by their
high toxicity on pathogens or by activation of numerous
metabolic pathways (sbartai et al., 2015) wich explain the
induction of APX activity observed in our work in wheat
leaves infested with Pyrenophoratrirtici - repentis.
Similarly, treatment with copper stimulates this activity in
wheat leaves with a peak observed for the highest
concentration still proving its drastic effect in the cell.
Induction of APX activity in response to oxidative stress
caused by the presence of the fungus or Cu demonstrates
its role in the removal of oxygenated water.

Effects of halo stain and copper sulphate on enzymatic
activity Glutathione S-Transferase (GST)

GSTs are known to play an important role in the
detoxification of certain molecules by conjugating them
to glutathione. The complex, less toxic than the free
molecule, can be sequestered in the vacuole or exported
to the external environment. Some studies attribute to
some particular GSTs a role in the regulation of several
enzymes and transcription factors by non-catalytic
protein-protein interactions. However, this function does
not seem to be linked to any mechanism of detoxification
(Calmes, 2011).

According to Fig. 6.a, which represents the effect of the
halo spot on the variation of the GST enzymatic activity, a
very significant induction of this activity is noted as a
function of the degrees of infestation with respect to the
control.
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Figure 6: Effects of the halo spot (a) and copper (b) on
GST enzymatic activity

This increase is greater in the medium and severely
infested leaves which successively reach the values of
3.35.10° and 3.4.10°nmole/ min /mgProt. Similarly, a
very significant increase (p<0.001) in the GST activity of
the copper treated leaves was observed compared to that
of the control leaves (Fig. 6.b). The highest value
(0.0214nmole / min / mgProt) is observed in wheat leaves
treated with 800uM Copper. The biochemical analysis of
the GST activity shows a stimulation at different
treatments and different concentrations indicating a
phenomenon of resistance of the cells of Wheat leaves.
Indeed, GSH inhibition observed in our study confirms
once more that the defense mechanism in question is
outdated and replaced by an antioxidant enzyme defense
system that performs better GST in response to the
oxidative burst generated by the fungus or metal.

CONCLUSION

The great variety of types of stress involves the
mobilization of multiple mechanisms of ROS production
that are involved in plant defense strategies either
directly by action of their high toxicity to the pathogen or
metal or by activation many metabolic pathways. They
are also signal molecules that rapidly diffuse through the
membranes and regulate many defenses genes:
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chaperone proteins, antioxidant enzymes, ascorbate
peroxidase (APX), glutathione-S-transferase (GST), genes
linked to pathogenesis (PR) via salicylic acid (SA) or the
synthesis of phytoalexins. In the majority of cases, the
damage caused by this excess of ROS, if not quickly
limited, leads to the death and then the lysis of the cells
concerned.

The work carried out shows an important activation of
protein biosynthesis, lipid peroxidation represented by
the level of MDA and certain enzymatic activities (APX
and GST) involved in the antioxidant defense system of
durum wheat as well as a drastic decrease in the level of
Lipids associated with inhibition of GSH.

All of our results allow us to conclude that during the
interaction of Pyrenophora trirtici-repentisor copper with
leaves of wheat, an oxidative burst is induced that does
not depend on the type of stress but on the
concentration of the contaminants. It seems that wheat is
sensitive to the presence of the fungus and tolerates a
little more the presence of copper in the culture medium.
This sensitivity was evaluated by the quantification of
certain biomarkers, thus proving a greater cellular
response in the case of biotic stress compared to abiotic
stress.
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Annexes

FICHE VARIETALE

Variété : Simeto (Sersou)
Obtenteur : IAO ITALIO
Demandeur : ITGC
Origine : Italie
Année d’inscription : 2001
Pedigree : Capeiti x valvona

DESIGNATION DU CARACTERE

B 2 Coléoptiles:Pigmentation anthocyanique
Premiére Feuille: pigmentation anthocyanique
Plante: Port au tallage

Derniére feuille: Glaucescence de la gaine
Derniére feuille:Glaucescence du Limbe
Barbes pigmentation anthocyanique

Tige: Pilosité du dernier nceud
Tige:Glaucescence du Col de 1’épi
Epi:Glaucescence

Plante:Hauteur (Tige, épi et barbes)

Distribution des barbes
Barbes dépassant I’extrémité de I’épi

Glume inférieure:forme (Epillet au tiers moyen de I"épi)

Glume inférieure:Forme de la troncature
Glume inférieure:Largeur de la troncature
Glume inférieure:Longueur du bec

Glume inférieure:Forme du bec

Glume inféricure:Pilosité de la face externe

Paille: Moclle en section transversale (mi-chemin entre I’épi et le nceud)

Barbes: Couleur

Epi:Longueur & I’exclusion des barbes

Epi: Pilosité du Bord du 1+ article du rachis

Epi: Couleur (a maturité)

Epi: Forme en vue de profil

Epi: Compacité

Grain: Forme

Grain: Longueur des poils de la brosse vue dorsale
Grain: Coloration au phénol

Type de développement

Plante: fréquence des plantes ayant la derniére feuille retombante
Epoque d’épiaison : 1¢ épillet visible sur 50 % des plantes

/NIVEAU D’EXPRESSION
Nulle a tres faible
Nulle a trés faible

Mi-dressé

Nulle a Trés faible

Précoce

Tres forte

Forte

Nulle a tres Faible
Nulle a Trés Faible
Forte

Forte

Moyenne

Sur toute la Longueur
Plus Longue
Allongée

Inclinée

Etroite

Courte

Droit

Absence

Peu Epaisse

Noire

Courte

Nulle a Trés faible
Blanc

Pyramidale
Moyenne

Demi Allongée
Moyenne
Faible

Hiver

Caractéristiques Agronomiques :

Caractéristiques technologiques :

Résistance aux maladies :

16

- Rendement : Elevé

- PMG : Elevé

- Qualité semouliére : Trés Bonne
- Mitadinage : Résistante

- Teneur en protéines : 15.80%

- Oidium feuille : Moyennement sensible
- Oidium Epi : Résistante

- Rouille brune : Moyennement sensible
- Septoriose : Moyennement sensible

Vaiche T, 2017




Annexes | Yaiche F, 2017

2. Courbe d’étalonnage des protéines
2.1. Préparation de la solution mere

La méthode retenue pour le dosage des protéines totales est celle de Bradford (1976)
qui utilise le BSA (Sérum d’ Albumin de Bovin) comme standard.

La gamme d’étalonnage (Tableau) est réalisée a partir d’une solution mére de BSA.

Img/ml. (Img de BSA par 1ml d’eau distillée).

Nombre | 0 1 2 3 4 5 6 / 8 9 10
de Tubes
BSA |0 4 8 12 116 |20 (24 |28 |32 36 |40
(1h)

Eau

diitigée 200 | 196|192 |188|184|180| 176|172 168 164 | 160
i
BBC |2 |2 |2 |2 |2 |2 |2 |2 |2 |2 |2
(ml)

2.2. Préparation du réactif (réactif de Bradford)

*50 mg de BBC (Bleu Brillant de Comassie) + 25ml d’éthanol a 95% agité grace a un
agitateur pendant 2 heures.

*Rajouter 50ml d’acide orthophosphorique a 85% et complété a 1’eau distillée jusqu’a
500ml.

*Conserver dans un flacon sombre jusqu’a un mois dans un réfrigérateur.

1 -
0,9 y =0,0428x + 0,0182

0,8 R*=0,9899 2
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Quantité de BSA

& Sériel

Densité optique

—— Linéaire (Sériel)
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3. Courbe d’étalonnage de la proline

3.1. Préparation de la solution mere |

*Mettre 20mg de proline dans une fiole jaugé (100ml).

*Ajuster a 100ml avec du méthanol a 40%.

3.2. Préparation de la solution mere |1

*Prélever 10ml de la solution mére | et les mettre dans une fiole jaugée (100ml).
*Ajuster a 100ml avec du méthanol a 40%.

La concentration en proline de la solution mére II est donc de 20pg.ml™.

*Prendre 10 tubes a essai numérotées de 1 a 10 et mettre respectivement de 1ml a 10ml de la
solution mere 1I.

Nombre de 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

tubes
Proline 0| 2] 4] 6 | 8 10]12]14]|16] 18] 20

(ng)
Prélevement a

partir de la
solution mere 11
(ml)
Méthanola40% | 210 | 9 | 8 | 7 | 6 | 5 | 4] 3] 2] 1] o0
(ml)
Prélévement a
partir de la
dilution (ml)
Mélange
(soluionA) | * |1 | 1|11 11111
(ml)

Acide acétique
mhy |t rprprprlrpnpr g

Ninlydrine (mg)
25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25

Toluéne (ml) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
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3.3. Préparation du réactif

Dans une bouteille en verre opaque préparer le mélange suivant :
500ml d’acide acétique

+ 80ml d’acide orthophosphorique Solution A

+120ml d’eau distillée= Agiter.

Soit n : le nombre de tubes a doser (extraits + étalons).

Mettre dans un bécher :
(n+4)=12+ 4 =16 * 25mg de ninlydrine
16ml de la solution A Solution B

16ml d’acide acétique = Agiter.

y =0,0481x - 0,003
0,7 - R?=0,996

& Sériel

—— Linéaire (Sériel)

Densité optique

0 T T 1
5 10 15

Quantité de proline
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4. Courbe d’étalonnage des sucres
4.1. Préparation de la solution mere |
*Peser 0.05g du glucose et les mettre dans une fiole jaugée (100ml).

*Ajuster a 100ml avec I’éthanol a 80%.

4.2. Préparation de la solution mere 11

*Prélever 10ml de la solution mere | et les mettre dans une fiole jaugée (100ml).
*Ajuster a 100ml avec I’éthanol a 80%.

La concentration en glucose de la solution mere |1 est de 50pg.

*Prendre 10 tubes a essai numérotées de 1 a 10 et mettre respectivement de 1 a 10 de solution
mere Il.

Nombre de tube 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10

Glucose (ug) 0O |10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100

Prélévement a partir
de la solution mere
Il (ml)
Ethanola80% (ml) (20 | 9 | 8 | 7 | 6 | 5 4 | 3 | 2 | 10

Prélevementawpartir| 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2 | 2| 2| 2|2
des dilutions (ml)

Réactif ; Antrone

(ml)
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4.3. Préparation du réactif

* 0.2 g d’anthrone pur par 100ml d’H,SO, pur (la préparation de 1’anthrone au moins 4
heures a I’avance).

* Conserver dans un flacon sombre.

1
0.9 y =0,0425x + 0,0317
' R?=0,9854 *
()]
=
g
a
o & Sériel
P
‘g —— Linéaire (Sériel)
[
T
O T T T T 1
5 10 15 20 25
Qanité de glucose
5. Courbe d’étalonnage des lipides
0,8 4
0,7 4 ¢
y =0,0073x + 0,0188
2 =
06 - R? =0,9944
Q
=]
g
=}
Q.
o & Sériel
P
'g —— Linéaire (Sériel)
a
O ‘ T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Quantité de lipides
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6. ANOVA a un critére de classification

6. 1. Teneur en eau au niveau des feuilles
6.1.1. TEF TACHE

One-way ANOVA: C1 versus C2

Source DF SS MS F P
Cc2 3 19,34388 6,44796 122818,29 0,000
Error 16 0,00084 0,00005

Total 19 19,34472

S = 0,007246 R-Sq = 100,00% R-Sq(adj) = 99,993

6.1.2. TEF CUIVRE

One-way ANOVA: C3 versus C2

Source DF SS MsS F P
C2 3 5,832100 1,944033 77761,33 0,000
Error 16 0,000400 0,000025

Total 19 5,832500

S = 0,005 R-Sq = 99,99% R-Sqg(adj) = 99,99%

6.2. Chlorophylles a, b et a+b

6.2.1. Chloro a tache

One-way ANOVA: C4 versus C2

Source DF SS MS F P
C2 3 73,105 24,368 148,79 0,000
Error 16 2,620 0,164

Total 19 75,725

S = 0,4047 R-Sq = 96,54% R-Sq(adj) = 95,89%

6.2.2. Chloro b tache

One-way ANOVA: C5 versus C2

Source DF SS MS F P
C2 3 1245,488 415,163 1432,54 0,000
Error 16 4,637 0,290

Total 19 1250,125

S = 0,5383 R-Sq = 99,63% R-Sqg(adj) = 99,56%
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6.2.3. Chloro a+b tache

One-way ANOVA: C6 versus C2

Source DF SS MS F P
Cc2 3 1673,270 557,757 7100,21 0,000
Error 16 1,257 0,079

Total 19 1674,527

S = 0,2803 R-Sq = 99,92% R-Sqg(adj) = 99,91%

6.2.4. Chloro a cuivre

One-way ANOVA: C7 versus C2

Source DF SS MS F P
Cc2 3 10,6419 3,5473 241,56 0,000
Error 16 0,2350 0,0147

Total 19 10,8769

S =0,1212 R-Sq = 97,84% R-Sqg(adj) = 97,43%
6.2.5. Chloro b cuivre

One-way ANOVA: C8 versus C2

Source DF SS MS F P

C2 3 143,671 47,890 328,06 0,000
Error 16 2,336 0,146

Total 19 146,007

S = 0,3821 R-Sqg = 98,40% R-Sqg(adj) = 98,10%
6.2.6. Chloro a+b cuivre

One-way ANOVA: C9 versus C2

Source DF SS MS F P

Cc2 3 141,883 47,294 130,53 0,000
Error 16 5,797 0,362

Total 19 147,680

S =0,6019 R-Sq = 96,07% R-Sqg(adj) = 95,34%
6.3. Les protéines

6.3.1. Protéines tache

One-way ANOVA: C10 versus C2

Source DF SS MS F P
C2 3 3,930725 1,310242 8704,48 0,000

Error 16 0,002408 0,000151
Total 19 3,933133

S = 0,01227 R-Sq = 99,94% R-Sq(adj) = 99,93%
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6.3.2. Protéines cuivre

One-way ANOVA: C11 versus C2

Source DF SS MS F P
Cc2 3 26,78644 8,92881 45077,95 0,000
Error 16 0,00317 0,00020

Total 19 26,78961

S = 0,01407 R-Sq = 99,99% R-Sq(adj) = 99,99%

6.4. Proline
6.4.1. Proline tache

One-way ANOVA: C12 versus C2

Source DF SS MS F P
C2 3 0,0132140 0,0044047 50483,42 0,000
Error le 0,0000014 0,0000001

Total 19 0,0132154

S = 0,0002954 R-Sg = 99,99% R-Sg(adj) = 99,99

6.4.2. Proline cuivre

One-way ANOVA: C13 versus C2

Source DF SS MS F

C2 3 0,0880324 0,0293441 286284,31 0,00
Error 16 0,0000016 0,0000001

Total 19 0,0880341

S = 0,0003202 R-Sq = 100,00%

P
0

R-Sq(adj) = 100,00%

6.5. Sucres
6.5.1. Sucres tache

One-way ANOVA: C14 versus C2

Source DF SS MS F P
Cc2 3 0,0739430 0,0246477 1084,61 0,000
Error 16 0,0003636 0,0000227

Total 19 0,0743066

S = 0,004767 R-Sq = 99,51% R-Sq(adj) = 99,42%
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6.5.2. Sucres cuivre

One-way ANOVA: C15 versus C2

Source DF SS MS F P
Cc2 3 1,086643 0,362214 71022,44 0,000
Error 16 0,000082 0,000005

Total 19 1,086725

S = 0,002258 R-Sq = 99,99% R-Sq(adj) = 99,993

6.6. Lipides
6.6.1. Lipides tache

One-way ANOVA: C16 versus C2

Source DF SS MS F P
C2 3 0,0165494 0,0055165 889,61 0,000
Error 16 0,0000992 0,0000062

Total 19 0,0166486

S = 0,002490 R-Sgq = 99,40% R-Sg(adj) = 99,29%

6.6.2. Lipides cuivre

One-way ANOVA: C17 versus C2

Source DF SS MS F P
Cc2 3 0,0021734 0,0007245 234,39 0,000
Error 16 0,0000495 0,0000031

Total 19 0,0022228

S = 0,001758 R-Sq = 97,78% R-Sq(adj) = 97,36%

6.7. Malondialdéhyde
6.7.1. MDA tache

One-way ANOVA: C18 versus C2

Source DF SS MS F P
C2 3 0,0000052 0,0000017 232,87 0,000
Error 16 0,0000001 0,0000000

Total 19 0,0000053

S = 0,00008625 R-Sq = 97,76% R-Sqg(adj) = 97,34
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6.7.2. MDA cuivre

One-way ANOVA: C19 versus C2

Source DF SS MS F P
C2 3 0,0000000 0,0000000 1201,68 0,000
Error 16 0,0000000 0,0000000

Total 19 0,0000000

S = 0,000001433 R-Sq = 99,56% R-Sqg(adj) = 99,48%
6.8. Glutathion

6.8.1. GSH tache

One-way ANOVA: C20 versus C2

Source DF SS MS F P
Cc2 3 0,0045296 0,0015099 6258,57 0,000
Error 16 0,0000039 0,0000002

Total 19 0,0045335

S = 0,0004912 R-Sg = 99,91% R-Sg(adj) = 99,90%
6.8.2. GSH cuivre

One-way ANOVA: C21 versus C2

Source DF SS MS F P
Cc2 3 0,0047447 0,0015816 1802,36 0,000
Error 16 0,0000140 0,0000009

Total 19 0,0047588

S = 0,0009367 R-Sg = 99,70% R-Sg(adj) = 99,65%
6.9. Glutathion-S-transférase

6.9.1. GST tache

One-way ANOVA: C22 versus C2

Source DF SS MS F P

Cc2 3 0,0000009 0,0000003 89,75 0,000
Error 16 0,0000001 0,0000000

Total 19 0,0000009

S = 0,00005666 R-Sq = 94,39% R-Sq(adj) = 93,34%
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6.9.2. GST cuivre

One-way ANOVA: C23 versus C2

Source DF SS MS F P
Cc2 3 0,0003185 0,0001062 344,47 0,000
Error 16 0,0000049 0,0000003

Total 19 0,0003235

S = 0,0005552 R-Sq = 98,48% R-Sq(adj) = 98,19%

6.10. Catalase
6.10.1. CAT tache

One-way ANOVA: C24 versus C2

Source DF SS MS F P
Cc2 3 0,0000000 0,0000000 18862,76 0,000
Error 16 0,0000000 0,0000000

Total 19 0,0000000

S = 1,524795E-08 R-Sq = 99,97% R-Sq(adj) = 99,97%

6.10.2. CAT cuivre

One-way ANOVA: C25 versus C2

Source DF SS MS F P
C2 3 0,0000000 0,0000000 1064,77 0,000
Error 16 0,0000000 0,0000000

Total 19 0,0000000

S = 0,0000002828 R-Sg(adj) = 99,41%

6.11. Activité APX
6.11.1. APX tache

One-way ANOVA: C26 versus C2

Source DF SS MS F P
C2 3 0,0000000 0,0000000 1045,66 0,000
Error le¢ 0,0000000 0,0000000

Total 19 0,0000000

S = 0,000001716 R-Sq = 99,49% R-Sq(adj) = 99,40%
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6.11.2. APX cuivre

One-way ANOVA: C27 versus C2

Source DF SS MS F P
Cc2 3 0,0000010 0,0000003 1771001,84 0,000
Error 16 0,0000000 0,0000000

Total 19 0,0000010

S = 0,0000004353 R-Sq = 100,00% R-Sq(adj) = 100,004
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