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Résumé

L’objectif de notre travail c’est I’étude des mécanismes de défense des plantes aux
stress pour adapter et maintenir leur survie aux conditions défavorables issue a des
changements environnementales (abiotiques) ou des infections par des micro-organismes
(biotique): bactérie, champignons. Le stress exerce un effet sur la croissance, le métabolisme
et la germination des végétaux apres le concept du signale et le transmette pour déclencher la
réponse. Les réponses de défense de la plante sont de deux types : 1) réponses constitutives
telles que les barriéeres physiques et chimiques (défense passive) et. 2) réponses
inductibles(défense active).Ces différentes réponses forment ce qui est connu sous le concept

de la résistance de la plante.

MOT CLE: stress, biotique , abiotique , salin , hydrique , thermique , oxydant , tolérance .
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De type méditerrané en, le climat algérien se caractérise principalement par la
variabilité intra et inter-annuelle des précipitations et du régime thermique. Les stress
climatiques, comme le déficit hydrique, les températures extrémes, deviennent tres communs
a mesure qu’on pénetre a I'intérieur du pays. Ces stress affectent le développement et la
production des cultures (BALDY, 1974; MEKHLOUF et al., 2006).

Les plantes ont depuis toujours été confrontées a différents stress abiotiques et
biotiques dans leur environnement immédiat. Par conséquent, la survie des plantes dépend de
leur capacité a adapter leur physiologie, et notamment leur développement et leur croissance,
afin d’atténuer ou méme de supprimer les effets du stress(BOHNERT et al.1995 ;BARTELS
et SUNKAR, 2005).

Le stress perturbe les structures normales et la coordination des processus variés au
niveau moléculaire, cellulaire, et de I’organisme entier. Le retour a la stabilisation et les
réactions de répartition, 1’accomplissement d’un réajustement, d’états adaptés, et le maintien
de grands pouvoirs de résistance font tous appel a une énergie additionnelle et métabolite
(LARCHER., 2001).

Les plantes répondent aux contraintes de I’environnement par de nombreux
changements, révelent le caractere multifactoriel des mécanismes de tolérance et d’adaptation
aux stress abiotiques (BEN NACEUR et al., 2001).

Toutes les plantes sont connues pour percevoir et réagir aux signaux de stress comme la
sécheresse, la chaleur, la salinité, les herbivores et les pathogenes (BOHNERT et al.
1995 ;BARTELS et SUNKAR, 2005).

Certains procédés biochimiques sont communs a toutes les réponses des plantes au
stress, y compris la production de certaines protéines de stress et de métabolites, ainsi que la
modification des especes réactives de I'oxygene (ROS) et de leur métabolisme (LEONE et al.
2003 ;MAGGIO et al. 2003 ; TUBEROSA et al. 2003). Bien qu'il y ait eu des recherches
approfondies dans le domaine de la réponse des plantes au stress, les facteurs qui conferent a
certaines especes vegeétales la capacité de coloniser des habitats extrémes ne sont pas encore
connus. Malgré les progres considérables réalisés dans notre compréhension de la physiologie
du stress des plantes.

L’objectif de notre travail c’est I’étude des mécanismes de défense des plantes aux
stress pour adapter et maintenir leur survie aux conditions défavorables issue a des
changements environnementales (abiotiques) ou des infections par des micro-organismes

(biotique): bactérie, champignons. En effet, la connaissance de ces réponses, basée sur la
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transduction des signaux de stress, est donc la base des études visant a ameéliorer la réponse
des plantes cultivées dans différents stress.

Lors de premiere chapitre, on a éclairé le terme stress chez les plantes qui sont induite
dans des conditions défavorable de 1’environnement. Concernant le 2°™ chapitre. Nous avons

traité les mécanismes adaptatifs qui permettent la croissance des plantes dans des

environnements qui pourraient étre considéres comme stressantes.



CHAPITRE |
L_es stress chez les
plantes
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Chapitre I: Les stress chez les plantes

1. Définition du stress biologique

Un stress biologique n' est pas facile a définir mais il implique des effets hostiles s
exercant sur un organisme (HOPKIN, 2003). Le terme stress, un mot d'origine anglaise est
définis par le dictionnaire Larousse (2000), comme étant «l’ensemble des perturbations...
provoquées par une agression quelconque sur un organisme». En revanche, ce terme, lorsqu’il
est utilisé en biologie végétale a des connotations particuliéres; il représente le(s) facteur(s)
responsable(s) des perturbations subies par la plante au cours de son développement (ZIADI,
2001).

Un stress désigne a la fois I'action d'un agent agresseur et les réactions qu'il entraine
dans I'organisme agressé, une force qui tend a inhiber les systémes normaux. D’autre part, les
stress environnementaux nés de la fluctuation des facteurs abiotiques (sécheresse, saliniteé,
température) affectent les conditions de croissance, le développement et le rendement des
plantes (MADHAVA RAO et al., 2006).

Selon levitt: Le ‘stress’ correspond aux variations environnementales susceptibles d’étre
défavorables, le ‘strain’ correspond aux modifications physiologiques et biochimiques. Parmi les
stratégies possibles pour la plante : éviter le stress, éviter le « strain » ou tolérer le « strain ».

D’une fagon plus générale, on peut dire qu’au niveau cellulaire, un stress est causé par la
variation d’un paramétre environnemental qui entraine la mise en place des mécanismes de
régulation de I’homéostasie (ZHU, 2002).

2. Classification du stress
Les organismes sont généralement soumis a deux types de stress: les stress biotiques
(dus a une agression par un autre organismes) et les stress abiotiques (qui sont dus

principalement a des facteurs environnementaux) (VINCENT, 2006).

2.1. Stress biotiques

2.1.1. Définition du stress biotique

De nombreux agents pathogénes pénetrent dans la plante et ont pour origine les virus,
les organismes phytophages et les pathogenes. Afin d’y faire face, la plante met en place un
systeme de défense qui fait intervenir une chaine de réactions. Les protéines végétales
défensives produites font office de rempart contre les agents nuisibles. Ils pénétrent soit par
voie mécanique en forcant la résistance physique des barrieres histologiques, soit par
I’excrétion d’enzymes dégradant la cuticule. Le végétal attaqué peut alors répondre par des

réactions qui limitent la pénétration du parasite, par exemple lignification des parois, ou en
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sécretant diverses substances chimiques ; soit toxiques pour le parasite (polyphénaols,
phytoalexines, dérives de phénylalanine, etc.), soit inhibitrices de protéases, amylases,
cellulases, etc., qui privent le parasite de la possibilité de se nourrir en dégradant la plante
héte (LAVAL-MARTIN et MAZLIAK, 1995).

2.1.2. Effets des stress biotique sur les plantes

Les microorganismes jouent un role essentiel a ce niveau. lls influencent directement ou
indirectement la croissance des plantes et leur santé. Alors que certains microorganismes agissent
négativement sur la vitalité de la plante (par exemple les agents pathogénes),certains autres
favorisent positivement leur développement (comme les mycorhyzes ou les antagonistes).
Les interactions entre ces différents acteurs — microorganismes «négatifs», microorganismes
«positifs» et plantes — déterminent, sous I’influence des compartiments inertes du sol, la
fertilité du sol (JACQUES, 1999).

Les champignons influent indirectement a la santé des plantes. Certains champignons
influences toutefois également directement celle-ci. De trés nombreux champignons sont
pathogénes et peuvent causer d’importants dégats aux plantes, comme les agents pathogénes
responsables de diverses pourritures des racines. En opposition, d’autres champignons sont
antagonistes de ces pathogenes et protegent les plantes contre leurs attaques. L’équilibre entre ses
divers organismes détermine 1’état de santé des plantes croissant dans ce milieu (JACQUES,
1999).

Certaines bactéries sont extrémement importantes de part leur réaction effet sur la santé
des plantes. Diverses bactéries sont pathogénes et peuvent causer de gros dégats aux cultures:
Erwinia carotovora sur carottes, Xanthomonas fragariae sur fraisiers, Pseudomonas syringae sur
curcubitacées, Streptomyces scabies sur pommes de terre, Agrobacterium tumefaciens sur
diverses plantes, etc. D’autres bactéries protégent par contre les plantes contre des agents
pathogenes: Actinomycetes, Streptomycetes, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas cepacia,
Bacillus subtilis, etc. Ces bactéries sont appelées antagonistes. Elles sont trés importantes pour
I’équilibre microbien des sols. La plupart de ces bactéries produisent des antibiotiques qui
semblent jouer un réle non négligeable dans les mécanismes de protection des plantes
(JACQUES, 1999).

Les insectes herbivores ou phytophages sont caractéerisés par le fait qu'ils se nourrissent de
vegetaux. Toutes les parties de la plante (tige, feuille, racine, graine, fruit, seve, nectar, pollen)
sont susceptibles d'étre consommées. Cette interaction est trés profitable aux consommateurs
puisqu'ils trouvent leur énergie dans les tissus de la plante contrairement a celle-ci qui perd de

I'énergie et doit trouver un moyen de compenser ces pertes.
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Il existe deux stratégies principales d'inhibition de I'herbivorie:

e La premiére est une croissance plus rapide au niveau des tissus endommagés. En effet,
lorsqu'un insecte consomme une feuille par exemple, la plante met en ceuvre des mécanismes
permettant le remplacement rapide de cette feuille.

e La deuxieme stratégie est une augmentation de la résistance de la plante face aux
phytophages. La plante produit des substances toxiques de structures (incluses dans I'armature de
la plante) difficiles a digérer par les herbivores (cellulose, lignine...). Mais aussi, des substances
toxiques non structurales, c'est-a-dire mobiles dans le végétal (quinine, menthol, camphre,
tanin...) qui sont efficaces a faible dose et agissent comme des poisons. Ces substances sont
dailleurs utilisees par 'nomme (HOPKIN, 2003).

Les insectes n'interagissent pas avec la plante seulement pour leur alimentation mais
également pour se réfugier, pondre et se reproduire. De maniere générale, le choix de la plante
hote se fait par effets attracteurs comme vu précédemment. Le choix de la plante héte pour la
ponte se fait souvent par la mere. En général, elle privilégie un site ou la quantité et la qualité des
ressources est importante afin de maximiser le succés reproducteur de sa descendance. En effet,
pour des espéces ou les larves ou les juvéniles ne sont pas capables de se déplacer sur de longues
distances, I’accessibilité des ressources est primordiale. De plus, la plante n'est pas seulement un
site de nutrition mais aussi un endroit de protection contre les prédateurs des jeunes insectes
(HOPKIN, 2003).

2.2. Stress abiotique

Le stress abiotique est un facteur environnemental susceptible de déclencher des
modifications chimiques ou physiques dommageables. Ces modifications représentent une
contrainte (qui peut étre plastique ou élastique). Par commodité, on considere parfois de nos
jours que le facteur environnemental est la contrainte.

Un stress peut 1’étre pour une plante sans I’étre pour une autre. Des facteurs comme
I’age sont importants. (ANONYME, 2004).

Les stress abiotiques présentent des éléments communs a la fois pour les dommages
occasionnés et pour la réponse de la plante (MARIE, 2009).Parmi les conditions
environnementales qui peuvent causer un stress abiotique, on distingue : les inondations,
la sécheresse, les basses ou hautes températures, la salinité excessive des sols ou des eaux,
la présence d’un minéral inadéquat dans le sol, cas des métaux lourds, I’exces de lumiere qui
stimule la photo inhibition, le cas de faible éclairement, les radiations UV, les composés
phytotoxiques comme 1’0zone qui est un haut réacteur oxydant, la pollution de I’air, les

produits oxydés formés a partir des réactions de pesticides (ANONYME, 2004) (figurel).
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Sécheresse
Salinité
Blessure
Eliciteurs chimiques

Bactéries
Champignons
Virus

Facteurs de virulence
Encymes
Cutinases
Cellulases
Pectinases
Protéases
Xylanascs
Toxines
Supresseurs
Facteurs d'avirulence Elicitcurs biotiques
Eliciteurs 7

Facteurs physigues et/ou chimiguw

Elicitcurs abiotiques

Plante

Défense passive regroupe toutes les barrieres physiques et chimiques

Préexistantes (des composés dont 1’expression est constitutive, tels que les composés phénoliques et certaines
molécules de défense).

Défense active:

1- Renforcement des parois cellulaires (callose, lignine, subérine, composés phénoliques...).

2- Génération du signal intra et intercellulaire (formes actives d’oxygenes, éthyléne, salicylates, jasmonates, autres

molécules signal).

Figure 1:Représentation schématique des réponses de défense de la plante aux différents
stress biotiques et abiotiques ( ZIADI, 2001 ).

2.2.1. Stress salin

Le stress salin est un excés d'ions, en particulier, mais pas exclusivement, aux ions Na*
et CI" ( HOPKINS, 2003). Le stress salin est dd a la présence de quantités importantes de sels
potentiels hydriques. Il réduit fortement la disponibilité de lI'eau pour les plantes, on parle
alors de milieu "physiologiquement sec” ( TREMBUN, 2000).

La quantité de sels dans le sol que les plantes peuvent supporter sans grand dommage
pour leur culture, varie avec les familles, les genres et les especes, mais aussi les variétés
considérées ( LEVIGNERON et al., 1995).

2.2.1.1. Conséquences de la salinité sur la plante

La salinité est I'un des facteurs limitant pour la croissance des plantes. Les effets de la
salinité sont: l'arrét de la croissance, le dépérissement des tissus sous forme de nécroses
marginales, suivi par une perte de turgescence, par une chute des feuilles et finalement par la

mort de la plante ( ZID, 1982 ). La salinité provoque le plus souvent un retard dans le
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développement ( GILL, 1979 ; ELMEKKAOUI, 1990 ; BOUKACHABIA, 1993) et d'une
maniére générale la hauteur, le diamétre des tiges des différentes espéces, ainsi que la
grosseur des fruits, diminuent d'une fagon importantes avec l'augmentation de la salinité: c'est
le cas de riz ( KHAN et al., 1997 ) et de la pomme de terre (BOUAZIZ, 1980).

2.2.1.1.1. Effet de la salinité sur la germination

Les semences des glycophytes et des halophytes répondent de la méme maniere au
stress salin, en réduisant le nombre total des graines germées et en accusant un retard dans
I’initiation du processus de la germination ( ISMAIL, 1990 ; LACHIHEB et al., 2004).

Parmi les causes de I’inhibition de la germination en présence de sel , la variation de
1’équilibre hormonal a été évoquée ( UNGAR, 1978 ; KABAR, 1986 in DEBEZ et al., 2001).
A titre d’exemple ; le taux de germination du cotonnier chute de 70% en présence de 12 g/l de
chlorure de sodium (NaCl) et la germination des tubercules de pomme de terre peut étre
retardée de 3 a 7 jours selon le degré de salinité du sol ( LEVIGNERON et al., 1995). La
luzerne qui voit sa germination affectée négativement par la présence du sel et peut étre
inhibée complétement a des concentrations supérieures a 15 g/l de NaCl ( CHAIBI, 1995).

La germination des plantes, qu'elles soient halophytes ou glycophytes, est affectée par la
salinité. Selon I'espéce, I'effet dépressif peut étre de nature osmotique ou toxique.

-Les effets osmotiques se traduisent par 1’inaptitude des graines a absorber des quantités
suffisantes en eau pour les ramener a leur seuil critique d’hydratation, nécessaire au
déclenchement du processus de germination,

-Les effets toxiques sont liés a une accumulation cellulaire de sels qui provoquent des
perturbations des enzymes impliquées dans la physiologie des graines en germination,
empéchent la levée de dormance des embryons et conduisent a une diminution de la capacité
de germination ( REJILI et al., 2006 )

2.2.1.1.2. Effet de la salinité sur la croissance et le développement

Le stress salin entraine des modifications morphologiques, mais c'est le poids de la
matiére végeétale séche et la longueur des tiges qui rendent compte du milieu de la tolérance
ou de sensibilité des plantes au sel ( BEKHOUCHE, 1992 ). Selon (LEVIGNERON et al.,
1995), une augmentation brutale de la salinité du sol se traduit par une réduction immédiate
de la croissance foliaire. Un retard de croissance important est signalé chez la plupart des
glycophytes dés 50mM/I de NaCl dans la solution du sol. Par contre chez les halophytes leur

croissance ne semble diminuer que pour des concentrations beaucoup plus élevées; par
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exemple chez Atriplexhalimus L. c'est a partir de 480 mM/I de NaCl que sa production
diminue (BRUN, 1980 ).
Parmi les manifestations morphologiques des plantes au stress salin, on distingue:

-Une faible ramification, une diminution de la longueur de diametre des tiges,
racines constatés sur les tomates;

-Un raccourcissement des entre-nceuds et une diminution du nombre de noeuds;

-Une réduction du nombre de feuilles (HAMZA, 1977 ) et de la surface foliaire chez
I'naricot par diminution de 20% a 40% ( LARHER et al., 1987). Ainsi les Medicago,plantes
fourragéres telle la luzerne, ont une productivité mesurée en biomasse qui peut étre réduite de
40% en présence d’une concentration en sel de 12 g/l (LEVIGNERON et al., 1995). Le soja,
son rendement en grains diminue de 50% en présence de seulement 0,6g/l de NaCl
(BEECHER, 1993 in LEVIGNERON et al., 1995). De méme, la teneur en huile des graines
d’arachide est réduite de 12 a 25% selon I’intensité du stress salin (HEUER et al., 1994 in
LEVIGNERON et al., 1995). La salinité influence également la croissance et la qualité des
fruits dont I’aspect (fruits plus petites et nécrosés) et la qualité organoleptique sont modifiés,
et dont la valeur marchande devient médiocre (LEVIGNERON et al., 1995).

Le ralentissement de la croissance peut résulter de plusieurs facteurs, a savoir :

- la perte de turgescence des cellules, due au stress osmotique, induit par les solutés
externes (SERRANO et GAXIOLA, 1994).

- I'utilisation des composés carbonés et azotés a des fins de protection et
d’osmorégulation,

- aux dépens de leur implication dans la production de biomasse (ALARCON et al.,
1994).

- ’accumulation excessive d’électrolytes dans les tissus de la plante, entrainant un effet
de toxicité (GROUZIS et al., 1976) .

- le déséquilibre nutritionnel causé par 1’absorption réduite des ions essentiels comme
K*, Ca®* ou NOs en liaison avec cette accumulation excessive (GROUZIS et al., 1976
,HAOUALA et al., 2007).

2.2.1.1.3. Effet de la salinité sur le comportement biochimique de la plante

Sous les conditions salines il y a un changement dans le modele d'expression des genes,
et des changements qualitatifs et quantitatifs dans la synthése des protéines (REYNOLDS et
al., 2001).

Le stress salin induit une perturbation de la composition lipidique et protéique au niveau
de la membrane cellulaire, affectant ainsi sa stabilité (ALEM et AMRI, 2005). La présence
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du sel en forte concentration inhibe principalement le métabolisme cellulaire et la
photosynthése (TREMBLIN et COUDRET, 1986) par I’'imposition d’un stress osmotique
(HAYASHI et MURATA, 1998) sur la cellule et par la toxicité du sodium (NIU et al., 1995)
et du chlorure dans le cytoplasme.

Chez diverses especes, plus ou moins résistantes, on a observeé une augmentation des
sucres totaux résultant d’un blocage de la glycolyse ou du saccharose provenant d’une forte
hydrolyse de 1I’amidon (ASLOUM, 1990). Selon (HADJADJ, 2009). I’accumulation des
sucres solubles est importante dans les feuilles des plantes d’Atriplexhalimus L. et

d’Atriplexcanescens (Pursh) Nutt. soumisses a un stress salin.

2.2.1.1.4. Effet de la salinité sur les processus physiologiques de la plante

Un excés de sel dans le protoplasme conduit a des modifications dans la balance
ionique, des perturbations des enzymes, membranes et autres macro-molécules. Ces
perturbations entrainent une faible production d’énergie par la phosphorylation et la
photorespiration, une assimilation de I’azote est perturbée, et un déréglement de nombreuses
voies métaboliques (BABA SIDI-KACI, 2010).

Si la concentration en sel excéde le niveau de tolérance de la plante, des perturbations
fonctionnelles apparaissent au niveau de la photosynthése, par effet du sel dans le stroma des
chloroplastes qui perturbe le transport des électrons. La glycolyse et le cercle de Krebs sont
aussi affectés. L’acquisition de nutriments minéraux, comme le potassium, les nitrates ou le
calcium est également réduite. La plante montre alors des signes de stress par la production
d’anthocyanes ou la destruction de la chlorophylle. Si chez certaines halophytes, la croissance
est stimulée par un apport modéré de sel, ce phénomeéne reste limité par un niveau de
tolérance. Des stress extrémes conduisent au nanisme et a I’inhibition de la croissance. Les
feuilles deviennent sclérosées avant méme d’avoir fini leur croissance, et 1’organisme tout
entier risque de dépérir assez vite. (BABA SIDI-KACI, 2010).

2.2.2. Le stress hydrique

Le stress hydrique est I'un des stress environnementaux les plus importants, affectant la
productivité agricole autour du monde (BOYER, 1982). Il occupe et continuera d’occuper
une tres grande place dans les chroniques agro-économiques. C'est un probléme sérieux dans
beaucoup d'environnements arides et semi-arides, ou les précipitations changent d'année en
annee et ou les plantes sont soumises a des périodes plus ou moins longues de déficit hydrique
(BOYER, 1982). Il existe de nombreuses définitions du stress hydrique. En agriculture, il est

défini comme un déficit marqué et ce compte tenu des précipitations qui réduisent
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significativement les productions agricoles par rapport a la normale pour une région de grande
étendue (MCKAY, 1985 in BOOTSMA et al., 1996). En effet, on assiste a un stress hydrique
lorsque la demande en eau dépasse la quantité disponible pendant une certaine période ou
lorsque sa mauvaise qualité en limite l'usage (MADHAVA RAO et al., 2006).

2.2.2. 1. Les conséquences de stress hydrique

Le stress hydrique a été définit comme une baisse de la disponibilité de I'eau, traduisant
par une reduction de la croissance de la plante et/ou de sa reproduction par rapport au
potentiel du génotype. La contrainte hydrique est le facteur ou I'ensemble de facteurs ayant
pour conséquence le stress. D'autres auteurs limitent la définition du stress aux seules
conditions correspondant a une hydratation sub optimale des tissus (LAMAZE et al., 1994).

L’installation d’une sécheresse se manifeste par la combinaison d’une part, de la
restriction de la disponibilité en eau du sol et, d’autre part, de 1’augmentation de la demande
évaporatrice (KIANI, 2007).

Le manque d’eau peut se manifester aussi bien dans le sol que dans 1’atmosphére
(SCORIC, 1990). Généralement, la sécheresse du sol est lente (LARCHER, 1995), mais la
diminution de I'humidité de l'air peut parfois étre rapide (YOKOTA et al., 2006).

D'un point de vue physique, le stress hydrique résulte d'un abaissement du potentiel
hydrique dans I'air et/ou dans le sol en dessous d'une certaine valeur, dépendant du génotype,
du phénotype et des caractéristiques du milieu (type de sol, température, vent, etc.)
(LAMAZE et al., 1994).

L'évaporation de I'eau abaisse le potentiel hydrigue et augmente la concentration du sol
en sels. La plante percoit la sécheresse du sol comme une augmentation de la concentration
des sels autour de la surface des racines et/ou une augmentation de la pression osmotique des
cellules racinaires.

L'effet du stress dépend de son degré, sa durée, le stade de développement de la plante,

le génotype et son interaction avec I'environnement (YOKOTA et al., 2006).

2.2.2.1.1. Effets preécoces:

Les feuilles ferment leurs stomates des qu'elles sentent une augmentation de la pression
de vapeur de l'air (MOTT et PARTHURST, 1991; ASSMANN et al., 2000). La fermeture
des stomates est une des réponses precoces au déficit hydrique, elle se fait en quelques
minutes (ASSMANN et al., 2000), elle a pour but la protection de la plante contre la
déshydratation mais cause en méme temps une diminution de I'assimilation du carbone ce qui

perturbe la photosynthese (CECHIN et al., 2006). On observe aussi une diminution de la

11



Chapitre | Le stress chez les plantes

vitesse d'élongation cellulaire, la balance hormonale est fréquemment altéree, est I'activité de

nombreuses enzymes est changeée, ainsi que I'expression du genome (LAMAZE et al., 1994).

2.2.2.1.2. Effets a moyen terme: L'ajustement osmotique

L'ajustement osmotique a été défini comme un abaissement du potentiel osmotique par
I'accumulation de solutés dans les cellules en réponse a un stress salin ou hydrique.

Les solutés accumulés sont trés variés et appartiennent a diverses familles biochimiques
comme les acides aminés (proline, arginine, citruline, ornithine, etc.), les amides (glutamines
et asparagine), les polyamines, les acides organiques (citrate, malate, lactate, etc.), les sucres
(saccharose, pinitol, sorbitol, mannitol, glycérol, etc.), les amines quaternaires (glycine5
bétaine) et les sels minéraux (K", Na*, CI") (LAMAZE et al., 1994).

2.2.2.1.3. Effets a plus long terme:

On observe des modifications morphologiques, anatomiques, physiologiques et
développementales de la plante (LAMAZE et al., 1994). Elles comprennent principalement
une baisse du volume des nouvelles cellules, une réduction de la surface des feuilles et une
augmentation de leur épaisseur, un vieillissement prématuré des feuilles matures, une
élévation du rapport racine/feuille en termes de biomasse et, dans le cas d'un stress dépassant

la capacité de résistance de la plante, la dessiccation et la mort de celle-ci.

2.2.3. Le stress thermique

Pour effectuer sa croissance et son développement, chaque plante exige une gamme
bien particuliere de températures. Chaque plante posséde une température optimale de
croissance et de développement, qui ne peuvent se dérouler qu’entre des limites supérieures et
inférieures. Lorsque la temperature avoisine ces limites, la croissance diminue et au deld, elle
s’annule (HOPKINS, 2003).

Le stress thermique est souvent défini quand les températures sont assez hautes ou
basses pendant un temps suffisant pour qu'elles endommagent irréversiblement la fonction ou
le developpement des plantes. Elles peuvent étre endommageées de différentes maniéres, soit
par des températures basses ou €levées de jour ou de nuit, par I’air chaud ou froid ou par les
températures élevées du sol. La contrainte thermique est une fonction complexe qui varie
selon l'intensité (degré de la température), la durée et les taux d'augmentation ou de
diminution de la température (OUKARROUM, 2007).

12
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2.2.3.1. Les basses températures (froid)

Quand les plantes sont soumises a des températures sub-optimales (entre 10 et 20°C), la
croissance et le développement se ralentissent, a des températures dites froides (entre 0 et
10°C), des dommages tissulaires et cellulaires apparaissent et a des températures négatives,
les parties aériennes meurent. Les effets du froid ne dépendent non seulement du minimum de
température atteint, mais aussi de la nature et de la progressivité du refroidissement, de sa
durée et du réchauffement, de 1’espéce et de son age ( HAICHOUR, 2009).

2.2.3. 1.1. Les conséquences de stress thermique au froid
Les symptomes des dommages causés par le froid sont le reflet d’un disfonctionnement
de toute série de métabolisme comme I’arrét des mouvements de cyclose, la réduction de la

respiration, de la photosynthese et des syntheses protéiques ( HAICHOUR, 2009).

2.2.3.1.1.1. Changement de propriétés de membrane en réponse aux dommages de

réfrigération

Les membranes qui limitent les compartiments cellulaires sont des édifices
lipoproteiques souples a structures rigoureuses et variable. Le role puissant de la température
sur les membranes porte sur deux points : la disposition réciproque des molécules entre elles
et la souplesse, voir la fluidité de ’ensemble.

Les structures des macromolécules et les forces de cohésion assurant leurs édifices et
leurs assemblages sont profondément modifiées par des variations de températures. Ceci
concerne principalement les protéines et les lipides ( HAICHOUR, 2009).

Un abaissement de température provoque une régidification générale des phases
lipidiques membranaires, I'importance de ces derniers a la tolérance aux basses températures a
été démontrée par le travail avec des mutants et des plantes transgéniques auxquelles I'activité
des enzymes particuliéres a mené a un changement spécifique de composition en lipides
membranaires indépendant a I’acclimatation aux basses températures.

La (figure 2) montre les liens qui existent entre les protéines et les lipides au sein d’un
systeme cellulaire structuré. Evoquer la sensibilité ou fragilité des protéines, c’est faire appel
aux modifications d’activité des enzymes mais aussi de la conformation des protéines du
cytoplasme et de la viscosité de ce milieu interne. C’est donc d’une fagon ou d’une autre
déboucher sur une dynamique d’échanges internes. Les modifications d’activités
enzymatiques peuvent concerner les enzymes solubles du cytoplasme, du stroma ou de toute
solution colloidale remplissant un compartiment cellulaire, mais aussi les enzymes fixés aux
membranes ( HAICHOUR, 2009).

13
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i /%

PROTEINES LIPIDES
Enzymes —*Membranes

Solubles

Cytosquelette Plastoglobules

Figure 2 : Actions des températures sur les pools protéiques et lipidiques cellulaires
(HAICHOUR, 2009).

2.2.3.1.1.2. Effet sur la photosynthese

La réponse des plantes de leurs activités photosynthétiques a la température refléte le
régime thermique qu’elles subissent. L’effet global que I’on mesure généralement par
I’incorporation du COy, et donc la résultante de multiples effets sur des étapes élémentaires du
processus photosynthétique ( HAICHOUR, 2009).

La réponse de I’incorporation du CO; a la tempeérature est une fonction de I’intensité de
I’éclairement nécessaire et de la concentration en CO,.Un abaissement de la température agit
sur la capacité de transfert d’¢lectrons des membranes photosynthétiques et sur 1’activité des
enzymes clés intervenant sur le métabolisme carboné.

Le rendement quantique de I’incorporation de CO; varie selon les espéces et selon la
température. Chez les plantes de type Cs, le rendement quantique de I’incorporation de CO,
augmente lorsque la température diminue de 40 a 10C°, cependant les espéces en C4 ne
présentent pas cette dépendance vis-a-vis de la température.

Ainsi lors d’un éclairement intense, le froid peut causer des dégats au niveau des
membranes de thylakoides en provoguant une inhibition de la synthése des chlorophylles et
une dégradation des pigments photorécepteurs ( HAICHOUR, 2009) (figure 3).

Taille Distance entre les Carboxylations R/P
Structure des centres transport d'e- Reéduction [Assimilats]
Antenin. .es Phytophosphorylations Phoso.hor\n ations Sources Puits
collectrices Synthése
Régénération
|
|
PIGMENTS ) MEMBRANES CHLOROPLASTE FEUILLE
—
]
O ()
| Synthése Fluidité | Membranes/ Stroma Transfert CO2
Evacuation des produits

Figure 3: Schéma de I’emboitement des structures de 1’appareil photosynthétique
(GALLAIS, 1984),
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2.2.3.1.1.3. Effet sur la respiration

L’abaissement de la température provoque une diminution réguliere de [’intensité
respiratoire ; 1’effet sur la respiration globale des tissus n’est en fait qu'une traduction de
I’effet de la température au niveau des processus plus élémentaires.
La capacité des mitochondries extraites d’un tissu végétal a oxyder un substrat du cycle de
Krebs est trés sensible a la température, la réduction de la vitesse du transport de ces électrons
a nécessairement des répercussions au niveau de la synthése d’ATP et de la fourniture

d’énergie aux tissus ( HAICHOUR, 2009).

2.2.3.1.1.4. Effet sur le transport

Les plantes enticres, a I’opposé des organes végétaux (racines, tiges.....), présentent un
degré de sensibilit¢ supplémentaire a I’égard des basses températures. En effet, le
fonctionnement de chacune des parties de la plante dépend des échanges entre les différents
organes constitutifs du végétale et, en particulier, de 1’apport de substances nutritives
provenant soit des racines (alimentation minérale) , soit des feuilles (alimentation carbonée).
Les mouvements de solutés qui se déroulent dans les tissus spécialisés ou le long d’organes
spécialisés sont profondément affectés par I’abaissement de la température ( HAICHOUR,
2009).

2.2.3.1.1.5. Altération de la croissance

La réponse la plus fréquente d’une plante soumise a une situation environnementale
défavorable consiste en une réduction de croissance et une altération de la morphogenése. De
jeunes plantules présentent typiquement des signes de réduction de la croissance des feuilles,
de flétrissement et de chlorose. Dans des cas extrémes il apparait un brunissement et des
zones de tissus morts (nécroses) et/ou la mort de la plante peut s’ensuivre. Chez certaines
plantes, le développement de 1’appareil reproducteur est particuliérement sensible aux basses
températures.

Pour beaucoup de plantes des régions tempérées, le froid non gelant peut avoir au
contraire, des effets bénéfiques :

- Acquisition de I’aptitude a la germination .

- Débourrement des bourgeons (levée de la dormance).

- Induction de la mise a fleur (vernalisation) .

- Acquisition de la résistance au gel (endurcissement) .

- Amélioration de la maturation de certains fruits...etc.
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2.2.3.2. Les hautes températures (chaleur)

Dans les zones arides et semi-arides d’altitude, le stress thermique peut intervenir méme
en debut du cycle.(KAROU et al., 1998) observent une forte réduction du nombre de plantes
levées par unité de surface, suite aux effets des hautes températures automnales. Ces effets

s’amenuisent a mesure que le semis est fait tardivement (FISCHER, 1985).

2.2.3.2.1. Les conséquences de stress thermique au chaleur

2.2.3.2.1.1. Les effets des températures élevées sur la photosynthése

L’exposition des plantes a des températures ¢élevées provoque de nombreux
changements de la structure et de la fonction du PSII. Généralement, le donneur et 1’accepteur
d’¢lectron de PSII sont plus sensibles aux hautes températures que le PSI. La sensibilit¢ des
plantes aux hautes températures est étroitement reliée a la stabilité thermique de PSII. La
thermotolérance des membranes a été évaluée en mesurant la fluidité d'électrolytes a partir
des disques de feuille soumis aux températures extrémes (BLUM, 1988). Des membranes plus
stables montrent une fluidité plus lente d'électrolyte. A des températures élevées, la fonction
de PSII peut étre affectée, mais ces effets ne sont pas rapidement réversibles. Elles impliquent
la désactivation du Rubisco et I’inactivation du métabolisme photosynthétique de carbone.

La fluidité excessive des lipides des membranes a températures élevées est corrélée avec
la perte de la fonction physiologique. Le stress thermique change I'activité photosynthétique
qui est d0 aussi a la suppression du transport d'électrons de chloroplaste et I'inhibition du
cycle de Calvin qui est un événement t6t dans l'inhibition de la photosynthese par haute
température (FELLER et al., 1998). La sensibilité des plantes aux hautes températures est

étroitement reliée a la stabilité thermique de PSII.

2.2.3.2.1.2. Synthése de la chlorophylle.

L’effet de la chaleur sur ce processus a €té étudié en examinant le verdissement de
plantules étiolées a différentes températures. Il est vite apparu que la synthése des
chlorophylles était inhibée par la chaleur. Ainsi la synthése de chlorophylle totale (a et b) est
inhibée de 70% environ chez des plantules étiolées de concombre mises a la lumiere dans une
chambre de culture a 42°C ( HAICHOUR, 2009).

2.2.3.2.1.3. Effets des températures élevés sur les membranes

Selon la conception traditionnelle, la température la plus élevée que la plupart des
plantes peuvent supporter est determinée par la dénaturation irréversible des enzymes. Bien
que la fonction des enzymes joue certainement un role crucial, l’attention s’est, plus

récemment, tournée vers les modifications des propriétés des membranes, qui serait les causes
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principales des dommages provoqués par les températures €levées. L’une des principales
différences entre les agaves et les cactus par exemple, et les plantes en C3 qui croissent sous
des températures modérées, est la présence d’une proportion plus élevée d’acides gras saturés
dans les lipides membranaires chez les espéces tolérantes aux température modérées, est la
présence d’une proportion plus ¢€levée d’acides gras saturés dans les lipides membranaires
chez les espéces tolérantes aux températures élevées. La fluidité des membranes augmente
aux fortes températures, ce qui peut susciter des probléemes de perméabilité et modifier les
fonctions catalytiques des protéines membranaires. Un degré de saturation plus élevé
entrainerait une fluidit¢ membranaire amoindrie, ce qui contribuerait a maintenir des
interactions hydrophobes fortes, aux températures élevées entrainerait une fluidité
membranaire amoindrie, ce qui contribuerait & maintenir des interactions hydrophobes fortes,
aux températures élevées, préservant ainsi la stabilité des membranes et les interactions entre
lipides e protéines membranaires intrinseques (RAISON et al.,, 1980 ; QUINN, 1988 in
HOPKINS, 2003).

2.2.4. Stress oxydatif

Le stress oxydatif chez les plantes fait 1’objet de trés nombreuses revues
bibliographiques (BARTOSZ, 1997 ; VAN BREUSEGEM et al., 2001 ; POTTERS et al.,
2002 ; SCHUTZENDUBE et Polle, 2002 ; BLOKHINA et al., 2003 ; APEL et HIRT, 2004
; FOYER et NOCTOR, 2005 ; PITZSCHKE et al., 2006 ; WORMUTH et al., 2007) et de
plusieurs livres (INZE et MONTAGU, 2001; SMIRNOFF et al., 2005).

Dans les systémes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre
entre la production d’espéces réactives oxygénées (ERO) et leur destruction par des systémes
de défense antioxydants (BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2003).Les especes réactives
oxygénées (ERO) peuvent engendrer des dommages importants dans la structure et le
métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles: protéines, lipides et acides
nucléiques (CADENAS et DAVIES, 2000 ; PINCEMAIL et al., 1999).

Dans les conditions quotidiennes normales, les espéces reactives oxygénées (ERO)sont
produites en faible quantité comme des médiateurs tissulaires ou des résidus des réactions
énergétiques ou de défense, et cela sous le contréle de systemes de défense adaptatifs par
rapport au niveau de radicaux présents. Dans ces conditions, on dit que la balance pro-
oxydant/ anti-oxydants est en équilibre. Cette derniére peut étre rompue pour diverses raisons
en faveur du systeme pro-oxydant, et est alors a ’origine d’un stress oxydant (FAVIER,
2003) (Figure 4).
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Figure 4: Schématisation de la balance entre les espéces réactives oxygénées (ERO) et
les antioxydants (POURRUT, 2008).

2.2.4.1. Définition des especes réactives de I’oxygéne

Les especes réactives de 1’oxygene (ERO) est utilisé pour la description des formes
d’oxygéne qui sont énergétiquement plus réactives que 1’oxygéne moléculaire .Parfois elles
sont appelées espéces oxygénées actives (EOA). Elles regroupent I’ensemble des dérivés
radicalaires de I’oxygéne mais également d’autres composeés non radicalaires tres reactifs
(ASADA, 2000 ; FOYER et NOCTOR, 2003 ; EDREVA , 2005).

Certaines espéces réactives de I’azote (ERA ou RNS en anglais pour Reactive Nitrogen
Species) sont parfois mentionnées comme appartenant a cette classification puisqu’elles
possédent un atome d’oxygene et qu’elles se comportent de maniére similaire (espéces
géneralement radicalaires, pouvoir oxydant important, génerées et régulées par 1’organisme)
aux ERO vis-a-vis du stress oxydant (SMIRNOFF, 2005).

2.2.4.1.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des especes chimiques (atomes ou molécules) qui possédent
un ou plusieurs électrons célibataires (électron non appari€) sur leurs couches externes et
capables d’existence indépendante (HALLIWELL et GUTTERIDGE, 1999). Ils peuvent étre
dérivés de I'oxygéne (ERO) ou d’autres atomes comme 1’azote (ERN). La présence d’un

électron célibataire confére aux radicaux libres une grande réactivité (demi-vie courte) et ils
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peuvent étre aussi bien des especes oxydantes que réductrices. Cette instabilité rend difficile

leur mise en évidence au niveau des différents milieux biologiques (BONNEFONT-
ROUSSELOT et al., 2003) (Tableau 1).

Tableau 1:Espéces réactives de 1’oxygéne radicalaire et non radicalaire
(HALLIWELL, 2006)

ERO (radicalaire)

Formule chimique

ERO (non radicalaires)

Formule chimique

Oxygene moléculaire °0, Hydroperoxyde ROOH
Dioxygeéne singulait o, Hypochlorite CIOH
Anion superoxyde °0, Ozone O3
Radical hydroxyle OH Peroxyde d’hydrogéne H,0,
Radical hydroperoxyde | HOO®

Radical peroxyle ROO°

Adicalalkoxyle RO°

Radical oxyde nitriqgue | NO°

Peroxinitrite ONOO°

2.2.4.1.2. Formation des espéces réactives de ’oxygéne

Le métabolisme cellulaire chez les végétaux produit a 1’état physiologique plusieurs

variétés d’ERO (Figure 5). Dans le cas d’un stress oxydatif, ces ERO peuvent étre modulés

qualitativement et quantitativement. Tous les ERO ne sont pas extrémement réactifs, cette

réactivité étant trés variable selon la nature du radical. Parmi les radicaux formés chez les

végétaux on distingue (SMIRNOFF, 2005):
- Anion superoxyde (°O);
- Peroxyde d’hydrogene (H,0,);
- Radical hydroxyle (°OH).

Oxygéne singulet
IYe2-10) OG:TL

129‘02 —lago,

N

e

= S
10617  T-0:&:
Anion
Diexygene sUperoxyde

H.O, OH- H.O
H: G H -0OH H: O H
Feroxyde Radical Eau
d'hydrogene hydroxyle

Figure 5: Produits de la réduction du dioxygene ( HELLER et al., 1998).
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¢ Anion superoxyde (°O3)
La source principale de la production de I’anion superoxyde est la chaine respiratoire
mitochondriale. Il résulte de I’addition d’un électron a I’oxygene moléculaire qui est catalysée

par le cytochrome oxydase (réactionl).

Cytochrome oxydase

O,+e > O Réaction (1)

Il existe généralement deux sources de I’anion superoxyde: le systéme enzymatique
xanthine/xanthine oxydase et le systéme non enzymatique comme le phénazineméthosulphate

-NADH ou potassium superoxyde selon les réactions 2 et 3.

Xanthine oxydase

Xanthine + 20, + H,0 > Acide urique + 20, + 2H" Réaction (2)

NADPH oxydase

20, + NADPH > 20,° + NADP + H' Réaction (3)

¢ Péroxyde d’hydrogéne (H,O,)

La combinaison du radical superoxyde avec deux protons (H") conduit a la formation
du peroxyde d’hydrogéne (H,O;) . H,O; n’est pas un radical libre mais une molécule avec
tous ses ¢lectrons appariés qui présente une toxicité par I’intermédiaire des réactions de type
Fenton (5) (présence de cations métalliques comme Fe**ou Cu*) (WARDMAN et

CANDEIAS, 1996).

SOD

v

20, + 2H H,O0, + O, Réaction (4)

v

Fe2* + H,0 Fe2* + OH + °OH Réaction (5)

¢ Radical hydroxyle (°OH):

Le radical hydroxyle (°OH)est tres réactif, il se forme soit par la dégradation du
peroxyde d’hydrogeéne en présence de métaux de transition sous leur forme réduite (réaction
5), ou par son action avec le radical superoxyde selon la réaction de Haber Weiss
(Réaction6).

HO-OH + 0,* » O, + OH + °OH Réaction (6)
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2.2.4.1. 3. Sources des espéces réactives de I’oxygene dans la cellule végétale

Chez les plantes, il existe plusieurs sources cellulaires d’espéces réactives de 1’oxygéne
localisées a divers endroits de la cellule (figure 6, tableau 2), et qui sont produites de fagon
permanente durant le métabolisme normale et durant les périodes de stress. Ces sources
incluent:

- Les chaines de transport d’¢lectrons (CTE) des chloroplastes;

- Les chaines de transport d’électrons (CTE) des mitochondries;

- La photorespiration dans les peroxysomes;

- Certaines enzymes comme les glycolate oxydases, la xanthine oxydase et les enzymes
de I’oxydation des acides gras dans le peroxysome;

- L’amine oxydase et I’oxalate oxydase dans I’apoplaste;

- Les molécules photosensibilatrices comme la chlorophylle (BENAHMED, 2010).

Tableau 2: Origines et localisations des espéces réactives de 1’oxygeéne

( SMIRNOFF, 2005).

Origine Localisation ERO
Photosynthese, PSI ou PSII Chloroplaste 0,°
Respiration (transport d’électrons) | Mitochondrie 0,°
Glycolate oxydase Peroxysome H,0,
Chlorophylles excitées Chloroplaste 0,°
NADPH oxydase Membrane cellulaire 0,°
B-oxdation des acides gras Peroxysome H,0,
Oxalate oxydase Apoplaste H,0,
Xanthine oxydase Peroxysome 0,°
Peroxydases, Mn”* et NADH Membrane cellulaire H,0;
Amine oxydase Apoplaste H20,, 0,°

e Chloroplastes et I’appareil photosynthétique

Le chloroplaste est souvent considéré comme étant la principale source d’ERO chez les
organismes photosynthétiques (FOYER et NOCTOR, 2003 ; EDREVA, 2005 ; ASADA,
2006).

En effet ,de nombreuses situations de stress abiotiques entrainent une inhibition de la
photo synthese et les électrons qui ne participent plus a la fixation du CO; vont entrainer la
production et 1’accumulation de ROS. Durant les conditions de photoinhibition, la

carboxylation du ribulose 1,5-biphosphate (RuBP) est inhibée, favorisant son oxygénation et
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entrainant la production de phosphoglycolate. Celui-ci est transporté vers le peroxysome ou il
est converti en glyoxylate par la glycolate oxydase, produisant ainsi le peroxyde d’hydrogéne.
Les chloroplastes et les peroxysomes sont ainsi considérés comme « capteurs » des
changements environnementaux (figure 6). Les ROS se comportent donc comme signaux
«rédox », dérivés des chloroplastes, et sont susceptibles de réguler I’expression de geénes de la

réponse et de I’adaptation au stress (PARENT et al., 2008).

e Peroxysomes

Les peroxysomes sont des vésicules cytoplasmiques minuscules (0,5um de diameétre)
entourées d’une membrane simple contenant des oxydases et des enzymes spécifiques du
métabolisme du peroxyde d’hydrogéne ( MAROUF et REYNAUD, 2007). lls sont le siége
d’une forte activité métabolique trés centrée sur le métabolisme oxydatif (CORPAS et al.,
2001 ; NYATHI et BAKER, 2006), et ils possédent de nombreux systémes antioxydants et
prooxydants.

Les deux principales sources d’especes réactives oxygénées peroxysomales sont la -
oxydation des acides gras et la photorespiration (CORPAS et al., 2001 ; NYATHI et
BAKER, 2006).

e 3 -oxydation

La B-oxydation est un processus fondamental et commun chez les animaux, les levures
et les plantes. Les composés dérivés de la B-oxydation sont impliqués dans un trés grand
nombre de processus cellulaires parmi lesquels 1’oxydation de 1’acylCoA par la 1’acylCoA-
oxydase qui entraine la réduction du FAD en FADH2 (BAKER et al., 2006). La régénération
du cofacteur s’effectue par la réduction d’une molécule d’O2 entrainant la formation d’H,0;

(FOERSTER et al., 1981 ; BAKER et al., 2006).
AcyleCoA + FAD — 2-trans-enoyl CoA + FADH, Réaction (7)

O,+FADH, —* H;0,+FAD Réaction (8)

¢ Photorespiration

La photorespiration est une réaction étroitement liée a la photosynthese et qui chez les
végétaux supérieurs, conduit a la fixation enzymatique de I’oxygeéne (O2) et au rejet de
dioxyde de carbone (CO,), interférant avec le processus photosynthétique et diminuant son
efficacite (MAROUF et REYNAUD, 2007). La photorespiration est un processus vital pour

les plantes. Bien qu’il apparaisse comme un mécanisme colteux en énergie et peu rentable, ce
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mécanisme physiologique remplit le role de « soupape de sécurité » du photosysteme, en
évitant la saturation de la CTE chloroplastique (WINGLER et al., 2000).

La photorespiration est un processus complexe illustrant bien les échanges de
métabolites entre les différents composants cellulaires. Elle se déroule dans quatre
compartiments cellulaires: chloroplastes, peroxysomes, mitochondries (figure 6), auxquels
s’adjoint le cytosol en tant que milieu de transit (FOYER et NOCTOR, 2000).

e Mitochondries et chaine respiratoire

Chez les animaux, les mitochondries constituent la source principale de ROS. Chez les
plantes, la production de ROS par les mitochondries a €été historiquement minimisée par
rapport a celle des chloroplastes. Cependant, avec I’identification de 1’alternative oxydase
(AOX), la mitochondrie pourrait devenir un acteur important dans la régulation du stress
oxydatif chez les plantes. En effet, cette enzyme agit comme une « soupape de sécurité »,
contrdlant la réduction du pool d’ubiquinon.e, source importante de ROS. Pour cette raison, la
mitochondrie a été proposée comme médiateur entre les changements métaboliques, la
production de ROS et I’induction de genes. Cependant, la contribution de la mitochondrie a la
production de ROS lors de la réponse au stress reste encore mal définie (PARENT et al.,
2008) (figure6).

Figure 6 :Sites de production intra-organites des formes réactives de I’oxygene dans la cellule
végétale (BOLWELL, 2002).

2.2.4.2. Conséquences du stress oxydatif
Lors d’un stress oxydant, les espéces réactives oxygenées en dommagent les

macromolécules dans les cellules, notamment les lipides, les protéines et I’ADN.
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2.2.4.2.1. Peroxydation lipidique (lipoperoxydation)

Les lipides et, principalement les acides gras polyinsaturés de la membrane cellulaire
représentent la premiere ligne attaquée par les ERO induisant des processus de péroxydations
lipidiques et conduisant a la formation de plusieurs produits: aldéhydes, alkenes, hydroxy
alkenols et d'autres incluant des composés utilises comme marqueurs de la lipopéroxydation.
C’est le cas dumalon dialdehyde (MDA) et du4-hydroxynonénal (4HNE). Ce processus se
déroule en trois phases (SPITELLER, 1998) (figure 7):

-Phase d’initiation;

-Phase de propagation;

-Phase de terminaison.

¢ Phase d’initiation
Cette phase consiste en la formation d’un composé radicalaire (radical lipidique) trés

réactif activé par un initiateur radicalaire comme 1’oxygene singul et (réaction (1)).

Initiateur (1)

RH » IH+R° Réaction (9)

¢ Phase de propagation

Au cours de cette phase le radical hydroxyle arrache un atome d’hydrogéne entre deux
doubles liaisons est oxydéen radical peroxyle (réaction).Cette réaction forme une réaction en
chaine car le radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide

gras qui forme un nouveau radical (réaction 2)

R° + 0O, » ROO° Réaction (10)
ROO°+RH — ROOH + R° Réaction (11)

¢ Phase de terminaison
Cette phase correspond a une rencontre entre deux composés radicalaires pour la

formation des composés stables (réactions12, 13 et 14).
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ROO® + ROO® ——» Réaction (12)
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Figure 7:Les différentes étapes de la peroxydation lipidique (SPITELLER, 1998).

2.2.4.2.2. Marqgueurs de la lipoperoxydation

e Intéréts du dosage du malondialdéhyde (MDA)

Le dosage du malondialdéhyde (MDA),ou des substances réagissant a I’acide
thiobarbituriques (TBARS) est utilisé depuis les années cinquante pour estimer la
péroxydation des lipides dans les membranes et les systemes biologiques (ROUSSSELOT et
al., 2003). Le MDA est formé a partir d’une auto-oxydation et d’une dégradation
enzymatique des acides gras polyinsaturés dans les cellules, lors d’un stress oxydatif. Le
dosage permet donc de mettre en évidence les stress environnementaux pouvant induire une

variation de ce niveau d’oxydation des lipides (figure 8).
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Figure 8: Réaction entre le MDA et I’acide thiobarbiturique (ROUSSSELOT et al., 2003).

2.2.4.2.3. Oxydation des protéines

Les ERO sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de
protéines, altérant également leur fonction. Les protéines les plus touchees sont celles
comportant un groupement sulphydryle (-SH),comme c’est le cas pour de nombreuses
enzymes et protéines de transport (STADTMAN et LEVINE, 2000). Le peroxyde
d’hydrogene, mais surtout le radical hydroxyle sont capables d’oxyder ces groupements,

conduisant a I’inactivation de certaines enzymes. En particulier, la présence de radicaux
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hydroxyles est a 1’origine de dégradations irréversibles des protéines, par la formation de

groupements carbonyles sur la chaine latérale de certains acides aminés.

2.2.4.2.4. Oxydation de ’ADN

L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des
ERO. Ceux-ci peuvent en effet interagir avec les désoxyriboses de I’ADN mais aussi avec Ses
bases puriques et pyrimidiques. L’atteinte de I’ADN implique le franchissement préalable de
toutes les barrieres de défense mises en place par les végétaux, la potentialité de détoxication
des cellules ou de 1’organisme et enfin du potentiel des systemes de réparation de ’ADN de
I’organisme .Plusieurs altérations ont été observees:

-Une formation de bases oxydées;

-Des sites abasiques qui sont une partie de I’ADN dépourvue d’une base purique ou
pyrimidique et ayant perdu I’information génétique par rupture de la liaison entre une base et
le désoxyribose.

-Des cassures au niveau des brins d’ADN, qui peuvent étre double ou simple brin.

-Une Apparition d’adduits a I’ADN. IIs correspondent a la formation de produits
d’addition entre le polluant et les nucléotides (adduits pour addition et produits), suite a la
peroxydation des lipides.

-Des pontages «ADN-protéines».

Ces lésions au niveau de I’ADN entrainent des ruptures de chromosomes en fragments
acentriques générant des micronoyaux lors de la division cellulaire. Ce sont des entités
nucléaires indépendantes qui se retrouvent hors du noyau, dans le cytosol (LAGADIC et al.,
1997) . lls apparaissent sous forme de petits noyaux a coté du noyau principal.

Les micronoyaux peuvent aussi résulter d’un dysfonctionnement au cours de la division
cellulaire génant la migration chromosomique (COTELLE et FERRARD, 2001).lls
proviennent alors de chromosomes entiers ou de fragments et qui, du fait de leur migration
incompléte, se retrouvent hors du noyau.

Les lésions au niveau de I’ADN peuvent également provoquer des aberrations
chromosomiques, c'est-a-dire un nombre ou une structure anormale des chromosomes, mais
également des échanges de chromatides soeurs, qui consistent en un échange symétrique entre
le matériel chromosomique entre deux chromatides sceurs.

Les agents capables de générer des dommages sur I’ADN sont dits génotoxique
(BENAHMED, 2010).
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Chapitre 11: Mécanismes de tolérance des plantes aux stress

Les mécanismes de tolérance aux contraintes sont défini par LEVITT qu'a partir de la
distinction entre «stress » et « strain » . Il distingue :

e les mécanismes qui permettent a une plante d’éviter le « stress » : on parle alors
d’échappement ( ANONYME, 2011) . ces mécanismes réduisent I'impacte d'un stress bien
qu'il soit présent dans I'environnement. (HOPKIN, 2003).

e les mécanismes qui permettent de tolérer le «stress»: la tolérance exige que
I'organisme soit en équilibre thermodynamique avec le stress, ce qui signifie que les
conditions qui régnent dans la plante sont en equilibre avec les conditions de I'environnement
externe (HOPKIN, 2003) .On distingue alors :

1. La tolérance des plantes aux stress biotique

Les plantes face des agressions qui implique I’intervention d’un second étre vivant. Il
peut s’agir d’un herbivore (insecte) ou d’un agent infectieux (champignon, bactérie, virus)
(HAMMOND et al., 1996). Au cours de 1’évolution, les plantes ont su €élaborer des systémes
de défense leur permettant de résister aux agents pathogénes (AUDREY, 2007). Ainsi le
développement de la maladie est généralement plus une exception qu’un regle.

Les interactions hote-pathogéne chez les plantes ont été trés largement documentées

ces dernieres années et ce a tous les niveaux : physiologique, enzymatique, métabolique et
moléculaire (NURNBERGER et al., 2004 ; SOMSSICH et HAHLBROCK , 1998).

1.1. Les différents types d’interaction et de résistance

On distingue deux formes de résistance des plantes aux agressions pathogenes : la
résistance non -héte qui est la plus fréquente, et la résistance race/cultivar (Figure 9)
(NURNBERGERET et al., 2004).

1.1.1. La résistance non -hote

Ce forme est caractérisé par 1’incompatibilité entre les deux protagonistes quelque soit
la plante et quelque soit le pathogéne. Deux phénomeénes sont possibles :

La resistance passive et la résistance active. Dans le premier cas, le microorganisme est
incapable de franchir les barriéres protectrices externes du végétal. Si ce dernier pénetre tout
de méme, il peut se développer dans les tissus de I’hote en raison d’une inadéquation
physiologique. Dans le second cas, la résistance active, 1’agent pathogéne commence a se
développer dans la plante, mais 1’infection est stoppée par la mise en place de dispositifs de
défense non préexistants chez 1’hote. La résistance de la plante dépend alors essentiellement

de la rapidité et de I’intensité avec lesquelles elle active ces réponses( AUDREY, 2007).
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1.1.2. La résistance race/cultivar,

Elle existe au sein d’une espéce végétale donnée pour un agent pathogéne déterminé.
C’est une résistance de type hote. Elle est définie génétiquement par ’interaction directe ou
indirecte entre le produit d’un geéne dit de ‘résistance’ (géne R) de la plante et le produit d’un
gene dit d’avirulence (géne avr) du pathogeéne. On parle dans ce cas d’interaction
incompatible. Si I’un des deux protagonistes ne possede pas le géne en question, I’interaction
est compatible et la maladie se développe. Les réponses de défense induites lors de la
résistance non-héte de type active ne semblent pas se distinguer de celles induites au cours
d’une interaction incompatible, elles seraient ‘seulement’ intensifiées et plus rapides

(AUDREY, 2007) (figure 9) .

Résistance non hote Résistance hote
Eliciteur ‘général’ Eliciteur ‘spécifique’ Eliciteur ‘général’
endogeéne ou exogene produit du géne avr endogéne ou exogéne
o - Interaction Interaction
Résistance  —» Résistance . : :
; . incompatible compatible
passive active . .
gene pour gene l
e = U g
¥ Maladie
Défense- Résistance de la plante

Figure 9: Représentation schématique des différents types d’interactions hote-pathogéne chez
les plantes supérieures ( AUDREY, 2007).

1.2. La reconnaissance du pathogéne

La perception rapide du pathogene est un prérequis indispensable a 1’activation des
réponses de défense (EBEL et MITHOFER, 1998). Elle s’établit par la reconnaissance
spécifique du produit du géne avr dans le cas de la résistance géne pour gene ou par la
reconnaissance plus générale d’une molécule provenant du pathogene, €liciteur exogene, ou
de la plante elle-méme, éliciteur endogéne (entre autres, fragment de paroi issus de la
dégradation par 1’agresseur) (ZHAO et al., 2005). La tres grande diversité de structures
chimiques de ces éliciteurs est en soit une source de complexité biologique importante. Par
exemple, parmi les éliciteurs généraux, les oligosaccharides ont été abondamment décrits. Le

degré de polymérisation et la decoration des sucres constituent une source importante de
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variations, génératrice de fortes spécificités. De nombreux éliciteurs exogenes appartiennent
a la catégorie des PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern) ou de maniere plus
général aux MAMP Microbe Associated Molecular Pattern) (NURNBERGER et al., 2004).
Ce sont des molécules, au sens large, de 1’agent pathogeéne, souvent indispensables a son
mode de vie et qui n’existent pas chez la plante. Il s’agit par exemple de composants de paroi
de microorganismes tels que les lipopolysccharides (LPS) (DOW et al., 2000) ou encore de
fragments de structures cellulaires, tels que la flagelline (GOMEZ-GOMEZ et BOLLER,
2002). De méme les éliciteurs endogénes ont été récemment regroupés sous la dénomination
de MIMP (Microbe Induced Molecular Pattern). Par ailleurs, la reconnaissance des MAMP et
des MIMP est une caractéristique commune de I’immunité animale et végétale (MACKEY et
MC FALL, 2006 ; ZIPFEL et FELIX, 2005) Plusieurs composés naturels ou de synthese
peuvent se totalement substituer a ces éliciteurs biotiques, en induisant des réponses
identiques ou similaires chez la plante. C’est par exemple le cas de la minarine, un B-1,3
glucane extrait de ’algue brune Laminaria digitata (KLARZYNSKI et al., 2000), ou du
benzothiadiazole (BTH), un analogue structural de ’acide salicylique (GORLACH et al.,
1996). Ces composés sont alors utilisés pour développer de nouvelles stratégies
phytosanitaires plus respectueuses de 1’environnement, sous la dénomination commune de
SDN pour ‘Stimulateur de Défense Naturels’ (Iodus 40® pour la laminarine, BION®, pour le
BTH) (KLARZYNSKI et FRITIG, 2001).

1.3. Transduction du signal et activation des réponses de défense

La reconnaissance du pathogene ou de 1’élicitation se traduit immédiatement par
I’ouverture de canaux ioniques et I’émission massive d’especes activées de I’oxygene (EAO)
(burst oxydant) (LAMB et DIXON, 1997 ; WOJTASZEK, 1997). Ces réactions initiales sont
nécessaires a la transduction du signal impliquant des changements physiologiques majeurs :
polaritt membranaire, acidification du pH intracellulaire, influx calcique, activation
d’enzymes telles que des kinases, phosphatases, phospholipases (BLUMWALD et al., 1998).
Ces changements treés rapides peuvent avoir un effet immédiat sur I’activation de certaines
voies metaboliques. La (figure 10) illustre la complexité des événements de signalisation
controlant I’activation des réponses de defense chez les plantes(EBEL et MITHOFER, 1998 :
HAMMOND-KOSACK et JONES, 1996 ; SOMSSICH et HAHLBROCK, 1998).
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Figure 10 : Complexité des événements de signalisation contrdlant I’activation des réponses

de défense des plantes (HAMMOND-KOSACK et JONES, 1996).

Les modifications métaboliques associées a la résistance induite comprennent la
synthese de métabolites secondaires a activité antimicrobienne (phytoalexines), le
renforcement de la paroi par dépot de protéines, de lignine et pontage, ainsi que la production
d’une large gamme de peptides et protéines de défense, entre autres les protéines PR, pour
Pathogenesis Related Protein. Ces réponses de défense sont généralement accompagnées de
lésions nécrotiques (mort cellulaire) au site d’infection. elles contribuent a réduire au
minimum la pénétration de I’agresseur et constituent les mécanismes de résistance locale
définie sous le terme général de réaction d’hypersensibilité, ou HR. La HR est généralement
activée dans le cadre de la résistance géne pour gene (HAMMOND-KOSACK et JONES,
1996). A cette résistance locale est souvent associée une résistance systémique, mediée par
I’acide salicylique, nommeée Résistance Systémique Acquise (SAR). Elle s’établit au niveau
de la plante entiere et assure une protection durable contre des agressions pathogénes
ultérieures.

Les signaux de transduction intercellulaire assurant la mise en place de la SAR sont
I’acide jasmonique, ’acide salicylique ainsi que 1’éthyléene (DURRANT et DONG, 2004 ;

NIMCHUK et al., 2003) (figure 11) .
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A. Réponse hypersensible chez la laitue au contact d’un isolat incompatible de Bremia lactucae

B. Burst oxydant chez la laitue, génération de peroxyde d’hydrogéne (dépdt noir) dans la paroi (CW) a proximité de
la bactérie incompatible inoculée (b).

C. Lignification et ré initiation de la division cellulaire chez Brassica napus suite a une agression fongique.

D. Formation de 1ésions chez le tabac au site de pénétration d’un virus. Photos extraites

Figure 11 : Exemples de réponses de défense actives chez les plantes (HAMMOND-
KOSACK et JONES, 1996).

2. L'aspect moléculaire de la tolérance aux stress abiotique

2.1. Perception du stress

Les conditions de stress abiotiques constituent une source de signaux complexes pour
les cellules. Un seul type de stress correspond a des variations physiques et/ou chimiques, ces
composantes représentant pour la plante des informations différentes. Par exemple, une
diminution de la température entraine des contraintes mécaniques, un changement dans
I’activité des macromolécules, ainsi que des modifications des conditions osmotiques du
milieu extra-cellulaire. Les cellules végétales ne possédent pas un récepteur spécifique d’un
stress donné, mais plutdt un ensemble de récepteurs qui vont étre sollicités par les différentes
composantes du stress ( SANGWAN et al., 2001) .

Parmi les récepteurs identifiés, on trouve les canaux (Ca®"). En condition de stress
thermique ou salin, il a été observé chez les plantes un influx de calcium dans le cytoplasme.
Ce calcium provient soit de I’extérieur de la cellule, soit de stocks internes (KNIGHT et al.,
2000). Cet influx résulterait d’une activation des canaux calciques induite par les
changements structuraux de la cellule (ORVAR et al., 2000 ).

Cette supposition résulte des études de Pieth, (1999) montrant les liens entre les flux
de(Ca’") et la température, considérant que la réorganisation de cytosquelette et la fluidité de
la membrane plasmique sont les premiers changements structuraux liés aux froids (WANG et
al., 2001) .
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Les histidines kinases (HK) représentent un autre récepteur du stress identifié chez les
bactéries et les plantes. Ces enzymes transmettent un signal externe vers l’intérieur de la
cellule par un systéme de phospho-relais a 2 composants. Chez Echerichia coli, les réponses
osmotiques sont contr6lées par le systtme EnvZ-OmpR. Les changements osmotiques du
milieu sont percus par Env, ce qui a pour effet de moduler les activités Kinases et
phosphatases de cette enzyme. En cas d’hyper-osmolarité du milieu, une histidine du domaine
kinase d’EnvZ est phosphorylée. Cette phosphorylation est suivie d’un transfert du groupe
phosphorylé sur le régulateur OmpR. Dans le cas d’une hypo-osmolarité du milieu, OmpR est
déphosphorylé. L’état de phosphorylation de OmpR influence ses propriétés de liaison a
I’ADN, lui permettant de réguler la transcription de genes cibles. Un systéme analogue, mais
comprenant plus de 2 composants a été identifié chez les levures et les plantes. Ce systéme
fonctionne de fagcon similaire au systtme a 2 composants mais inclut un ou plusieurs
intermédiaires entre le récepteur membranaire et le facteur de transcription. Ces éléments
intermédiaires sont nommés HPt (Histidine containing phospho transfer) (URAO et al.,
2000). De tels systemes ont été identifiés notamment chez. En effet, Arabidopsis thalianala
protéine AtHK1 est fortement suspectée d’étre un capteur osmosensible chez cet organisme
modeéle. ATHK1 possede deux régions hydrophobes trans-membranaires adjacentes a un
domaine extra-cellulaire putatif situé en N-terminal, suggérant une homologie fonctionnelle
avec ’osmosenseur de levure SLNI1. L’expression d’ATHK1 dans des levure mutantes ne
possédant pas I’osmosenseurs SLN1 permet a ces dernieres de se développer normalement en
conditions hyper-osmotiques (URAO et al., 1999). Cependant, ces protéines HK interviennent
aussi dans la perception d’autres signaux, tels que 1’éthyléne et les cytokinines (URAO et al.,

2001).

2.2. Transduction du signal

Suite a la perception du stress, le signal crée par les récepteurs doit étre transmis a
I’intérieur de la cellule. Cette transduction du signal est assurée par des seconds messagers qui
vont activer des voies enzymatiques assurant le fonctionnement de la cascade de réactions et

permettant a la cellule de répondre au stress percu (VINCENT, 2006).

2.2.1. Le calcium

L’entrée de (Ca®") dans les cellules végétales a été observée en condition de stress
abiotique ,mais également lors de stress hormonaux (ABA : acide abscissique), biotiques ou
lors de processus liés au développement. Cette augmentation transitoire de la concentration

interne de calcium est due soit a un influx de calcium extracellulaire soit a une libération des
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stock intracellulaires (KNIGNT et al., 2000 ; SANDERS et al., 1999). La libération interne
de (Ca?") est controlée par des canaux dépendant de ligands. Ces ligands sont les seconds
messagers décrits chez les cellules animales (inositolpolyphosphates, ribose ADP cyclique),
qui ont une action similaire chez les plantes (SCHROEDER et al., 2001). Ainsi la libération
primaire de (Ca®*) constitue un signal dont I’une des conséquences sera la production d’autres
seconds messagers qui eux-mémes provoquent la libération interne de (Ca®*). Chacune de ces
différentes étapes provoquant une cascade de réaction (figure 12 ). Un aspect important du
(Ca?") en tant que messager est la présence d’oscillations réguliéres de concentrations. Ces
oscillations spécifique sont par exemple responsables de la fermeture des stomates (ALLEN
et al., 2000). De plus, ces variations dépendent de stress particuliers (KIEGLE et al., 2000),
de I’intensité du stress (PLIETH et al., 1999) ainsi que de I’exposition précédente aux mémes

conditions de stress (KNIGHT et al., 1997).

Stress

Secteur primaire

|

Ca™ Signal 1
I\iolécules de signeux Signal 2
Récepteurs

Cﬁﬂ Signal 3

Figure 12 : Signaux calciques transitoires apres perception du signal de stress (XIONG et al.,
2002).

2.2.2. Lavoie SOS

Parmi les voies métaboliques activées par le calcium et qui participe a la transduction du
signal, une des plus étudiées a 1I’heure actuelle est la voie SOS (Salt Overly Sensitive).
L’analyse de mutants SOS chez a permis Arabidopsis thaliana l'identification de 3 protéines
(SOS1, SOS2, SOS3),impliquées dans la réponse au stress salin. Le processus impliquant les
SOS débute apres la fixation de calcium sur la protéine SOS3 qui contient 3 sites de fixation

du calcium et un site de Nmyristilysation (ISHITANI et al., 2000).
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Les modifications conformationnelles provoquées par la liaison de Ca2" & SOS3 vont
permettre sa fixation a SOS2. Cette serine/thréonine kinase comporte un site catalytique
kinase en N- terminal et une partie régulatrice trés longue en C- terminal (LIU et al., 2000).
En condition normale, les sites régulateurs et catalytiques interagissent entre eux, empéchant
la phosphorylation d’un substrat car il y a blocage de I’accés au site catalytique. La fixation
de SOS3 a la partie régulatrice permet de libérer la partie catalytigue (HALFTER et al.,
2000). L’interaction entre SOS2 et SOS3 se ferait grace a la présence sur la partie régulatrice
deSOS2 du motif peptidique FISL, dont la présence est nécessaire et suffisante pour une
activation de cette protéine (GUO et al., 2001).

La premiére cible identifiée est SOS1, un antiport Na*/H" situé¢ dans la membrane
plasmique, qui serait activé suite a la phosphorylation catalysée par la Kinase du complexe
SOS2-SOS3 (QUINTERO et al., 2002). La reconstitution fonctionnelle de cette voie chez
Saccharomyces cerevisiae a permis de vérifier que I’influx de calcium consécutif a un stress
salin déclencherait la voie SOS (QUINTERO et al., 2002).

D’autres cibles pour la voie SOS ont depuis été suggérées, notamment AtHK1 dont
I’activité serait régulée par SOS2-SOS3 (ZHU et al.,, 2002). Ce méme systeme serait
activateur de I’antiport Na'/H" des vacuoles De méme, d’autres protéines similaires a SOS3
(nommées ScaBPs) et SOS2 (hnommées PKSs) ont été identifiées chez Arabidopsis thaliana
(GUO et al., 2001). Des études menées par inhibition de certains de ces génes indiquent que
les protéines ScaBP5 et PKS3 interagiraient entre elles de facon analogue a SOS2 et SOS3.
Le complexe formé permettrait de transmettre le signal résultant de I’influx de calcium
provoqué par la présence d’ABA. Les chercheurs supposent que des systémes analogues au
systeme SOS sont impliqués dans les mécanismes de réponses a d’autres stress que le stress

salin.
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Figure 13 : Régulation de I’homéostasie ionique suivant un stress salin d’apres

(Chinnusamy et al., 2004 ; Vincent, 2006).
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2.2. 3. Les protéines Kinases dépendantes du calcium (CDPKSs)

Au contraire des kinases de type SOS2 et PKS, les CDPK (protéines Kinases
dépendantes du calcium) interagissent directement avec le calcium. Les CDPKs possédent
une structure caractéristique composée d’un domaine sérine/thréonine protéine Kinase qui est
fusionné en C terminal a un domaine calmoduline-like, Contenant des sites de fixation aux
calcium (CHENG et al.,2002 ; HARMON et al., 2001).

Le domaine de jonction entre les domaines Kinase et calmoduline-like agit comme un
substrat auto-inhibiteur de phosphorylation en absence de calcium ,réduisant ainsi 1’activité de
la protéine (HARMON et al., 1994). Trente-quatre genes codants des CDPKs ont été
identifiés chez A.thaliana. Les recherches menées sur ces enzymes ont montré leur
implication dans une variété de voies de réponses a différents stress. Par exemple la sur-
expression chez le riz (Oryzasativa) d’OsCPK7 entraine une augmentation de la tolérance au

froid, a la sécheresse et au stress salin (SAIJO et al., 2000).

2.2.4. Les voies des MAPKinase

La cascade type de la voie des MAPKinases (mitogen activated proteine Kinases) est
constituée du systtme MAPKKK-MAPKK-MAPK. Cette cascade est activée soit par un
interaction physique directe entre le récepteur et une MAPKKK soit par la phosphorylation de
médiateurs externes ou de MAPKKKK intermédiaires, provoquée par ces mémes récepteurs.

Le systeme MAPKKK-MAPKK-MAPK illustre la complexité et I’interdépendance des
différentes voies de signalisation visant a organiser au niveau cellulaire une réponse
appropriée a un stress donné. Suite au séquengage complet du génome d’A. thaliana , 20
MAPK, 10 MAPKK et 60 MAPKKK ont été identifiées. Des protéines similaires ont été aussi
isolée chez d’autres végétaux (NAKAGAMI et al., 2005). Il a été prouvé que les différents
membres des voies des MAPK sont impliqués dans les mécanismes de réponses aux stress
abiotiques et biotiques chez de nombreux organismes, notamment AtMEKK1, AtMKK1 et
AtMKK?2 en réponse au froid et au stress salin chez A. thaliana (TEIGE et al., 2004).

2.2.5. Les phospholipases

Une autre forme de la transduction du signal résulte de I’action de phospholipases. Les
phospholipases D (PLD) hydrolysent les phospholipides et produisent de 1’acide
phosphatidique (PA). Les PA agissent sur différentes protéines (par exemple des protéines
Kinase, des NADPH osydases) qui a leur tour entrainent une réponse cellulaire. 12 génes
codants des PLDs ont éte identifiés chez A. thaliana , tandis que seulement 2 ont été identifiés

chez les mammiferes et un chez S. cerevistae (WANG et al., 2002,2004). Si les mécanismes
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d’activation de ces protéines ne sont pas connus, leur activité est augmentée principalement
par ’ABA et les EAO (espéces actives d’oxygene). Ainsi, ces enzymes sont plus actives en
conditions de stress tels que 1’exposition au froid et au déficit d’eau (FRANK et al., 2002 ;
WELTI et al., 2002 ). Les PLD jouent un réle important dans les mécanismes de la réponse
au stress, mais ce réle varie d’'une PLD a une autre. Par exemple, la suppression de PLDo
chez A. thaliana entraine une baisse de la tolérance au froid tandis que sa sur-expression
entraine une meilleure tolérance chez ce méme organisme (LI et al., 2004). Par comparaison,

la suppression de PLDal entraine une meilleure résistance au froid (WELTI et al., 2002).

2.3. Les modifications transrationnelles suite aux signaux de stress, acteurs de

régulation

En plus d’activer des voies métaboliques telles que celles des SOS, les signaux transmis
dans la cellule suite & un stress vont activer la transcription de génes permettant a la cellule
de survivre dans des conditions hostiles. L’activation de la transcription de ces genes se fait
par I’intermédiaire de facteurs de transcription. Ces protéines se fixent a I’ADN au niveau de
motifs précis et induisent la transcription du gene en aval de ce motif. Par exemple, les
facteurs de transcription CBF (C-repeat-binding-factor) ou DREB (de hydratation responsive
element binding factor) se lient a I’ADN au niveau de 1’élément régulateur du froid et de
déshydratation déenommé DRE (aussi appelé CRT pour C-repeat). Cet élément régulateur
contient la séquence conservée CCGAC. La présence de cette seule séquence est suffisante
pour induire la transcription de génes en cas de stress liés au froid (BAKER et al., 1997 in
VINCENT, 2006).

Une autre famille de facteurs de transription impliquée dans les mécanismes de réponse
aux stress est constituée par les HSF (Heat Shock Factor). lls sont responsables de I’activation
de la transduction des protéines de choc thermique HSP (Heat Shock Proteins). Les HSFs
sont trés nombreux et complexes chez les plantes. On compte 21 HSF chez A. thaliana, 23
chez Oryzasativa et un nombre supérieur a 18 chez la tomate (VINCENT, 2006 ; MISHRA et
al., 2002).

2.4. Expression de protéines responsables de la résistance au stress

A la fin de la cascade de signalisation et suite a 1’activation de facteurs de transcription,
certains genes vont étre régulés afin de rétablir I’homéostasie cellulaire et contribuer ainsi a la
résistance ou a 1’adaptation de la cellule a un stress donné. Ces génes codent généralement des

enzymes impliquées dans la production de molécules osmorégulatrices, des transporteurs, des
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enzymes de détoxification, des chaperones (HSP 90, HSP 70 , HSP 100, Late
Embryogenesis Abundant proteins LEA) (ZHU, 1998 ; ZHU, 2000 ; XIONG, 2002).

2.5. Les EAQ (espéces activées de I’oxygéne)

En cas de stress biotique ou abiotique, on observe chez les plantes une production
rapide et massive d’especes réactives a ’oxygene. Cette production d’EAO est donc
considérée comme une réponse générale de la plante a un stress. Alors que dans le cadre
d’une réponse a un stress biotique les EAO ont un réle de défense car ils sont toxiques pour
I’organisme agresseur, ces molécules jouent un réle de second messager dans la réponse a un
stress abiotique. Trés peu de senseurs de ces EAQO sont connus chez les plantes.

o Ce role de détection est assuré chez les procaryotes et les champignons par certaines
histidines Kinases (QUINN et al., 2002). La présence d’un nombre élevé de génes codant
ces protéines chez A.thaliana suggére un role des histidines kinases comme senseurs des
EAO chez cet organisme (HWANG et al., 2002). Chez A. thaliana, H202 active les MAPK
MAPK3 et MAPK6 via la MAPKKK ANPI(KOVTUN et al., 2000). L’expression de cette
derniére enzyme a permis d’augmenter la résistance au chocs thermiques, a I’exposition au
froid et a la salinité chez des plants de tabac qui expriment un orthologue d’ANP1 (KNP1)
constitutivement actif (KOVTUN et al., 2000). Il apparait également que les EAO jouent un
role dans I’activation de facteurs de transcription. Cette régulation de la transcription s’opérait
grace a des interactions entre des facteurs de transcription et des éléments cis spécifiquement
sensibles au stress oxydatif situés dans la région promotrice de certains genes. Cette
hypothése a été explorée chez A. thaliana et a permis d’identifier plusieurs génes pouvant étre
régulés de la sorte (DESIKAN et al., 2001). De plus, 175 génes dont 1’expression était
modifiée suite a I’exposition de la cellule a des EAO ont été identifiés. Ces geénes codent des
protéines assurant des fonctions anti-oxydantes, ou étant associées aux mécanismes de
défense et de réponse au stress. Les EAO se retrouvent donc a I’interface de toutes les étapes
des mécanismes de la réponse a un stress abiotique et biotique. Leur role dans ces deux
situations (figure 14) est différent, ce qui pose la question de savoir comment la plante régule
la quantit¢ d’EAO lors d’une exposition simultanée a ces deux types de stress (VINCENT,
2006).
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Mécanismes de tolérance des plantes aux stress
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Figure 14 : Production et effets des EAO au cours de 1’attaque par un pathogéne (a) ou

en condition de stress abiotique (b) ( APPEL et al., 2004 cité par VINCENT, 2006).
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Figure 15 : Représentation générale de la réponse au stress chez les plantes (WANG et

al., 2003)
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2.6. Mécanisme biochimique de défense aux stress abiotique

2.6.1. Stress salin

Généralement, sous les conditions salines, une voie de transduction d’un signal de
stress commence par la perception de ce signal au niveau de la membrane de la plante (par un
senseur ou non), suivie par la production de seconds messagers et des facteurs de
transcription. Ces facteurs de transcription controlent I’expression de génes impliqués dans la
réponse au stress incluant des changements morphologiques, biochimiques et physiologiques

On distingue deux types d’adaptation (LEVITT, 1980)

- Adaptation élastique (ou capacité d’adaptation): concerne un organisme adapté qui
peut vivre, croitre et réaliser son cycle de vie en présence du stress.

- Adaptation plastique (ou résistance a 1’adaptation) : inhibe la croissance et ainsi tous
les dommages éventuels sont irréversibles jusqu’a la disparition partielle ou compléte de
’agent stressant.

Si I’adaptation est élastique, elle engendre des stratégies de résistance particuliéres. Il
existe deux stratégies de résistance (LEVITT, 1980)

e La résistance par exclusion
- L’organisme inhibe ou réduit la pénétration du stress dans ses tissus.
- L’organisme augmente ainsi le niveau de stress nécessaire pour un méme niveau de

tension interne,

e Larésistance par tolérance/inclusion

L’organisme absorbe 1’agent stressant pour rétablir 1’équilibre thermodynamique avec
son environnement sans subir de blessure irréversible tout en poursuivant sa croissance.

L’organisme réduit ainsi la tension interne pour un méme niveau de stress.

La résistance par exclusion semble étre une évolution par rapport a la résistance par
tolérance puisqu’elle ne peut pas réaliser 1’équilibre thermodynamique (en réduisant la tension
interne) pour préserver les fonctions métaboliques a leur optimum, favorisant ainsi une
meilleure croissance (LEVITT, 1980). Récemment, (BERTHOMIEU et al., 2003) ont montré
chez Arabidopsis thaliana une troisiéme stratégie a I’intermédiaire entre 1’exclusion et
I’inclusion : la recirculation : Le Na* est absorbé et parvient jusqu'aux parties aériennes, mais
il est aussitdt "re-pompé™ et reconduit par les vaisseaux du phloeme vers les racines, qui

peuvent excréter les ions a l'extérieur.
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2.6.1.1. La reponse physiologique a la salinité

La tolérance de la salinité est I'nabilité des plantes a croitre et compléter leur cycle de
vie sur un substrat contenant la forte concentration de sel soluble.

Il est cru que pour la protection des processus évolués, des mécanismes de faible
complexité sont induits de facon coordonnée (PARIDA et DAS, 2005).

2.6.1.2. Stratégies d’adaptation

Les mécanismes de tolérance au sel chez les plantes peuvent étre groupés en une
homeéostasie cellulaire regroupant homéostasie ionique et ajustement osmotique (ZHU, 2003),
un contrdle et une réparation des dommages causés par le stress ou détoxication, et une

régulation de la croissance.

2.6.1.2.1. Homéostasie cellulaire

L’homéostasie ionique au niveau des cellules est atteinte sous stress salin par les
stratégies suivantes:

- Exclusion des ions Na* des cellules par les canaux ioniques: antiport Na*/H", ou bien
par la limitation d’entrée des ions Na”,

- compartimentation de Na dans des vacuoles intracellulaire pour un ajustement
osmotique,

- La sécrétion de Na*. Ainsi la régulation du transport ionique joue un role fondamental
pour la tolérance au sel chez les plantes. L’analyse génétique d’un mutant d’Arabidopsis SOS
(Salt Overly Sensitive) a permis I’identification des mécanismes (the SOS pathway) qui

régulent I’homéostasie cellulaire et la tolérance au sel (ZHU, 2002).

2.6.1.2.2. Séquestration du sodium dans des vacuoles

La compartimentation de Na* dans des vacuoles est une stratégie trés importante chez
les plantes permettant de maintenir ces ions a une faible concentration dans le cytoplasme et
conserver un faible potentiel osmotique cellulaire. L’exclusion de I’excés de sodium du
cytoplasme nécessite la synthése d’osmolytes compatibles avec la réduction du potentiel
osmotique; ce dernier est essentiel pour pouvoir prélever de 1’eau dans des conditions de
stress salin. Ce processus est colteux en énergie pour la plante.

Des plantes transgéniques de tomate et de Brassica napus, sur-exprimant le gene
AtNHX1 codant pour antiport Na*/H™ accumulent du sodium dans leur feuilles mais pas dans
les fruits ou les graines. Ces plantes se sont montrées extrémement tolérantes au stress salin et
conservent dans ces conditions des bonnes qualités de fruit chez la tomate et d’huile chez

Brassica napus (ZHANG et al., 2001).
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2.6.1.2.3. Prélévement de K*

Dans les conditions optimales, les plantes maintiennent un haut ratio cytosolique
K*/Na". Le stress salin entraine la diminution de ce ratio, du fait que les ions Na* sont en
concurrence avec les ions K*, ce qui est défavorable pour les processus biochimiques
cellulaires. De méme, une forte concentration de potassium augmente le potentiel osmotique
qui entraine une entrée d’eau a partir du milieu extérieur (CLAUSSEN et al., 1997). Le
prélévement de K" est essentiel pour la turgescence cellulaire et le déroulement des processus
biochimiques sous stress salin.

Le niveau de transcription des génes codant pour les transporteurs de K' refléte
probablement une différence de capacité de la plante & prélever le K* sous stress salin. Par
exemple chez Arabidopsis, le stress salin augmente le niveau de transcription du géne
AtKC1correspondant & une transporteur de K* (PILOT et al., 2003).

2.6.1.2.4. Biosyntheése d’osmoprotectants

Les genes impliqués dans la synthése d’osmoprotectants sont surexprimés sous stress
salin (ZHU, 2002). Les osmoprotectants compatibles pour différents solutés sous stress salin
protégent les plantes par ajustement osmotique ce qui maintient la turgescence cellulaire, par
détoxication des especes réactives d’oxygene (ROS: Réactive Oxygéne Species) et par

stabilisation de la structure (quaternaire) des protéines.

2.6.1.2.5. Synthese de protéines induites par le sel

Chez les plantes supérieures, le stress osmotique induit différentes protéines dans les
tissus vegétatifs. Ces protéines sont nommées LEA (late-embryogenesis abundant). Chez M.
sativa, le géne Alfinl code pour une famille de facteurs de transcription et leur expression est
corrélée avec la tolérance au sel (WINICOV et BASTOLA, 1999). In vitro Alfin se lie au
promoteur du géne MsPRP2, qui code pour une protéine racinaire du cytosquelette induite par

le sel.

2.6.1.2.6. Régulation de croissance
Maintenir une croissance racinaire constitue un caractere adaptatif dans un
environnement de faible disponibilité en eau tel que le milieu salin. L allongement racinaire
peut étre dli @ une augmentation d’activité des enzymes impliquées dans la construction du
cytosquelette: par exemple la xyloglucan-endotrans-glycosylase (WU et al., 1994). L’autre
cause peut étre I’accumulation de proline (OBER et SHARP, 1994). Ces deux actions sont
régulées par I’acide abscissique (ABA), induit par le stress salin (JIA et al., 2002). Ainsi chez

le mais, I’élongation racinaire est inhibée par la présence d’un inhibiteur de biosynthése
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d’ABA. Mais elle peut étre restaurée par un traitement des racines avec un inhibiteur de
synthése d’éthyleéne. Ces données suggerent que 1’¢longation racinaire par I’intermédiaire de
I’ABA doit étre causée par une inhibition de biosynthése d’éthyléne (SPOLLEN et al., 2000).

Chez Arabidopsis, les régulations de la division cellulaire et de 1’¢longation cellulaire
sous stress salin sont effectuées par 1’intermédiaire de ’ABA (WANG et al., 1993).

Cependant le mécanisme exact de cette régulation est encore mal connu.

2.6.2. Stress Hydrique

La sécheresse se manifeste par la combinaison d’une part, de la restriction de la
disponibilité en eau du sol et, d’autre part, de I’augmentation de la demande évaporatrive.
Dans les zones arides, les plantes ont développé des mécanismes de régulation assurant leur
survie, en général aux dépens de la productivité. Ces mécanismes sont de nature différente
chez les plantes cultivées des régions tempérées qui ont été sélectionnées pour leur
productivité. D’un point de vue agronomique, la tolérance a la sécheresse est la capacité de la
plante a croitre et donner des rendements satisfaisants dans des zones sujettes a des déficits
hydriques épisodiques (CHAVES et OLIVEIRA, 2002). Jones (1992) a défini et établi une
classification des ‘stratégies’ d’adaptation des plantes a la sécheresse : la premicre consiste a

« viter » tout stress hydrique et la deuxieme la capacité a le « tolérer ».

2.6.2.1. Eviter la contrainte hydrique
La premicre fagon d’éviter la sécheresse est I’esquive. L’esquive permet a la plante de
réduire ou d’annuler les effets de la contrainte hydrique par une bonne adaptation de son cycle

de culture (figurel6) .
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Figure 16 : Limitation de la photosynthése par les stomates, en liaison avec la synthéese

d’ATP, la régénération du Pi et autres processus biochimique liés a la photosynthéses sont

signalés (LOWLOR, 2002).
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la longueur de la saison des pluies. Le développement phénologique rapide avec une
floraison précoce, permet a la plante d’éviter les périodes séches. Cette stratégie appliquée
aux espéces cultivées a amene a décaler la date de semis et/ou & sélectionner des variétés plus
précoces permettant d’éviter les déficits hydriques de fin de cycle. La deuxiéme fagon d’éviter
la sécheresse est la capacité de la plante a maintenir un état hydrique satisfaisant. La stratégie
de I’évitement est principalement liée, d’une part, a la réduction de la transpiration et d’autre
part, a une optimisation de 1’absorption d’eau par les racines. La diminution de Ia
transpiration est principalement liée a la fermeture des stomates. Il s’ensuit une chute de
I’assimilation de CO, donc une baisse de production de biomasse. Elle peut étre due
également a une diminution des surfaces évaporantes. Parmi les mécanismes permttant de
réduire la transpiration, la réduction de la surface foliaire et la diminution de la conductance
stomatique (gs) jouent un r6le déterminant.

Lors de sécheresses précoces, la réduction de la surface foliaire est associée a une
diminution de I’expansion foliaire plus qu’a une sénescence accélérée des feuilles. Le
rendement, corrélé a la durée de vie de la surface foliaire apres floraison, est fortement affecté
lorsque la sénescence est accélérée par des déficits hydriques tardifs. La régulation de la
conductance stomatique reste le mécanisme majeur intervenant a court terme pour limiter les
pertes en eau : le potentiel hydrique foliaire sera maintenu d’autant plus longtemps que la
fermeture des stomates est précoce. Celle-ci peut intervenir a des potentiels hydriques
foliaires différents en fonction du cépage (BOTA et al., 2001) et du stade de développement
(HOWELL, 2001).

La régulation de la conductance stomatique dépend du potentiel hydrique foliaire et de
I’humidité de I’air au champ (LOWLOR et CORNIC, 2002).

Les cépages a faible conductance sont plus sensibles au déficit de vapeur et a la baisse
du potentiel hydrique foliaire que ceux a forte conductance. Une faible conductance est
généralement proposée comme un trait favorable a 1’adaptation a la sécheresse (SHULTZ,
2003). Si la fermeture des stomates n’est pas totale, en raison de la différence entre les
coefficients de diffusion de I’eau et du CO2 dans la feuille, la transpiration est plus reduite
que l’assimilation nette: I’efficience d’utilisation de 1’eau (WUE) est alors augmentée en
situation de stress (CUEVAS et al., 2006).

En revanche, une telle sensibilité des stomates a la diminution de potentiel hydrique
peut augmenter la fréquence des épisodes de photo inhibition. La chaine de transport des

électrons est alors rétro-régulée afin de dissiper I’énergie lumineuse en exces. Il est admis que
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le photosysteme 11 (PSII) joue un réle central dans les processus d’utilisation et de régulation
de I’énergie lumineuse (BAKER et ROSENQVIST, 2004).

Lorsque la fixation du CO, ne consomme plus assez d’énergie, d’autres voies
métaboliques, telles que la photorespiration, peuvent contribuer au maintien du transfert non
cyclique des électrons (GUAN et al., 2004).

Lorsque cette « voie photochimique » est saturée, la dissipation thermique, par
I'intermédiaire du cycle des xanthophylles, joue un réle important au sein des mécanismes
photoprotecteurs en limitant la destruction des PSlls (DEMMIG-ADAMS et ADAMS, 1992).
Cependant, une augmentation supplémentaire de I'énergie lumineuse absorbée, conduit a une
inactivation des PSlIs plus ou moins réversible, liée a des modifications structurales de la
protéine D1 (YOKTHONGWATTANA et MELIS, 2006) .Ces modifications du fonctionne
-ment photochimique peuvent étre associées a une altération de la biochimie du chloroplaste.
En effet, chez le tournesol, la réduction de la concentration intercellulaire en CO, peut
s’accompagner d’une diminution durable de I’efficience du chloroplaste a utiliser le COp,
méme si par la suite, la disponibilité de celui-ci n’est plus limitante. Cette altération du
fonctionnement chloroplastique, plus ou moins rapidement reversible, peut contribuer a
réduire le bilan journalier d’assimilation nette, suite a la dépression de conductance
stomatique a la mi-journée ou en période de post-sécheresse. L’optimisation de 1’absorption
d’eau est liée a un ensemble complexe de caractéres morphologiques des racines: masse et
volume, ramification, profondeur (SOAR et al., 2006 ; SOAR et LOVEYS, 2007).

De nombreuses plantes adaptées aux zones arides ne contrdlent que trés peu leurs pertes
en eau par transpiration, mais possedent un enracinement trés profond capable d’extraire I’eau
du sol. La croissance racinaire en conditions séches peut €tre maintenue par 1’ajustement

osmotique qui limite la baisse du potentiel de turgescence (KRAMER et BOYER, 1995).

2.6.2.2. Tolérer la contrainte hydrique
La tolérance est la stratégie qui permet a la plante d’assurer ses fonctions
physiologiques malgré une dégradation de son état hydrique. Le maintien de la turgescence
lors d’un déficit hydrique permet de retarder la fermeture des stomates (PASSIOURA,
1996),de maintenir le volume chloroplastique et de réduire le flétrissement foliaire (BLUM et
EBERCON, 1981 ; MEDRANO et al., 2003).Cette aptitude confére a la plante une meilleure
tolérance au déficit hydrique interne. Cette tolérance au déficit hydrique interne permet un
fonctionnement prolongé de la photosynthese. Les produits carbonés peuvent alors étre
utilisés autant pour [’ajustement osmotique que la croissance racinaire. Une autre
consequence du maintien du métabolisme carboné sera une diminution de la fréquence des
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épisodes de photo inhibition. Au niveau cellulaire, I’ajustement osmotique joue un rdle
déterminant dans le maintien de la turgescence aux faibles potentiels hydriques foliaires.

Les capacités d’ajustement osmotique sont variables chez la vigne et dépendent du
cépage, des modalités d’installation du déficit hydrique et de 1’age de la feuille
(RODRIGUES et al.,, 1993). Les solutés impliqués sont essentiellement des ions
inorganiques, des sucres solubles, des acides aminés et organiques (PATAKAS et
NOITSAKIS, 1999).

La tolérance a la sécheresse est le résultat de mécanismes physiologiques, biochimiques
et moléculaires complexes. L’expression de différents génes et I'accumulation de divers
osmolytes (I’ajustement osmotique) couplées a un systéme antioxydant efficace sont souvent

les principaux mécanismes de tolérance au déficit hydrique (TARDIEU, 2005).

2.6.2.3. La réponse physiologique aux stress hydrique

2.6.2.3.1. Adaptation phénologique

Pour éviter les périodes difficiles pour la croissance et le développement, certaines
variétés accomplissent leur cycle de développement avant I’installation de stress hydrique. La
précocité constitue donc un important mécanisme d’évitement au stress hydrique de fin de
cycle (BEN NACEUR et al., 1999). Dans ces conditions, les parametres phénologiques
d’adaptation ou paramétres de précocité définissent le calage du cycle vis-a-vis des
contraintes environnementales (BEN NACEUR et al.,, 1999). La précocité assure une
meilleure efficience de I’utilisation de 1’eau. En effet, en produisant la biomasse la plus
¢levée, les génotypes a croissance rapide et a maturité précoce utilisent mieux 1’eau
disponible et ils sont moins exposés aux stress environnementaux que les génotypes tardifs
(BAJJI, 1999). Le rendement en grains est positivement corrélé a la précocité d’épiaison
(GONZALEZ et al., 1999).

En effet, les variétés qui ont une vitesse de croissance élevée ont la capacité de mieux
utiliser les sources nutritives a la fin du cycle de développement lorsque celles-ci deviennent
limitantes (POORTER, 1989). La précocité a 1’épiaison peut donc étre utilisée comme critére
de sélection pour améliorer la production dans les zones seéches. C’est I’un des traits les plus

importants dans 1’adaptation des plantes au stress hydrique (BEN SALEM et al., 1997).

2.6.2.3.2. Adaptation morphologique
L’effet du stress hydrique peut se traduire, selon la stratégie adaptative de chaque

espéce ou génotype, par des modifications morphologiques pour augmenter 1’absorption d’eau
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etpour diminuer la transpiration et la compétition entre les organes pour les assimilas. Ces

modifications affectent la partie aérienne ou souterraine (BAJJI, 1999).

e Au niveau de la plante

La diminution de la surface foliaire des feuilles et du nombre de talles est considéree
comme une réponse ou adaptation au manque d’eau (BLUM, 1996). Chez le blé,
I’enroulement des feuilles chez certaines variétés peut étre considéré comme un indicateur de
perte de turgescence en méme temps qu’un caractére d’évitement de la déshydratation, il
entraine une diminution de 40 a 60 % de la transpiration (AMOKRANE et al., 2002). La
longueur des barbes est un paramétre morphologique qui semble également étroitement lié a
la tolérance au stress hydrique (HADJICHRISTODOULOU, 1985).

La hauteur de la plante apparait comme un critere de sélection important
particulierement dans les zones arides, ceci s’expliquerait par la qu’une paille haute
s’accompagne souvent d’un systéme racinaire profond ce qui conférerait a la plante une
capacité d’extraction de 1’eau supérieure (BAGGA et al., 1970). Les plantes a enracinement
superficielle et peu dense souffrent plus du déficit hydrique que ceux a enracinement profond
(EL HASSANI et PERSOONS, 1994).

e Au niveau structurel

Une des principales modifications structurelles observées sur des plantes ayant subi un
stress hydrique, concerne 1’altération des propriétés physico-chimiques des parois cellulaires
(DIXON et PAIVA, 1995). Ces changements peuvent étre induits par des modifications au
niveau des enzymes impliguées dans la biosynthese des monolignols ou dans leur assemblage
dans la paroi. L’augmentation de 1’expression de ces genes peut étre reliée a 1’arrét de la
croissance et a 1’épaississement de la paroi (DIXON et PAIVA, 1995). Un autre composant
majeur de la paroi correspond aux composés issus de la polymérisation des sucres (cellulose
et hémicellulose). (XU et al., 1996) ont mis en évidence des modifications au niveau de
I’hémicellulose via, notamment, la modulation de I’expression d’une famille multigénique
appelée XET (xyloglucane endo-trans-glucanase). Les XET effectuent des coupures internes
dans les polymeéres de xyloglucanes, pour ensuite lier les fragments générés a d’autres chaines
de xyloglucanes (XU et al., 1996). (BRAAM et al.,1997) ont proposé I’idée qu’a I’instar des
geénes impliqués dans la lignification, les XET pourraient intervenir dans ’altération des
propriétés (exemple: extensibilité) de la paroi lors des stress abiotiques et notamment

hydriques.
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2.6.2.3.3. Adaptation physiologique

La stratégie de la tolérance est mise en ceuvre par les plantes grace a 1’abaissement du
potentiel hydrique qui maintient la turgescence (SORRELLS et al., 2000). Les mécanismes
intervenant dans la tolérance assurent I’hydratation cellulaire et diminuent la perte en eau en
maintenant un statut hydrique favorable a développement foliaire. La réduction des pertes en
eau par la fermeture stomatique est un moyen d’adaptation des plantes au stress. Cette
diminution de la transpiration engendre une réduction de la photosynthese. Les génotypes qui
ont la capacité photosynthétique intrinseque la moins affectée par le stress présentent une
efficience de I’utilisation de 1’eau élevée et une plus grande capacité de survie (ARAUS et al.,
2002).

L’adaptation a des milieux aux régimes hydriques variables est en partie associée a
I’ajustement osmotique (RICHARDS et al., 1997). L’ajustement osmotique constitue le
processus majeur permettant a la cellule de maintenir sa turgescence sous contrainte hydrique
(ZHANG et al., 1999). L'ajustement osmotique est réalisé grace a une accumulation des
solutés conduisant a un maintien du potentiel de turgescence. Les solutés responsables de la
régulation osmotique sont essentiellement des acides organiques, des acides aminés (proline,
glycine-bétaine), des sucres solubles et certains constituants inorganiques (RICHARDS et al.,
1997).

2.6.3. Stress thermique

2.6.3.1. Mécanismes d’acclimatation au froid.

Lorsque certaines plantes sont exposées a basse température pendant une durée
relativement longue, elles peuvent développer progressivement une adaptation au froid plus
ou moins importante. L’acclimatation au froid s’accompagne généralement d’une synthése de
nombreux composés, tells que les protéines, lipides ou métabolites divers, qui rendent le
mateériel tolérant au froid. Des modifications des structures de ribosomes ont été observées, la
structure de certaines enzymes peut étre modifiée dans un sens qui augmente a la fois leur
stabilité aux basses températures et leurs propriétés cinetiques.

La tolérance au stress oxydatif observée au froid, de méme que la tolérance au gel ne
sont pas constitutives : elles sont induites en réponse a des températures fraiches au-dessus de
0°C (de 1 a5°C).

Par exemple, le blé qui est habituellement tué par un gel modéré (-5 °C) peut survivre
apres une acclimatation au froid a des températures de -20°C. Un épinard cultivé a 20°C, puis
acclimate quelques jours a 5°C, devient trés résistant aux effets conjugués des fortes lumieres
et du froid.
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L’activit¢ photosynthétique intervient dans ce processus d’endurcissement. Mais
I’induction de la tolérance au gel par un traitement a un froid modéré (2°C a 5°C) dépend
beaucoup des espéces considérées : les plantes des régions tropicales ne peuvent en effet pas
survivre a un gel ni méme a une température fraiche (10°C a 15°C). D’autre part, on note chez
quelques espéces, comme le blé et le seigle, que seules les feuilles qui se sont développées au
froid sont plus tolérantes. Cette tolérance disparait chez le seigle préalablement cultivé a
températures fraiches et transféré 3 jours a 20°C. Cependant il y a aussi une diversité de cette
dé-acclimatation puisqu’elle demande au moins trois semaines chez la renoncule des glaciers

et ne s’observe pas chez Soldanella alpina.

2.6.3.2. Tolérance des plantes a la chaleur

La contrainte thermique par la chaleur est souvent définie comme I'élévation de la
température au de la d'un seuil d'avertissement pendant une période suffisante qui endommage
irréversiblement la croissance et le développement de la plante. Généralement un passage de
la température entre 10-15 au-dessus de la température ambiante, est considéré comme un
choc thermique ou bien une contrainte thermique. Cependant, cette derniére est une fonction
complexe de l'intensité (le degré de la température), de la durée, et du taux d'accroissement de
la température (PEET et WILLITS, 1998).

2.6.3.3. Seuil de stress thermique

Lorsque la température optimale du développement d'une plante est dépassée, le
rendement des cultures baisse; cette température optimale varie d'une plante a l'autre. La
plupart des plantes cultivées craignent les hautes températures, méme pendant des laps de
temps courts. Une température de l'air entre 45 et 55°C pendant une demi-heure abime
directement les feuilles des plantes dans la plupart des cas, et méme des températures plus
basses (entre 35°C et 40°C) peuvent étre graves si elles persistent (HOPKINS, 2003).

Une bréve exposition périodique aux contraintes thermique sub-létales induit souvent la
tolérance aux températures autrement mortelles, un phénomene désigné sous le nom du
thermo tolérance.

A des températures tres élevées, des dommages cellulaires graves et méme la mort des
cellules peut se produire dans des minutes, qui pourraient étre attribuées a un effondrement
catastrophique d'organisation cellulaire (SCHOFFL et al., 1999). A des températures
modérément élevées, les dommages ou la mort peuvent se produire seulement apres
I'exposition a long terme. Les dommages directs dus aux hautes températures incluent la

dénaturation et I'agrégation de protéine, et la plus grande fluidité des lipides membranaires.

49



Chapitre 11 Mécanismes de tolérance des plantes aux stress

Les dommages les plus lents de la chaleur inclus en l'inactivation des enzymes dans les
chloroplastes et les mitochondries, I’inhibition de la synthése des protéines, la dégradation des
protéines et la perte d'intégrité de la membrane (HOWARTH, 2005).

Juste apres I'exposition aux hautes températures et la perception des signaux, des
changements moléculaires se produisent, D’altération de 1’expression des geénes et
I’accumulation des transcriptions, de ce fait menant a la synthese des protéines du choc

comme stratégie de tolérance au stress (IBA, 2002).

2.6.3.3.1. Réponses des plantes a la contrainte par la chaleur
e Réponses physiologique

Le statut de I’eau dans la plante est la plus importante variable durant les changements
de la température ambiante (MAZORRA et al., 2002).

Les températures élevées peuvent avoir des effets directs liés aux températures des
tissus ou des effets indirects liés aux pertes d’eau chez la plante qui peuvent surgir en raison
des demandes évaporatoires élevées (SIMOES-ARAUJO et al., 2003). Une demande
évaporatoire exhibe des augmentations exponentielles d’eau et peut avoir comme
conséquence des taux élevés de la transpiration et une diminution des potentiels hydrique chez
les plantes.

e A températures élevées, les plantes produisent les protéines du choc
thermique

En réponse aux élévations de la température de 5 a 10°C en dessous de la température
optimale, les plantes produisent un ensemble unique de protéines désignées sous le nom des
protéines de choc thermique (HSPs). L’expression des protéines de choc de thermique (HSPs)
est connue pour étre une stratégie adaptative importante (FEDER et HOFFMAN, 1999).

Elles sont classées selon leur masse moléculaire (en kDa) et 1’on distingue les HSP100s,
les HSP90s, les HSP70s, les HSP60s et les HSPs de faible masse moléculaire (entre 10 et 30
kDa) (tableau 3).
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Tableau 3 Les classes des protéines de choc thermique HSPs trouvés chez les plantes.
(HAICHOUR, 2009)

The Five classes of heat shock proteins Found in plants

HSP class | Size (kDa) | Examples(Arabidopsis/Prokaryotis) | Cellular location

HSP100 100-144 AtHSP101/ClpB, CIpA/C Cytosol, mitochondria,
chloroplasts.
HSP90 80-94 AtHSP90/HTpG Cytosol,
endoplasmic reticulum.
HSP70 69-71 AtHSP70/DnaK Cytosol/nucleus,

mitochondria,

chloroplasts.

HSP60 57-60 AtHSP-1/GroEL, GroES Mitochondria,
chloroplasts.
SmHSP 15-30 VariousATHSP22,ATHSP20,ATHSP | Cytosol, mitochondria,
18.2 chloroplasts,
ATHSP17.6/IBPA/B. endoplasmic reticulum.

Les plantes sont caractérisées par une grande production de ces petites HSPs suivant
une exposition a forte température. La plupart des HSPs fonctionnent comme des
chaperonnes. Certaines Chaperonnes (HSP70s, HSP60s) permettent 1’établissement correct de
la structure tertiaire des protéines. Les protéines sont « dépliées » dans plusieurs occasions :

e Au moment ou les ribosomes fabriquent les longues chaines d’acides aminés .

e lorsque les protéines sont transférées d’un compartiment cellulaire & un autre .

e Jlorsque les conditions de I’environnement cellulaires sont telles que les interactions
qui maintiennent la structure sont détruites (chaleur...), Dans cette situation les différents
élements des chaines polypeptidiques peuvent interagir entre eux, et former des constructions
inefficaces, ou bien s’agréger a d’autres chaines polypeptidiques également dépliées, et
empécher la formation des protéines actives (HAICHOUR, 2009).

Les chaperonnes agissent en formant un manchon autour des parties hydrophobes des
chalnes ou en séquestrant la protéine naissante, lui permettant d’acquérir sa structure
définitive a I’abri d’interactions cellulaires possibles. Des chaperonnes comme les HSP100s
réactivent les protéines qui se sont agrégées. D’autres enfin activent la degradation des
protéines dont la structure finale ne s’est pas établie correctement. La plupart des HSP100-60s

sont présentes dans la plante, méme en I’absence de choc thermique. Les HSPs de faible
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masse moléculaire sont généralement produites en réponse a des contraintes thermique et ce
tres rapidement, souvent en une ou deux heures. La HSP chloroplastique de faible masse
moléculaire peut protéger I’activité thylacoidienne des effets des fortes températures
(HAICHOUR, 2009).

2.6.4. Stress oxydatif

La plante réagit au stress en mettant en ceuvre diverses stratégies de défense,
constitutives ou induites. La plante percoit un stimulus qui engendre 1’émission de signaux.
Ceux-ci sont transmis a I’intérieur de la cellule déclenchant I’activation de génes codant pour
des enzymes du meétabolisme secondaire pour synthétiser diverses molécules de défense
(KANGASJARVI etal., 1994 ; PELL etal., 1997 ; NOCTOR et al., 1998).

Cette ligne de défense est constituée principalement de trois enzymes: la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase et les peroxydases (POX) .Ces enzymes agissent directement
sur les especes reactives, mais leur action est parfois insuffisante. Des systéemes plus
complexes entrent alors en jeu faisant intervenir, outre des enzymes spécialisées, des

composés connus sous le nom d’antioxydants non enzymatiques.

2.6.4.1. Mécanismes de déefense contre le stress oxydatif
2.6.4.1.1. Systémes de défense par des enzymes antioxydants
Les enzymes antioxydantes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire
au niveau du superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, conduisant finalement a la formation

d’eau et d’oxygeéne moléculaire.

2.6.4.1.1.1. Superoxyde dismutase (EC:1.15.1.1)

Ainsi nommée parce qu’elle opére une dismutation, c'est-a-dire une oxydoréduction
entre deux molécules identiques, dont I’'une oxyde (02-—02) et l'autre se réduit (O2-
—H202) selon la réaction suivante (BOWLER et al., 1994; ARORA et al., 2002):

20, + 2H* 20D > Hy0, + O, Réaction (15)

11 existe plusieurs SOD, qui se différencient par la nature du métal qu’elles contiennent

et leur localisation intracellulaire (Tableau 4).
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Tableau 04: Les types de superoxyde dismutase
(BEN AHMED, 2010)

Superoxyde dismutase Localisation intracellulaire
Cu/Zn-SOD Cytosol
Fe-SOD Chloroplastes, (détectable dans mitochondries et cytosol
Mn-SOD Exclusivement mitochondriales

2.6.4.1.1.2. Catalase (EC 1.11.1.6)

Les catalases sont des enzymes majoritairement peroxysomales catalysant la
dismutation du peroxyde d'hydrogene (ARORA et al., 2002). Elles sont formées de quatre
chaines polypeptidiques d’environ 500 acides aminés, comportant chacune un groupe
héminique comprenant un atome de fer. Pour catalyser la réaction, 1’atome de fer réalise une
coupure hétérolytique de la liaison O-O du peroxyde d'hydrogéne, créant de ce fait une
molécule d’eau et un groupement Fe(IV)=0O hautement oxydant. Ce dernier peut ensuite
oxyder une autre molécule de peroxyde d'hydrogéne pour donner du dioxygene et de 1’eau.

Le role principal de la CAT est de détoxiquer le peroxyde d’hydrogene produit a
proximité par la CTE chloroplastique, et surtout par les processus peroxysomaux de P—

oxydation et de photorespiration (SMIRNOFF, 1998).

2H,0, > 2H,0 + O, Réaction (16)

2.6.4.1.1.3. Peroxydase (POX) (EC 1.11.1.x)

Les POX sont une large famille multigénique d’enzymes héminiques catalysant la
réduction d’un substrat oxydé en utilisant de nombreux co-substrats comme donneurs
d’¢électrons. Pour la majorité de ces enzymes, le substrat optimal est le peroxyde d’hydrogene,
mais elles peuvent facilement réduire des hydroperoxydes organiques ou des peroxydes

lipidiques.

2.6.4.1.2. Les composés phénoliques et la détoxification des formes activees de

I’oxygéne

Une des originalités majeures des végétaux réside dans leurs capacités a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a c6té des métabolites primaires
classiques(glucides, protides ,lipides et acides nucléiques), ils accumulent fréquemment des
métabolites dits «secondaires». Ces métabolites jouent souvent un réle de défense de la plante

qui les fabrique (figurel8).
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Une des caractéristiques des composées phénoliques, qu’ils partagent avec 1’ensemble
des métabolites secondaires; est de montrer une répartition tres inégale chez les différentes
especes, et, pour une méme espece, selon la variété et le stade d’évolution physiologique.

De nombreuses données in vitro montrent que les flavonoides et de nombreux autres
composés phénoliques sont des antioxydants pouvant neutraliser les formes activées et
toxiques de I’oxygene.

Ils jouent & ce titre un réle dans la santé humaine, soient en tant que composant de la
ration alimentaire, soit en entrant dans la composition de médicaments.

Bien que les antioxydants phénoliques puissent protéger diverses molécules biologiques
de la dégradation oxydative, en particulier I’ADN, une de leur intervention majeur concerne
les lipides (SHAHIDI et al., 1992), qu’il s’agissent des lipides cellulaires ou de ceux que 1’on
trouve dans les produits dérivés de plantes ou des animaux .Le caractére antioxydant des
composés phénoliques se manifeste a différents niveaux de cette chaine, par leur action
réductrice, leur capacité a piéger et neutraliser les formes toxiques de 1I’oxygene, et les formes
radicalaires des lipides par la chélation possible des ions métalliques. Par ailleurs, certains
d’entre eux peuvent également inhiber la lipooxygénase: une enzyme qui catalyse 1’oxydation

des acides gras (Figurel?).

Dégradation oxydative des lipides (RH)

1. Blocage ou ralentissement de i 0O, lumiére, 1ons métallique, lipooxygénase
Iinitiation de I'oxydation

Radicaux libres d’origine lipidique (R°, ROO®)

Propagation de |'oxydation des lipides et attaque des autres constituants fragiles

2. Réduction des radicaux libres
en forme non radicalaire moins
agressifs 4

Formes lipidiques non radicalaires (ROH, ROOH)

3. Réduction de certains
produits de dégradation

L
Produits finaux de dégradation des lipides
(Couleurs et saveurs souvent désagréables)

Figure 17: Les trois principaux points d’intervention des antioxydants phénoliques dans la

protection des lipides contre la dégradation oxydative (SHAHIDI et al., 1992).
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Figure 18: les polyphénols face aux stress biotiques et abiotiques (PAIVA et DIXON, 1999).

2.6.4.1.2.1. Flavonoides
Les flavonoides ,classe

importante des polyphénols, sont reconnus pour leurs

nombreuses activités biologiques telles que :les activités antivirales, anti-inflammatoires et

anticancéreuses. Ces activités sont attribuées ,en partie, a la capacité de ces composés naturels

a piéger les radicaux libres. Leur activité antioxydante en tant que piégeurs de radicaux libres

et également en tant qu'inhibiteurs d’enzymes responsables de la formation de ces especes

nocives (FAVIER, 2005).

Les flavonoides peuvent agir de différentes facons dans les processus de régulation du

stress oxydant par:

-Capture directe des espéces réactives de 1’oxygéne.

-Chélation de métaux de transition comme le fer (empéchant ainsi la réaction de

Fenton).

-Inhibition de ’activité de

certaines enzymes responsables de la production des ERO.
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2.6.4.1.3. Capture directe de radicaux libres:

C’est la structure chimique aromatique qui confére aux flavonoides leurs potentiels anti-
radicalaires, c’est pourquoi les propriétés antioxydantes des flavonoides sont souvent

associees a leurs potentiels antiradicalaires ,c'est-a-dire leur capacité a piéger les especes

réactives de 1’oxygene (figure 19).

(&)

Figure 19: Chélation des radicaux libres par les flavonoides (POKORNY, 2001).

2.6.4.1.4. Inhibition enzymatique:
La xanthine oxydase (XO) catalyse 1’oxydation de 1’hypoxanthine et de la xanthineen

acide urique.
Plusieurs études ont montrés la relation entre la structure chimique des flavonoides et

leur activité inhibitrice de la xanthine oxydase (BEN AHMED, 2010).

Xanthine oxydase ) . .
£ > Acide urique + 20,° + 2H"

Xanthine + 20, + H,O
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Conclusion générale

La plante vit de fagon continue en interaction avec les différents composants de son
milieu naturel. En effet, en plus des attaques par différents organismes (des animaux, dont les
insectes, et des microorganismes), le biotope n'offre pas toujours des conditions favorables
pour le développement de la plante. Dans ce contexte naturel, la plante est obligée de faire
face a différents stress abiotiques (notamment la sécheresse, la salinité, les blessures, les
variations de température et de lumiere) ou biotiques (attaques par des agents pathogénes tels
que les virus, bactéries, champignons et des ravageurs tels que les nématodes et les insectes).

Les stress environnementaux nés de la fluctuation des facteurs abiotiques(sécheresse,
salinité, basse température) affectent les conditions de croissance et le rendement végétal, les
végétaux percoivent les signaux environnementaux et les transmettent a la machinerie
cellulaire pour activer des mécanismes de réponses. Ces différentes réponses forment ce qui
est connu sous le concept de la résistance de la plante.

Malgré le grand nombre de microorganismes phytopathogenes, la maladie est un
événement tres rare. La plupart des plantes ne constituent pas des espéces hotes vis-a-vis de la
majorité des microorganismes phytopathogenes (résistance non-hote ou résistance spécifique).
L'analyse des mécanismes de réponse de la plante a permis d'identifier 3 étapes clés :

- perception du signal;

- transduction intracellulaire et intercellulaire du signal:

- initiation des réactions de défense de la plante.

On distingue deux mécanismes de tolérance aux stress :

e les mécanismes qui permettent a une plante d’éviter le « stress »: on parle alors
d’échappement, ces mécanismes d'évitement réduisent I'impact d'un stress bien qu'il soit
présent dans I'environnement.

e les mécanismes qui permettent de tolérer le «stress»: la tolérance exige que
I'organisme soit en équilibre thermodynamique avec le stress , ce qui signifie que les
conditions qui régnent dans la plante sont en equilibre avec les conditions de I'environnement

externe) .
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Résumé

L’objectif de notre travail c’est I’é¢tude des mécanismes de défense des
plantes aux stress pour adapter et maintenir leur survie aux conditions
défavorables issue a des changements environnementales (abiotiques) ou des
infections par des micro-organismes (biotique): bactérie, champignons. Le
stress exerce un effet sur la croissance, le métabolisme et la germination des
végétaux apres le concept du signale et le transmette pour déclencher la
réponse.Les réponses de défense de la plante sont de deux types : 1) réponses
constitutives telles que les barrieres physiques et chimiques (défense passive)
et. 2) réponses inductibles(défense active).Ces différentes réponses forment ce
qui est connu sous le concept de la résistance de la plante.
MOT CLE: stress, biotique , abiotique , salin , hydrique , thermique , oxydant
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