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Résumé

Au cours des interactions plantes agents pathogeunessectes phytophages, les plantes
mettent en place des mécanismes de défense. Libbjec ce travail est d’'identifier les
mécanismes de défense végétale associés a ceactiotes. Les effets d’'une résistance
croisée ainsi que lapplication de certaines mdEsuélicitrices ont été évalués par
observation des parametres biologiques (taux dessemace relatif, fécondité) dilyzus
persicaeSulzer et le développement nécrotiqueBidrytis cinereaPers. Le protéome des
cellules dArabidopsis thalianal() Heynhélicitées avec la salive dé. persicaeet de la diete

a été également investigué par la technique diélglabrése bidimensionnelle. A I'issue de
ces travaux, on a constaté qu’une infection préaldeB. cinereaou des traitements d’acide,
salicyliqgue, jasmonique et la surfactine réduisalentaux de croissance et la fécondité des
pucerons¥l. persicag. Les effets d®. cinerea,l’acide jasmonique et de la surfactine sur ces
parametres biologiques ont été significatifs. Messtraitements préalables avbt, persicae
acide salicylique et jasmonique non pu empéchégveloppement dB. cinerea La mesure
du pH des cellules A. thalianaa montré que la salive dd. persicaeainsi que la diéte
provoquaient une alcalinisation du milieu tout coenta surfactine. L'analyse protéomique
des cellules ;. thalianaélicitées avec la salive ainsi que celles élisitégec la diéte a
révélé une expression différentielle des protéinsissi I'existence d'un éventuel effet
éliciteur dans la salive del. persicaene peut étre confirmée qu’apres l'identificatioesd

protéines exprimées.

Mots clés : M. persicae, B. cinerea, interactiocanisme de défense, protéome.



Abstract

During the interactions between plants and miclop&hogens or phytophagous insects,
plants set up defense mechanisms. The objectitieifvork is to identify the plant defense
mechanisms associated with these interactions.effeets of cross-resistance as well as the
application of some elicitor molecules were evadaty observation of biological parameters
(fecundity and growth rate) dflyzus persicaandBotrytis cinereanecrotic development. The
proteome of Arabidopsis thaliana cells was also investigated by two-dimensional
electrophoresis.

At the end of this work, it was found that the gtbwate and fecundity d¥l. Persicaewere
reduced by prior infection dB. cinereaor treatment with salicylic acid, jasmonic aciddan
surfactin. The effects d. cinereajasmonic acid and surfactin on the biological psters
were significant. But with a prior treatment with persicae salicylic and jasmonic acid have
not prevented the development®f cinerea pH measurement &. thalianacells, showed
that M. persicaesaliva and the diet caused an alkalinization & thedium as well as
surfactin. Proteomic analysis af thalianacells elicited with saliva as well as those edidit
with the diet revealed differential expression obtpins. Thus, the existence of a possible
elicitor effect in the saliva d¥1. persicaecan only be confirmed after the identificationtio®

expressed proteins.

Keywords:M. persicae, B. cinered@efense mechanisms, interactions, proteome.
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Introduction

INTRODUCTION

A I'heure actuelle, une partie importante de I'amation de notre société est assurée grace a
la production végétale. Mais cette production estfrontée aussi bien a des probléemes
d’ordre abiotique que biotique. Dans le cas desraories biotiques, il n’est plus a démontrer
gue les végétaux et plus particulierement les ptantltivées ne cessent d’étre la cible de
nombreux bio-agresseurs (champignons, nématodiesesites phytophages). Ces différents
bio-agresseurs constituent ainsi 'une des soutesshaisses de rendement des cultures. Les
champignons, commeotrytis cinereaou Phytophtora infestanpar exemple causent des
pourritures sur de nombreuses cultures. Les pusaramsent également de nombreux dégats
d'importances économiques sur les cultures, notamhnvéa la transmission de virus.
(Blackman et Eastop, 2000).

Pour faire face a ce panel de bio-agresseurs, deduis chimiques de synthese sont
largement utilisés. Bien que cette stratégie sollis efficace actuellement, les problémes de
pollution et de santé des populations qui y sa@g Sont de moins en moins tolérés par la
société. Il est donc souhaitable de développer develles stratégies d’intervention

permettant d’assurer une protection efficace dtidiales cultures tout en réduisant I'impact

nocif des pesticides.

Ces derniéeres années, de nombreuses études sisees sur les interactions entre les
plantes et les pathogenes afin de mieux compraredreelations. Ces travaux ont notamment
montré que la reconnaissance entre une planteneagresseur se fait par I'intermédiaire de

certains composés appelés éliciteurs. Les relatgaates-pathogénes reposent sur un
dialogue permanent et complexe au cours duquelpsiaent des stratégies de survie

parasitaire et des mécanismes de défense des gpladites (Benhamou, 2009). Suite aux
diverses agressions, les plantes développent dlifiés formes de défense telles que les
résistances induites et locales, la productionptetéines de défenses ou les phytoalexines.
Parallelement, ces nuisibles développent ausssyldemes leur permettant de s’adapter aux

réactions défensives des végétaux et cela, dasgstéme de coévolution.

Une meilleure compréhension des interactions guiietes, agents pathogenes et insectes
phytophages ainsi que I'identification d’éliciteudse mécanismes de défense pourraient étre
des atouts dans la mise en place de nouvelleggigatpour le contréle des agents pathogenes

et insectes phytophages des cultures. En effetapplcation préventive d’un éliciteur connu
1



Introduction

pour sa capacité a induire des mécanismes de @¢feosrrait conduire a 'augmentation de
la résistance des plantes face a des nuisiblesnet de diminuer les quantités de pesticides

nécessaire a la protection des cultures.

L’hypothese d’une induction de protéines de défemsgétale suite a l'alimentation des
pucerons menant a une capacité a réduire le dégpasiognt de champignons pathogéenes et vis
versa ainsi que l'effet de certains éliciteurs saresi veérifiée au cours de ce présent travail
par une étude des mécanismes de défense indutdeshelantes contrBotrytis cinereaet
Myzus persicae

Il sera donc question d’identifier les différent®ecanismes de défense induits chez les

plantes. Pour ce, nous allons de maniére spécifique

% étudier l'effet d'une résistance crois& cineredM. persicaesur les parameétres

biologiques déMVl. persicaeet vice versa ;

+ évaluer l'effet de I'acide salicylique (SA), 'a@dasmonique (JA) et de la surfactine

sur les parametres biologiquesMepersicaeet du développement de cinereg;

« évaluer I'activité élicitrice de la salive d¥. persicaesur les cellules &rabidopsis

thalianapar mesure des variations de pH ;

% comparer les protéomesles cellules . thaliana élicitées avec la salive d.

persicaeainsi que des cellules élicitées avec de la diats salive et enfin

+ identifier les protéines induites chez les plantes.

'Ensemble des protéines exprimées dans une celhgepartie d'une cellule ou un groupe de cellulessddes
conditions données et a un moment donné.
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. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. Généralités sur les pucerons

Les pucerons sont des insectes appartenant ad’aiels Homopteres. Cet ordre comprend
d’autres insectes tels que les cigales, les cobbemt les aleurodes (Hulkt al, 1999). lIs

sont répartis au sein de trois familles: Phyllod@e et les Adelgidae caractérisées par
'absence, de générations vivipares, de cornicatesne nervation alaire trés réduite ; les
Aphididae dont les ailes antérieures portent aunmdi nervures obliques (Chinery, 2000).
Les Aphididae constituent la famille la plus imparte portant le plus grand intérét agricole.
Les pucerons constituent le groupe d’insecte les phpandu dans le monde et qui s’est
diversifié parallelement a celui des plantes arflelont presque toutes les espéces sont hotes
des pucerons. On estime a plus de 4700 especesasode pucerons dans le monde dont 900
en Europe (Hullé, 1998). La majorité d'entre euxent en zones tempérées, mais on en

trouve également dans les régions tropicales efrstipues.

1.1.1. Caracteres morphologiques des pucerons

Les pucerons ou aphides sont des insectes au manpslont la taille est comprise entre 2 et
5mm. La téte porte des piéces buccales de typespieguceur. Chez les adultes, elle porte
des antennes sur lesquelles apparaissent des srgHaetifs et dont le dernier article est
prolongé par un flagelle (Hullé, 1999). Le thorat eomposé de trois segments. Il porte trois
paires de pattes et deux paires d’ailes membrasaigeansparentes chez les especes ailées
L’abdomen comporte neuf segments difficiles a défieier dont le cinquieme porte les
cornicules et le dernier le cauda (Hulle, 1999)s legiteres morphologiques tels que la
longueur des antennes et du flagelle, la formecdasicules et du cauda, la présence de stries,
de bandes, de sclérites sur 'abdomen, etc. pexntetie caractériser les différentes espéces
de pucerons. Néanmoins la morphologie généralla @éme pour toutes les espéces comme

indiquer sur la figure 1.
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___Antenne

Tubercules
antennaires

Source: Godin et Boivin, 2000
Figure 1: Morphologie générale d’'un puceron ailé

1.1.2. Biologie et cycle de vie des pucerons

Deux formes de reproduction s’observent chez lesenqmms: la reproduction sexuée et la
parthénogenédeDans le cas de la parthénogenése, une femelleedtirectement naissance

a d'autres femelles parthénogénétiques, sans awdiféecondée par des males: ce sont des
especes dites anholocycliques. Chez d’autres espl@ceultiplication parthénogénétique est
entrecoupée d’'une phase de reproduction sexuéantales espéces holocycliques (Leclant,
2000). Dans ce dernier cas, des individus maleteraelles fécondables apparaissent a
'automne. Aprés fécondation, les ceufs sont dépsgeél plante héte ou ils vont passer tout
I'hiver offrant ainsi une forme de résistance anidr(Hullé et al, 1999). Mis a part ces deux
modes de reproduction, on observe également deésessglites monceciques qui vivent toute
'année sur un méme type de plantes alors querdsudites diceciques, alternent entre deux
types de plantes. Cette alternance est souventalié® reproduction sexuée. Beaucoup
d’especes ne peuvent en effet se reproduire sexuetit que sur une plante hote particuliere,
en générale pérenne qualifiée d’hotes primaire.fdlastes herbacées sur lesquelles I'espece
migre au printemps et passe la belle saison sorg glualifiées d’hétes secondaires (Leclant,
2000).

2 Mode de reproduction des animaux dans lequel lle mantervient pas.
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L’'une des caractéristiques la plus remarquable herceron est le polymorphisme, c'est-a-
dire la succession sur des plantes fort différedtssformes aptéres et ailées, des individus
sexués (males et femelles) et parthénogénétiquss @uie des femelles vivipares (Fraval,

2006). L'un des exemples typiques est celui du murcdu soja (figure 2).

----------------------------------

i Femelle virginipare
ailée (migrante)

/‘W 3 Y% Femelle virginipare
. aptére

Femelle aptére
fondatrigéne

Femelle . e
fondatrice i Printemps -

Gl .
Eté

Hiver Femelle virginipare

CEuf d'hiver ailée (migrant I'été) |

Automne

Femelle

Hbte secgndaire :
soja

Hoéte primaire :
nerprun

Femelle ailée sexupare
(migrant I'automne)

Source : Fraval, 2006

Figure 2: Cycle biologique type du puceron du soja

1.1.3. Dégats occasionnés par les pucerons

Les pucerons représentent certainement le groupkiseimportant des homoptéres non pas
en raison de l'importance du nombre des espéces pmair leurs incidences économiques
(Blackman et Eastop, 2000). Deux types de dégats @xasionnés par ces pucerons: les

dégats directs et les dégats indirects.

1.1.3.1. Dégats directs

Les pucerons se nourrissent essentiellement devlg privant les organes attaqués d’eau et
d’éléments nutritifs et entrainant un affaiblissetngénéral de la plante (Dedryvet al,
2010). Ces dégats n'apparaissent qu’en présenoe daportante population de pucerons et
sont généralement peu visibles sur les plantegligls. Par contre, sur les plantes herbacées
et potageres en particulier, on peut observer lemtiasement de croissance. La perforation
des feuilles et 'injection de salive dans lesussségétaux peuvent avoir des effets toxiques
responsables de perturbations de natures physiplegise traduisant par la formation de

galles, de crispations, la dépigmentation deslésjietc. (Harmedt al, 2008).
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1.1.3.2. Dégats indirects

Au cours de leur alimentation, les pucerons exaotééemiellat. Bien que non toxique pour les
plantes, ce dernier favorise le développement danegine (Dedryveet al, 2010). Cette
derniere forme un enduit noir parfois tres abon@alat surface des feuilles et peut entraver la
photosynthese (Lerogt al, 2009). Elle peut également réduire la qualité deganes
consommables, les rendant ainsi impropres a la aymatisation.

Par leur mode d’alimentation, ils transmettent degents pathogenes aux plantes,
essentiellement des virus de plantes. Ainsi, légscindirects des dommages causeés par les
pucerons grace a la transmission de virus dépasearent de loin leurs impacts directs sur
les cultures (Dedryvest al, 2010). Généralement on distingue les transmissi@rsistantes

et non persistantes. Néanmoins, une transmisstensdmi-persistante peut s’observer dans

certains cas.

1.1.4. Particularités de Myzus persicae Sulzer

Myzus persicaenesure 1,2 a 2,5 mm de long. Sa couleur est &néable allant du vert clair

au vert jaunatre. La téte porte a sa base desculbsrfrontaux convergents. Chez les ailés la
téte et le thorax sont de couleur brun noiratres. ¢@nicules sont longues et claires (aptéres)
ou sombres (ailés) et renflées. L'abdomen présggdgeplaques discales sombres, échancrées
latéralement et perforées par des sclérites manginhporte également un cauda (Alford,
1994).

La biologie deM. persicaedépend des conditions climatiques et en particulie la
température. C’est une espece qui présente dews tgp cycles. Un cycle holocyclique
dicecique avec alternance entre les hotes prim@egscher) et secondaires herbacés, et un
autre anholocyclique sur I'héte secondaire lorséhide primaire est absent ou que le climat
lui permet de survivre par parthénogenese (Anonyng911). Les fondatrices naissent apres
éclosion des ceufs d’hiver et engendrent des lateeenant des adultes ailés ou apteres. En
fonction des conditions climatiques, les formeséesl émigrent sur les plantes hétes
secondaires apres trois générations (Alford, 1994).ces plantes se succedent les femelles
parthénogénétiques vivipares ailées et aptéredlitendes sexupares ailés apparaissent et
retournent sur la plante-héte primaire et y engemddes femelles sexuées. Au méme
moment les males apparaissent également sur les $&tondaires (Anonyme 1, 2011).



Revue bibliographique

Trés polyphage, ce puceron est nuisible a presmqued les plantes cultivées sous serre et en
plein champs (Anonyme 1, 2011). Il cause des dédatcts et indirects surtout par
transmission de virusM. persicaepeut transmettre un grand nombre de virus de facon
persistante ou non. Par exemple, sur la pommerde tetransmet le PVY (Potato virus Y)
de facon persistante et celui de I'enroulementgi@deaf roll virus) de fagon non persistante
(Hullé et al, 1999).

1.2. Mécanismes de défense végétale

Les plantes sont continuellement exposées aux agatihogenes et aux insectes, mais elles
restent saines pour la plupart du temps. Ces odtsemng suggerent que les plantes résistent
aux attaques de ces différents agresseurs (Nasrd006). Ces relations hote-parasite
reposent sur un dialogue permanent et complexeans duquel s’expriment les stratégies de
survie parasitaire et les mécanismes de défenda giante héte (Benhamou, 2009). Ces
mécanismes de défense incluent la production aesigpar I'environnement, la plante et les
organismes agresseurs. Il s’en suit une cascadé&pdeses cellulaires qui mettent en jeu des
phénomenes de perception et de transduction deausignenant a une activation de genes
codant pour un éventail de molécules de défense ldmynthése et 'accumulation sont, le
plus souvent coordonnées dans l'espace et le téBwmthamou, 1996). Généralement, les
mécanismes de défense des plantes sont regroupédelen catégories: les défenses
constitutives et les défenses inductibles (Nasr&fl@i6 ; Chen, 2008).

1.2.1. Mécanismes constitutifs ou passifs

Les mécanismes passives responsables de la pootelets plantes envers les pathogénes et
insectes phytophages existent chez toutes leseglamtais a des degrés divers. Il s'agit des
barriéres structurales constitutives et des subssanhimiques préformées (Nasraoui, 2006;
Chen, 2008).

Les barrieres structurales constitutivages plantes sont les épines, les trichomes, I¢s po
etc. Les tissus de revétement tels que, I'écoaceyticule, etc. interviennent également dans
la défense des plantes. Ces différentes structarestituent pour la plante, la premiere étape
de défense contre ces agresseurs (Nasraoui, 2006).

Les barrieres chimiques constitutivesont essentiellement des métabolites secondaires
(composés phénoliques et azotés) produits pamalaekt qui peuvent étre toxiques pour ces

agresseurs. Ce sont pour I'essentiel des flavalessacides chlorogéniques, des quinones, des
7



Revue bibliographique

lactones, des saponines, des huiles, des compogasoesulfurés, etc. Ces molécules de
défense sont produites, transportées et stockéssdiféérentes parties de la plante de fagon

continue méme en I'absence d’agents pathogeneséidesu, 2009).

1.2.2. Mécanismes inductibles ou actifs

Lorsque certains pathogenes arrivent a contouasebarrieres passives et s’'introduisent dans
la plante, les systemes de défense actifs se metigrlace. Ces derniers se déroulent en trois
étapes: (1) la perception qui correspond a la meaiesance de I'agent pathogene par la plante;
(2) la signalisatiomui est la phase d'activation d'une cascade deawsgdans les cellules
attaquées et la transmission des signaux d'alestecellules environnantes et a la plante

entiére et (3) 'expression des mécanismes de géf@enhamou, 2009).

1.2.2.1. Résistances spécifiques induites

Le principe de cette résistance repose sur la regssance de I'agent pathogene par la plante.
Selon la théorie «géne pour gene» (Flor, 1971)néeanisme de résistance est induit chez
une plante hote lorsque le produit d'un gene distagsce (R) de la plante reconnait le produit
d'un géne d’avirulence (Avr) de I'agent pathogeAmsi l'interaction entre ces deux génes
(R-Avr) conduit a une résistance spécifique seuissht par une réaction d’hypersensibilité
(RH) (Benhamou, 2009) qui s’apparente a la mottulzete programmée (apoptose) chez les
animaux (Durand-Tardif et Pelletier, 2003). Dansplapart du temps cette résistance se
traduit par une nécrose de cellules autour du ditgfection. Aujourd’hui, plus d'une
trentaine de genes Avr a été clonée chez différamdsoorganismes. C’est 'exemple du géene
Rep du virus de la mosaique du tabac ou encorgdass Avr-2, Avr-4, Avr-5, etc. de
Cladosporium fulvumLes génes R ont été également I'objet de nombseésides chez les
plantes. Le gene Pto conférant une résistancet@riate contrd®>seudomonas syringae pv.
tomatoexprimant le gene d’avirulence Avr fut le premge&ne cloné (Martiet al.,1993). Le
gene Rx de la pomme de terre (contre le virus Xagemme de terre) et les genes Cf-2, Cf-4,
Cf-9 de la tomate (contr€. fulvun) sont d’autres genes qui ont été clonés par & sui
(Benhamou, 2009).
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1.2.2.2. Résistances non spécifiques induites

Lorsque les plantes percoivent un signal de streBss activent certains mécanismes
généraux que sont: les résistances locales acquagstemiques acquises et systémiques
induites. Ces résistances ne ciblent pas uniquebagneésseur ayant déclenché la machinerie,
mais plutdt contre tous les agresseurs: on paoles ale résistance généralisée (Benhamou,
2009).

La résistance locale acquise (RLASst uneforme de résistance qui s’exprime aux sites de
pénétration de I'agent pathogéne. Elle agit auauvees nécroses et limite le développement
de l'agent pathogéene (Hopkins et Evard, 2003). Danzone de nécrose, la paroi est
renforcée par des dépots de lignine et de calldséte activité locale se caractérise par la
synthése et I'accumulation de métabolites antinbiens (flavonoides, coumarines, terpénes,
anthocyanines, etc.).

La résistance systémique acquise ou SAR (Systenasiguked Resistance}e met en place
suite a une RH de la plante héte (Nasraoui, 20B8. apparait généralement 30 minutes
(min) voire plusieurs heures aprés l'infestatioitiate et protege la plante des infestations
ultérieures contre les bactéries, les champignats, (Klarzynski et Fritig, 2001).
L’expression de cette résistance a distance dédesehttaquées nécessiterait une diffusion
du message de stress en direction des tissusdmiasplante (Benhamou, 2009). La SAR se
traduit par la synthése des phytoalexines, deshuolitiss antimicrobiens accompagnée d’'une
accumulation de l'acide salicylique (SA) et de phoes liées a la pathogénicité (PR:
Pathogenesis Related Proteins) (Durand-Tardif #ieRe2003; Adam, 2008). Suite a une
infection par des pathogenes par exemple, la coratEm de la SA augmente dans toutes les
cellules des feuilles non infectées de la plantetteCaccumulation parait nécessaire a
I'établissement de la SAR. Moldestsal (1996) ont étudié le transport de I'acide salouy
dans le concombreC(icumis safivysen injectant de l'acide benzoique marqué au oarbo
(**C) dans les cotylédons au moment de I'inoculatitf.ont montré par ces expériences
gu’une inoculation primaire par le virus de la roée du tabac sur les cotylédons conduisait a
I'induction de la résistance systémique de la péeenfeuille au-dessus du cotylédon primaire
contre Colletotrichum lagenariuntrois jours apres inoculation. Beaucoup d’autrasiés
(Rasmusseet al, 1991; Durand-Tardif et Pelletier, 2003) ont mumantrer I'implication de

la SA dans la SAR méme si I'avis des chercheuts pas ou moins partagé sur ce point.
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La résistance systémique induite ou ISR (Inducedst®nic Resistancegst une forme de
défense stimulée par des microorganismes vari@sustparticulierement les rhizobactéries
(Jourdaret al, 2008). Toutes les bactéries ayant un rble pakitis le développement de la
plante par le biais d’'une stimulation de ces méraas de défense tel que I'ISR sont
regroupées sous le terme de rhizobactéries prarestde la croissance des plantes ou PGPR
(Plant Growth Promoting Rhizobactéria) (Marcadaabta et Bakker, 2007). En effet, pour
agir efficacement en tant qu'inducteurs de résistales PGPR devraient avoir la capacité de
coloniser les tissus racinaires sans causer de dgesnstructuraux. C’est I'exemple des
racines, qui infectées p&seudomonason pathogene, induisent des réactions de défense
une infection ultérieure par un pathogene sur umiepde la plante autre que la racine
(Durand-Tardif et Pelletier, 2003). L'inoculationbséquente des racines de pois avec les
champignons pathogenBgthium ultimunTrow etFusarium oxysporurSchlecht. f.sppisi a
révélé des différences substantielles en termetaude de colonisation fongique. Alors que
dans les racines non traitées avec les PGPR lepitpaom progressait tres rapidement d'un
tissu a l'autre causant des dommages irréparableparois végétales, la croissance et le
développement des hyphes mycéliens dans les rapmétsaitées avec les PGPR étaient
limités a I'épiderme et au cortex externe. Cesti@as incluaient non seulement la formation
de barrieres structurales enrichies en callosgmihk, mais aus$iaccumulation de composés
phénoligues a potentiel antifongique direct (Benbart Picard, 1999). L'ISR réduit I'impact
des maladies di aux champignons racinaifassgrium Phythiun) ou aériens Rotrytis
cinereg, aux virus et certains nématodes (Ongenal, 2006). Dans I'ISR, on observe la
mise en place des régulateurs de croissance felsnwnate et éthyléne plutdt que la synthése
des protéines-PR (Durand-Tardif et Pelletier, 20(ien que similaire & la SAR, le
mécanisme d’expression de I'ISR présente certaitiesrgences. Elle est principalement
divisée en trois étapes: (1) I'élicitation: les HRBFnteragissent avec les racines de I'hote et
produisent des éliciteurgui sont percus par la plantes; (2) la transmisdio signal dans tout

la plante aprés réception des éliciteurs et (XpFession des mécanismes de défense de I'héte
(Jourdaret al, 2008).

1.2.3. Particularités des mécanismes de défenseptheses face aux insectes

Méme si ces insectes provoquent des dégats phgsiguiaible importance sur les plantes, ils
induisent néanmoins de robustes réactions défen@ide vos et Jander, 2010). Ces dernieres

sont soit directement liées a la sensibilité dpléntes hote aux attaques des insectes soit
10
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indirectement liées a I'attraction d’ennemis natimes insectes phytophages par la plante
(Chen, 2008).

Les mécanismes directs consistent en une limitatehalimentation par le renforcement de
la paroi cellulaire et la production de substarioggjues (Chen, 2008). De multiples travaux
ont démontré le role des trichomes dans la défdirsete contre les attagues des insectes
phytophagesSolanum berthaultiprésente deux types de trichomes. Les types Btsatrun
liquide visqueux qui piége les insectes au couredeatterrissage sur les feuilles. Contenant
des sesquiterpenes, cet exsudat excite I'insectdéghire les tétes des trichomes de type A
contenant des composés toxiques qui 'immobiligBehhamou, 2009).

Certaines plantes vont répondre aux attaques destes par la production d’inhibiteurs de
protéases (IPs) digestives des insectes. Les Hiseimt les processus digestifs et entrainent
des perturbations physiologiques parfois létalag fimsecte (Ryan, 1999). Chez la tomate
par exemple, la systémine est libérée au niveabldssures. L'interaction avec son récepteur
conduit dans un premier temps a un flux d’ions {C&t+, K+) et l'activation d’'une MAP
kinase (Mitogen-Activated Proteines Kinase). Queikjuminutes (15min) aprés, l'acide
jasmonique (JA) est synthétisé suivi de I'activataes genes codant pour les inhibiteurs de
protéases (Bonnemain et Chollet, 2003). Un autemgie d’'IP est celui de la protéase a
cystéine dans le mais (Pechat al, 2000) qui s’accumule trées rapidement au site
d’alimentation des insectes et qui apres injecpan I'insecte inhibe sa croissance et son
développement.

Par l'intermédiaire de son phloeme qui contient pegéines P (Phloem protein), la plante
peut agir localement. Ces protéines interviennansde colmatage des blessures du phloéme.
Les protéines telles que les forisomes vont amsiées au calcium pour former de structures
protéigues capables d’obstruer les tubes cribtéppant immédiatement le flux de nutriments
(Giordanengeet al,, 2007).

Une autre forme de défense des plantes est I'ifatudie composés volatils responsables des
défenses directes ou indirectes par I'attraction pleédateurs et parasitoides (Haretehl,
2008). Par exemple lors d’'une infestation de puterdes plantes libérent des composés
volatils qui attirent les coccinelles, les hymémops parasitoides et d'autres prédateurs
aphidiphages (De vos et Jander, 2010). Sur ledewe cotonnier, les attaques de chenilles
de Spodopteraexigualibérent des substances volatiles (Paré et Tumiin$®99) comme les
terpenes, l'idole, etc. Ces composés agissent corde® signaux et font appel aux

hyménoptéres parasites de cette chenille (Bonnegtalthollet, 2003). Le (E}-farnéséne
11
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(EBF) est un composé volatil libéré par beaucoupldates et qui agit comme molécule de
défense des plantes contre les infestations dergqnielLes travaux de microextraction en
phase solide (SPME) et de la chromatographie gezeugplée a la spectrométrie de masse
(GC-MS) des composeés volatils de la pomme de &dfestués par Harmedlt al (2007) ont
montré que 'EBF émise par la pomme de terre igegiarMyzus persicagnduisait un
comportement de recherche alimentaire et de poaseéevé cheEpisyrhus balteatusin
prédateur aphidiphage.

D'autres plantes vont présenter une antibioseantixénosk Par exemple certaines espéces
sauvages d8olanumapparentées a la pomme de terre cultivée présemerantixénose vis-
a-vis deMyzus persicaélLe Roux, 2007). D’autres études ont montré égatemee des taux
élevé den-chaconine eti-solanine présentait un effet négatif sur I'alinadiain et la fécondité

deM. persicagFragoyiannisgt al, 1998).

1.2.4. Substances de défense des plantes

En réponse aux attaques des pathogénes et detesphygtophages, les plantes produisent de
nombreuses substances de défense. Les lectineséiabolites secondaires, les inhibiteurs de

protéases, les éliciteurs, etc. sont quelques dmess substances de défense.

1.2.4.1. Lectines végétales

Les lectines ou agglutinines sont des protéineseswglycoprotéines présentes aussi bien chez
les végétaux que chez les animaux et les bact@vieie et al, 2006). Chez les végétaux,
elles représentent un groupe trés hétérogéne déin@s qui peuvent reconnaitre et se lier
spécifiguement et de facon réversible a des strestglucidiques méme liés a des lipides ou
protéines (Wilhelm Nultsch, 1998). Les lectines @i causer une réduction voire un arrét
de croissance conduisant a la mort des nuisiblesis refficacité est fonction de la
température et de la durée du traitement (Matita., 2006).

En fonction du nombre de liaisons qu'elles peuveétablir, les lectines végeétales sont
reparties en quatre groupes. Les mérolectines &emle liaison en hydrates de carbone; les
hololectines a deux ou plusieurs liaisons aux deiidentiques ou tres homologues; les

chimérolectines composées d'un domaines de lisasonglucides et d’'un autre domaine

% Association antagoniste entre un organisme etuéstances métaboliques produites par un autre degae.
* Interaction biologique dans laquelle un insect¢ epoussé par une plante ou réduit les dommagés qu
pourrait occasionner sur la plante

12
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indépendant et les superlectines composeés d'ausrdeimx domaines d’hydrates de carbone
(Van Dammeet al, 1998). Les lectines végétales sont en majomt® iblolectines et se
retrouvent essentiellement dans les Iégumineusasligs, féves, pois, etc.), mais aussi dans
la pomme de terre et le ricin (Wilhelm Nultsch, 829Chez les légumineuses, on distingue
les lectines galactose spécifiques (arachiRleA], soja[SBA], etc.) et les lectines mannose
spécifiques (poi$PSA, lentille [LCA], etc.) (Rougéet al, 2010). Les fortes concentrations
de ces lectines s’observent dans les graines arsdorganes de stockage végétatifs comme
les tubercules, les bulbes, etc. (Van Dameheal, 1998). C’est I'exemple d@haseolus
vulgaris agglutinine (PHA) dans les graines de haricot,Ghlanthus nivalisagglutinines
(GNA) présent dans les bulbes de perce-neigel atplupart de ces lectines sont synthétisées
sous forme de précurseurs inactifs qui deviennelifsaseulement apres la séquestration dans
des organites spécialisés. Elles jouent non seulenre role de défense générale contre les
nuisibles, mais également comme protéines de g@Enr la croissance et le développement
de la plante. Les plus étudiées sont la concamavali (Con A) isolé du pois sabre
(Concavalia ensiformjset I'agglutinine du germe de blé isolé des embsydu blé Triticum

spp (Hopkin et Evrard, 2003).

Ces dernieres années, les propriétés entomotoxppugsde nombreux lectines végétales ont
été démontrées. Sadegdti al (2009) ont pu comparer l'activité de trois leesnvégétales
(APA issue du poireau, GNA de perce-neige et ASAild'ayant une spécificité pour le
mannose sur la sensibilitéAtyrthosiphon pisurfHarris). Les résultats obtenus montrent que
des tests de longue durée avec des faibles dod&sPderéduisent la survie et la fécondité
des adultes d'une maniere significative. Sauvebnal. (2003) ont étudié également les
modifications induites che?A. pisumpar la ConA. lls ont conclu que les changements
comportementaux observeés chez ce puceron serdigidt ld toxicité de cette lectine.

Les cibles potentielles des lectines chez les tesesont les structures de lintestin. Des
études sur l'organisation ultrastructurale de &stin des insectes ont pu détecté des
anomalies dans les structures des microvillosi@ndenborreet al, 2011). D’autres travaux
ont montré également que ces lectines pouvaiergtsmiver dans d’autres compartiments de
l'insecte tel que 'hémolymphe, le tube de malpigtu. C’est I'exemple de la GNA retrouvée
dans I'hémolymphe, les tissus adipeux et les olewmide la cicadelle brune du riz apres
ingestion de cette lectine (Powell al, 1998). En effet, ayant une affinité pour lescglyes,

les glycoprotéines sont toutes de potentiellesesildour la fixation des lectines végétales
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(Vandenborreet al, 2011). CheA. pisum la GNA et la ConA, se fixent a une aminopetidase
de Tlintestin moyen (Cristofolettiet al.,, 2006). De ce point de vue, un mécanisme
antinutritionnel, peut résulter des interactiondreeectines et enzymes digestives et ou

protéines de transport dans la lumiere intestidateinsectes (Vandenboetal, 2011).

Méme si les lectines végétales ont été largemertiads, leur role physiologique dans la

plante reste a éclaircir. Néanmoins, elles peuéart considérées comme faisant partie de
I'état naturel des réactions de défense des plantdse les insectes phytophages. Par contre,
il est encore difficile de prévoir si le pouvoixtque d’'une lectine sera actif contre un insecte

ravageur et/ou non-cible (Vandenboeteal, 2011).

1.2.4.2. Métabolites secondaires

Les composés phénoliques sont les acides phéns)itpse flavonoides, les coumarines, les
anthocyanines, les quinones etc. lls sont syn#gtigrincipalement par le sentier des
métabolites shikimiquéset stockés dans la plante sous forme de compléxatifs
incorporés a la paroi (Benhamou, 2009). lls peuamrgmenter la teneur en lignine des
barriéres physiques pour permettre une meilleunéeption de la plante. C’est I'exemple de
jeunes fruits de tomate qui en réponse a une bkegstoduit en 48h des métabolites
phénoligues conduisant a une forte augmentatiagiftfrentes activités enzymatiques et a la
mise en place de lignine dites de blessure (Macbteat, 2005). Une forte concentration de
composeés phénoliques dans de jeunes plants assureékistance a certains pathogenes
commeBotrytis (Nasraoui, 2006). Généralement ces composés petseatds effets délétéres
sur la germination des spores, la croissance duélimye, la détoxification des toxines
fongiques. C’est ainsi que l'acide protocathuiqtuiéaecatéchol participent a la résistance de
I'oignon contre les attaques @wlletotrichum circinusen inhibant la germination des spores
(Benhamou, 2009). La teneur initiale élevée enocmeBposés et/ou leur augmentation plus
intense et plus rapide permettent souvent de diifder les especes résistantes ou sensible a
un agent nuisible (Machegt al, 2005).

Les composés azotés (CA) regroupent: les compasgsgenes dont la durrhine (chez le
sorgho) et la linamarine chez le tréfle sont lasm@tudiés (Benhamou, 2009). Les saponines
sont des stéroides, glycosylés, alcaloides ou nkespénes. Ld-tomatine est l'une des

saponines dont l'activité antifongique a été largatmeétudiée. C’'est I'exemple de fruits de

® Qualifie un acide intervenant dans la synthéseadesposés phénoliques.
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tomates mdres qui peuvent étre parasitéd-paariumsolani contrairement aux fruits verts
qui ne sont pas parasités par le méme champigrmause de leur forte concentrationeen
tomatine (Benhamou, 2009). La tomatinase est ungnem secrétée par certains champignons
commeAlternaria tomatoet Septoria lycopersicayant la capacité d’hydrolysentomatine

en un composé moins toxique (Martin-Hernaneleal., 2000).

1.2.4.3. Inhibiteurs de protéases (IPs)

Les IPs sont de petites protéines trés courantpgeséntes dans tous les organismes vivants.
La majorité des IPs étudiés dans le regne végétavignnent de trois familles
(Légumineuses, Solanaceae, et Graminées) (Brzikigtic, 1995). lls sont localisés
généralement dans les organes de stockage (graibesgules, etc.). Leur taille varie entre 4
a 85 kDa, avec une moyenne de 8 a 20 kDa (Huarad, 2003). lls se caractérisent par leur
capacité a inhiber les protéases digestives dest#sou sécrétées par des micro-organismes,
provoquant ainsi une diminution de la disponibildés acides aminés nécessaires a leur
croissance et développement (De lezal, 2002). lls jouent également un réle de stockage
des protéines (Shewry, 2003). lIs interferent égal& avec les processus physiologiques
importants des insectes et autres agents pathqgélesque l'activation des enzymes
protéolytiques, la mue des insectes ou la réptinadie virus (Gutierrez- Campesal., 1999).
Chez les insectes, ils peuvent former des complerese liant aux protéases, inhibant ainsi
leur activité. C’est ainsi que certaines plantdgerient des IPs en réponse aux attaques
d’insectes, les obligeant a jeuner par inactivatierieurs enzymes digestives (Voet et Voet,
2005). Les principales familles des IPs sont: IeBs & sérine spécifiques a la trypsine et
chymotrypsine; les IPs a cystéine spécifiques@alzine et bromaléine, les IPs de protéases
acides spécifiques a la cathepsine D et les IPsmégalloprotéases spécifigue aux
carboxipeptidases (Benhamou, 2009).

Les IPs & sérine sont tres rependus et les plaéét@Melloet al, 2002). lIs jouent un réle
important dans la physiologie de la plante par iggdementation des protéases endogéenes,
une mobilisation des protéines de réserve, etdgeption contre les enzymes protéolytiques
des pathogenes et insectes (Fan et Wu, 2005)Pisea $érine de type | et Il sont les premiers
a étre isolés sur les tubercules de pomme de tarrgpe | isolé de la tomate et de la pomme
de terre est tres actif sur la chymotrypsine pantreole type Il isolé des mémes plantes est
plutét actif a la fois sur la chymotrypsine et dgpsine, ce qui montre la diversité du spectre

d’action des différents IPs d’'une plante (Ryan,@99
15



Revue bibliographique

Les IPs a cystéines sont principalement des cgs&tiElles renferment généralement deux
ponts disulfures qui forment deux boucles a provénade I'extrémité C-terminale de I'IP
(Benhamou, 2009). Les cystatines de types Il sestplus rencontrées chez les plantes.
Oryzacystatine | (OCTI) et oryzacystatine 1l (OQT8bnt les deux premieres phytocystatines
découvertes par Abe (1985) notamment chez le Bzpiocessus d’inhibition de toutes les
cystatines se fait de fagcon non covalente (Soaosta@t al, 2002). Elles régulent les
protéases a cystéine, protegent la plante condradesibles et dans certains cas contrdlent
I'hydrolyse des protéines de réserves (Brown ee@ieiewska, 1997).

Les IPs a métalloprotéases et de protéases addesés peu rencontrés chez les plantes. lls
sont caractérisés par un domaine C-terminal exposiag boucles qui forment le site
inhibiteur venant interagir avec le site actif tankyme et un domaine N-terminal qui forme
des liaisons de coordination avec l'atome de ziatalgtique (Gomezt al, 1997). La
capacité de I'lP d’acide caractérisé dans la coarghiber une protéase acide synthétisée par
un champignon pathogéne des Cucurbitacées sugg@reayrrait jouer un réle de défense
contre les champignons pathogénes de la courgéastéller et al., 1998).

La protection contre les agents pathogenes, lesctes phytophages et la régulation des
protéines endogenes sont les grandes fonctiond’ddg8/1o0solov et Valueva, 2005). Avec les
métabolites secondaires, les IPs jouent un réleoitapt dans la défense des plantes
(Schimoler-O’Rourket al, 2001).

1.2.5. Eliciteurs biotiques

Les éliciteurs sont des composés capables de déeletes réactions de défenses chez les
plantes (Jourdaet al, 2008). On distingue généralement les élicitbioques et abiotiques.
Les éliciteurs biotigues sont soit exogenes soiloganes. lls peuvent étre de nature
saccharidique, glycoprotéique, protéique ou lipidigLes exogenes sont pour la plupart
d’origine fongique et bactérienne, néanmoins ceeiproviennent des virus et méme de
certains insectes phytophages (Benhamou, 2009).

Les R-glucanes (oligosaccharides) constituantsursjges parois fongiques et bactériennes
sont les tous premiers éliciteurs isolés chelaytophthora megaspermgDarwill et
Albersheim, 1984). L"incubation des parois Bemegaspermé sp.glycineg en présence
d'une préparation enzymatique de cotylédons de sojmaine la libération de fragments
oligosaccharidiques ayant pour propriété de stimidesynthése de phytoalexines chez

certaines plantes. Les oligoméres de chitine pravedes parois fongiques et le chitosane
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sont également des oligosaccharides présentardatiegés élicitrices pour la synthese des
phytoalexines (Lepoivre, 2003).

Les élicitines sont de petites protéines d’envitOiKda capables de migrer dans la plante via
le systeme vasculaire contrairement a la plupast @iiteurs connus (Benhamou, 2009).
Elles sont sécrétées par des champignons des genyssphthora et Pythium, et induisent
une réaction de type hypersensible chez des plaaesne le tabac. Selon qu’ils soient
basique [f) ou acide ¢), elles présentent des effets nécrotiques différen induisent des
mécanismes de défenses indépendants (Aymes etllBerh®97). La cryptogeéinef et la
capsicéine ), ont fait I'objet de nombreuses études quantua éapacité a induire des
réactions de défense chez le tabac. Une étude céenmie leur mode d'action dans
l'activation de diverses voies métaboliques im@i&gl dans les réactions de défenses des
plantes a montré que dans des feuilles de tadas,irtluisent différentiellement, en fonction
de leur nature et de leur dose, la production dkasalicylique et d'acide jasmonique (Aymes
et Pernollet, 1997). D’autres travaux menés suml@c ont pu montrer que ces protéines
provoquaient toute une cascade d'événements préd&dablissement de la résistance. C’est
'exemple des travaux de Bourgeeal (1999) qui ont montré que quelle que soit la reatu
chimique des élicitines, elles induisaient un ikflde C&", l'alcalinisation du milieu
extracellulaire et une production de FAO.

Les éliciteurs endogenes sont produits a partiad#ante suite a la présence du pathogéne.
Leurs structures sont moins définies contraireraemtéliciteurs fongiques qui présentent une
tres haute spécificité structurale (Aldington eg,Fx993). En plus de la fonction de défense,
elles peuvent réguler le marissement des fruitermaore I'élongation cellulaire (Benhamou,
2009). Libérer par l'action des enzymes bactérisnrmu fongiques, les éliciteurs
oligogalacturonides induisent a leur tour la syséhde phytoalexines (Lepoivre, 2003). En
termes d'activité biologique les éliciteurs endagpesont considérés comme étant les plus
efficaces (C6té et Hahn, 1994).

1.2.6. Transduction du signal

Les réactions de défense de plante se mettenten fdrsqu’il y a reconnaissance spécifique
d'un éliciteur exogene par la plante. Il s’en salibrs I'activation d’'une série d’éléments
destinés a transmettre le signal a 'ensemble géalate. Ainsi on peut distinguer les signaux

précoces et les signaux secondaires.
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1.2.6.1. Signaux précoces

L’activation des protéines G, les mécanismes desgimarylation/déphosphorylation des
protéines, les flux ioniques et la modification datives, sont les messagers précoces les plus
importants des mécanismes de défense des végétaux.

Les protéines G (PGs) représentent 'une des dadse protéines tres conservées chez les
eucaryotes. Elles sont les principaux effecteuss réeepteurs membranaires ou GPCR (G-
Protein Coupled Recepter). A I'état actif, les R@sportent trois sous unitésdGGh et Gy)

et sont pour la plupart des héterotriméri§u@enhamou, 2009). La liaison d’un ligand sur
son récepteur et I'activation de la PG représenenjpremiéres étapes indispensables a la
transmission d’un signal a l'intérieur de la cedl{Benhamou, 2009). Les PGs sont fortement
impliquées dans les voies de signalisation par depacité de transmettre le signal de stress
aux canaux ioniques ou aux phospholipides membemajui a leur tour induisent une
cascade d’évenements menant par exemple a I'emizésive de calcium ou de nitrate et de
protons (Roset al, 1999). Zhao et Wang (2004) ont identifié uneraction directe entre la
sous-unité @ d’'une PG et une phospholipase D chez le tabacadtidopsis. Cette sous-unité
serait impliquée dans l'activation des phosphoégidnembranaires permettant ainsi la
libération de précurseurs tels que I'acide jasmamid.’inhibition des PGs montre que ces
protéines interviennent aussi dans la biosynthegghgitoalexines chez les plantes (Ortéga
al., 2002). L'association entre un récepteur kindsm-et des PGs est indispensable a
'établissement de la résistance aux champignongrottéphes Rlectosphaerella
cucumerind. Ce role a été prouvé chez Arabidopsis (Llorental, 2005).

Les modifications ioniques concernent principalemdes efflux d’ions potassium {IK
nitrate (NQ) et chlorure (Cl) et des influx d'ions calcium (€8 et de proton (B
(Bonnemain et Chollet, 2003). lls constituent lesactions les plus précoces a la
reconnaissance d’'un agent pathogéne menant ad'ssipn d’'une résistance. En étudiant les
modifications des flux ioniques chez Arabidopsigughet al (2000) ont montré que ces flux
pouvaient inhiber I'expression de la HR. Dans undele hypothétique des évenements
précoces basés sur la reconnaissance de la criypbpér les cellules de tabac, Jourdarl.
(2008) ont montré que linflux de calcium intracédlire entraine entre autre une

dépolarisation de la membrane plasmique, la praalucte peroxyde d’hydrogene {&) et

® Se dit d'une protéine composée de trois soussudigtinctes
" Protéine isolée de Phytophthora cryptogea capahteluire une résistance systémique chez le tabac.
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I'activation des MAPs kinase. Les MAPs Kinase amise I'augmentation du calcium dans le
noyau de la cellule déclencheraient I'expressios giEnes de défense. Mais 'augmentation
prolongée du taux de calcium intracellulaire eztgoe pour la plante. Il est donc régulé dans
la cellule grace a des protéines affines (calciumalibg-proteines) capable de le fixer
(Benhamou, 2009). L'utilisation des inhibiteurs ciaux calcique comme l'acide éthylene
diamine tétraacetique (EDTA), des ions ionophor€af montre que le calcium est impliqué
dans la transduction du signal de stress (Sastadle 2000).

Les formes actives de l'oxygene (FAO) sont produittans les mitochondries et les
chloroplastes des cellules végétales (Lepoivre3R@ans les conditions normales, les FAOs
sont produites en petite quantité et de facon ibgéé dans la plante. Leur surproduction lors
d’'une HR entrainerait un déséquilibre qui se tragar un stress oxydatif. La cellule va ainsi
accumuler les radicaux toxiques pour se défendreismue de s’intoxiquer elle-méme
(Benhamou, 2009). Le stress oxydatif se définitsatbmme un déséquilibre du ratio FAO-
enzymes oxydants. Ces enzymes antioxydants (catglasoxydase, etc.) vont non seulement
réguler l'activité des FAOs mais aussi neutralisertains dérivés toxiques de I'oxygene
(Benhamou, 2009). La synthese des FAOs est assaciéee montée transitoire de la
concentration du Chantracellulaire et de la mise en place ultériedes mécanismes de
défenses associés aux HRs, a la synthése des lgltitea et a des protéines de défenses
(Lepoivre, 2003). Parmi les formes réactives dexylgene, on distingue, le peroxyde
d’hydrogéne (HO,), I'anion superoxyde (©) et le radical hydroxyle (HO). Par une
dismutation spontanée de®l ou aprés la catalyse par le superoxyde dism{&e®), Q
peut donner le pD,. Le glucose-oxydase et les amines-oxydases peggahment réduire
'O, en HO,. Dans la cellule végétale, le;®, est régulé par differentes enzymes dont les
principales sont le I'ascorbate-peroxydase et lgatjon-peroxydase (Lepoivre, 2003). En
présence des ions ferreux {Bele H,O, est convertit en OH par une fixation supplémeatair
d’électron sous l'action de la dismulate oxydatil/action anti-micocrobienne directe (Lamb
et Dixon, 1997), le renforcement de la paroi (Begdit al., 1992) et I'induction des génes de
défense et de protection (Tenhaletral, 1995) seraient les plus grandes fonctions d€3s-A
La phosphorylation est une modification post-tradumelle des protéines qui interviennent
dans un grand nombre de processus cellulairesritypigrement dans la signalisation. Elle
induit des modifications structurales et fonctidiesdes protéines cibles et est reversée par
la déphosphorylation catalysée par les phosphatagBenhamou, 2009). La

phosphorylation/déphosphorylation est donc un miéoan biochimique important dans la
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régulation des protéines cellulaires qui augmeeffi€acité du signal initial et des
interconnections pour l'activation de plusieurs eside défense (Benhamou, 2009). Le
traitement de cellules de tomate et de tabac, Hures avec des oligogalacturonates ou des
élicitines montre que la phosphorylation des pragiest induite tres précocement (Viatd
al., 1994). Ainsi le role de cette phosphorylatiomsiéa régulation de I'activité cellulaire a
été confirmé par I'utilisation d’inhibiteurs de m@phorylation telle la staurosprine (Romets
al., 1999). Les MAPK sont impliquées dans ce processiamplifient le signal initial pour
'activation des voies de défense. lls transformaimisi les signaux extracellulaires en
réponses intracellulaires. Les protéines kinaskestprotéines phosphatases constituent un
couple inséparable dans les mécanismes de phosgtimridéphosphorylation (Benhamou,
2009). Suite a la perception de signal de stress, protéines kinase déclenchent une
phosphorylation en cascade jusqu’a la transmisdiorsignal dans toute la cellule. Cette

cascade ne peut étre inhibée que par I'activatesnpthosphatases (Benhamou, 2009).

1.2.6.2. Signaux secondaires

L’acide salicylique (SA), I'acide jasmonique (JA) Béthylene (ET) sont les principaux
messagers intracellulaire lors des interactionstptdagresseurs. Ces molécules constituent le
relai entre les événements précoces de signalisatidactivation des réponses de défense
induites. Les études faites sur le role de ces mwdlécules signaux dans la résistance des
plantes aux agents pathogenes montrent que les deiesignalisation de 'ET et du JA
interviennent généralement dans la résistance gemts nécrotrophes contrairement a I'SA
qui intervient plutdt contre les agents biotrop{@gzebrook, 2005).

L’acide salicylique est un dérivé de la phénylat@nissu du sentier des phénylpropaoides
(Verberneet al, 1999). Il joue un réle de messager dans la raisglace des défenses
induites de la plante. Il participe au confinemeat’agresseur et a la mise en place de SAR.
Il déclenche également I'expression des protéirRsePparticiperait a la HR des cellules.
Ainsi, lorsqu’on bloque précocement son accumutatians une plante de tabac attaquée par
le virus de la mosaique du tabac, 'apoptose @ihkilest retardée (Hopkins et Evard, 2003).
D’autres expériences ont montré que les plantesablac et dA. thaliana transgénique
n'exprimant pas la salicycate hydroxylase une emzybactérienne, ne pouvaient pas
accumuler la SA. De ce fait, elles étaient nonesaeht incapables d’induire une SAR, mais
elles étaient aussi attaquées par d’autres agatiisgenes (Delanest al, 1994). Mais a des

concentrations supérieures a 0,1uM, la SA devidmgtgboxique. Ainsi lorsqu’il est
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nouvellement synthétisé, il est converti en SA-ggide par 'UDP-glucose. La SA-glucoside
est inactive et apparait comme un inducteur deépretPR. La SA est donc en faible
concentration dans les cellules et peut étre stqukeé la AS-glucoside. Sa libération
progressive permettrait ainsi de maintenir plusggtemps la résistance systémique induite
(Anonyme 2, 2011)Bien que plusieurs travaux aient pu démontrerglication de I'SA dans

la SAR (Wardet al, 1991; Cameromt al,1994) certains travaux remettent en cause cette
implication (Rasmusseet al, 1991 ; Vernooigt al, 1994).

L’acide jasmonique (JA) synthétisé a partir de itlaclinoléique, régule non seulement le
développement et la croissance des plantes mas badtivité des métabolites dans les
systemes de défense des plantes (Schatligr, 2004). Accumulé dans les plantes blessées, il
active de nombreux genes qui codent pour des pestéyant des propriétés antifongiques
(Hopkin et Evrard, 2003). Il peut aussi étre méligBoen un composé volatil, le méthyl-
jasmonate (MeJA), une molécule diffusible importadidns les communications intra et inter-
plantes. Les enzymes de biosynthese et du métateotie la JA pourrait avoir une fonction
de régulation dans le contrdle de l'activité etlaleteneur des différentes molécules de
signalisation dans le développement de la plantaddptation aux stress environnementaux
(Schalleret al, 2004). Une étude des voies de signalisation théamate en réponse aux
attaques des agresseurs indique que la systémiag@mrtsystémine, sont des composantes en
amont d'une cascade de signalisation interceltulgiri exige la biosynthése et I'action de la
JA. La localisation des enzymes de biosynthésead®Al au sein des cellules criblées des
faisceaux vasculaires, ainsi que son accumulatms ¢es tissus vasculaires, suggere son role
de médiateur dans le phloeme (Dinant, 2008). Penttargtemps, l'activité de I'acide
jasmonique a été liée a la défense contre lestespbytophages (Creelman et Mullet, 1997).
A présent, son implication dans la résistance eoilds agents pathogénes n’est plus a
démontrer (Frameet al, 2003). Ce métabolite module I'ISR des plantepelt eégalement
interférer avec le métabolisme de l'acide saliayidMaleket al, 2000) qui pourrait inhiber
sa biosynthese en interagissant dans sa voie olalisgtion (Kimet al, 2003).

L’éthyléne est une phytohormone volatile impligusen seulement dans les processus de
développement de la plante tels que la maturatesnfiiits, la chute de feuilles, etc. (Abeles
etal., 1992) mais aussi dans les mécanismes de défeageire, 2003). Il est synthétisé a
partir de la méthionine. Mise a part I'ACC syntls&ta(acide-1-aminocyclopropane-
carboxyligue), sa synthése peut étre activée parbtiEssures, des agents pathogenes, etc.

(Benhamou, 2009). En association avec la JA, Ii&rvient dans la régulation de I'|SR. Son
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réle dans la signalisation cellulaire comme induct#e mécanisme de résistance a fait I'objet

de nombreuses études et de controverses.

1.2.6.3. Interactions entre les voies de signalisat

Les mécanismes de défense des plantes sont soasttéle d’un réseau de signalisation au
sein duquel s’entrecroisent les voies du SA, dwetllu ET. Entre ces différentes voies, |l
existe des interactions positives ou antagonisteg th compréhension est tres complexe
(Benhamou, 2009). La SA semble étre le centre déss\de signalisation. Par exemple la
production de FAO est stimulée par la SA au coumditabolisme oxydatif (Bléet al,
2004). Plusieurs autres études ont pu démontreraatigité antagoniste entre la SA et la
biosynthese de la JA. Spoet al. (2003) ont montré que chez les plants d’Arabidaspsi
transgénique NahG qui ne sont plus capables denéyser la SA, la JA s’accumule
massivement. De plus ces plantes n’exprimaientgp8#\R, ce qui explique bien le rble de la
SA dans la SAR. Ces mémes auteurs ont pu montr2d@n, que l'infection des plantes par
Pseudomonas syringgpathogene biotrophe) induit la médiation de laesAend les plantes
plus sensibles a I'attagudternaria brassicicola(pathogéne nécrotrophe) par la suppression
de la JA. Par contr®. syringae pv. tomat¢Pst), pathogéne biotrophe des feuilles peut
simultanément induire la synthése de la SA et dAléSpoeket al, 2003). Ce qui montre que
les voies de l'acide salicylique et de l'acide jasmgue ne sont pas toujours activées
exclusivement en réponse des attaques des biog@pheecrotrophes (Glazebrook, 2005).

La figure 4 ci-dessous traduit les différentes sale signalisation et les interactions possibles
lors d’une attaque de la plante par un insecteguinge comme le puceron. Sur cette figure
«les métabolites clefs de signalisation figurentneir (SA; ET; NO: oxyde nitrique; ABA:
acide abscissique; GA: acide gibbérelligue; ROBeesgéactives de I'oxygene; MeJA: ester
méthylique et de l'acidgasmonique). Certains genes de résistance (genesri@plant le
déclenchement des cascades de défensesngmtionnés en vertes points d’interrogation

symbolisent des inconnues ou la non caractérisdtiore voie» Giordanenget al, 2007).
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1.3. Systemes d’adaptation des pucerons

Au cours de la coévoluti6r(Ehrlich et Raven, 1964) entre plantes et insegtsgophages,
les plantes ont développé différents mécanismes peudéfendre. Réciproquement, les
insectes se sont adaptés a ces mécanismes en ppévrdlaes stratégies leur permettant

d’amoindrir les effets de ces mécanismes de défense

1.3.1. Interactions dynamiques plantes-pucerons

Pour accéder a la séve phloémienne, les pucerdndéesrloppé une stratégie furtive, leur
permettant d’'introduire leurs stylets souples eldsecellules des plantes (Giordanemrgail,
2010). Suite a ces attaques, les plantes produdssninétabolites secondaires qui déclenchent
des réactions de défense par sécrétion des compbéasliques toxiques pour les pucerons
(Figure 3). Parallelement, les pucerons manipulerétabolisme primaire de leur plante
hoéte afin que la composition de la séve qu'ils liege couvre mieux leurs besoins
nutritionnels. Ainsi leur survie est conditionnéar peur capacité a accéder aux faisceaux
phloémiques, en évitant ou en déviant les répodsedéfense des plantes, et de retirer leur
diete tout en gardant les cellules du phloéme ves(Giordanenget al, 2010).

La fluidité intracellulaire, la carence en proté&nkabsence de lipides, I'abondance de sucres,
le déséquilibre en acides aminés, etc. sont autlentcaractéristiqgues de cette séve
phloémienne qui conditionnent I'ensemble des adiapis métaboliques des pucerons
(Giordanengeet al, 2007). Ces adaptations se traduisent par latg#tmde salive contenant
des enzymes pouvant neutraliser les réactions sigéende la plante. Deux types de salives
se distinguent chez les pucerons: une salive gélade et une salive liquide (Figure 4). La
salive gélifiante composée de protéines (peroxywlagectinasesB-glucosidases), de
phospholipides, etc. est secrétée en continu émitiélun canal qui isole les stylets du
puceron des cellules de la plante (Giordanezigd., 2007).

Cette salive aurait un réle non seulement mécanigais de barriére chimique qui limitent
les flux calciques transmembranaires impliqués danséponse rapide des plantes a la
pénétration des stylets dans les vaisseaux phonémigia salive liquide intervient par contre

dans la détoxification des composés défensifs paria plante (Giordanengo et al., 2007).

8 Transformations qui se produisent au cours de liéian de deux espéces vivantes suite a leurseinfies
réciproques.
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Source: D’aprés Smith et Boyk 2007

Figure 3: Voies de signalisation déclenchées obeplantes par des agressions d’insectes
phloémophages tels que les pucerons

1.3.2. Systemes de détoxification des pucerons

Certains insectes ont pu mettre au point des sgstéemzymatiques dont la fonction
principale est la transformation des composés diluses en composés hydrosolubles
excrétables (Nicole, 2002). Ainsi les systéemes étxdfication les mieux connus chez les
insectes sont: le cytochrome P450 monooxygénase,(M@lutathion S-transférases (GST)

et le glucosinolate-myrosinase.
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Source : http://jxb.oxfordjournals.org/content/5780/F4.expansion

Figure 4: Différentes salives secrétées par lesnoms (Cercle plein: salive gélifiante
extracellulaire et les cercles vides: salives ligs)

1.3.2.1. Cytochrome P450 monooxygenase (MO)

Le cytochrome P450 monooxygénase est une enzynmn gqetrouve aussi bien chez les
animaux que chez les plantes. Certains sont copous réaliser des réactions essentielles
telles que la synthése et la dégradation des hasdacdystéroides et des hormones
juvéniles). D’autres interagissent avec les pradcitimiques exogénes d'origine naturelle ou
synthétique (Feyereisen, 2006) et constituent upenposante importante dans les
mécanismes de détoxification des substances xérmpies (Baldwinet al, 2009). Le MO
constitue l'une des classes les plus fonctionnekes diversifiées des enzymes de
détoxification des insectes (et al, 2007). Il est impliqué dans la détoxificationydative
des furanocoumarines, alcaloides, de nombreux wiétsh secondaires, etc. (Maa al,
2006).

25



Revue bibliographique

Le MO contenant des genes CYP4 associés a laamdststiux insecticides chez beaucoup
d’'insectes a pu étre identifié chiklz persicag(Figueroaet al.,2007). Une activité trés élevée
de ce MO a été observé chgitobion avenasur les cultivars de blé présentant des niveaux
élevés d’acides hydroxamique (Loayza-Metaal, 2000). En étudiant I'effet du transfert sur
l'activité du MO deM. persicae nicotianaet M. persicae S. 8u tabac au poivron, Cabrera-
Brandtet al (2010) ont montré qu’il n’y avait pas une difféce d’activité significative du
MO chez les deux sous-espécesdvjeusquelle gue soit la plante-h6te. De plus cettevadéti
était fortement diminuée 72 h aprés le transfertladelante-hote. Chez d’autres types
d’'insectes comme les larves Bapilio multicaudatusourries avec des feuilles de Rutacées
contenant 0,3% de xanthotoxine, aucun effet n'é@tiectable sur le taux de croissance et de
consommation de ces larves. Mais I'analyse degexents des larves a révélé la présence de
deux métabolites: le 6-(7-hydroxy-8 methoxycoumaryet le 6-(7-hydroxy-8-
methoxycoumaryl)-hydroxyethanol. Ce qui prouve tuganthotoxine a été métabolisée par

cette enzyme (Maet al.,2006).

1.3.2.2. Glutathion S-transférase (GST)

Les glucosinolates sont des métabolites secondpiéesente dans la plante et libérés lors
d'une attaque d’insectes phytophages. lls sontolhyafrs en composés actifs (isothiocyanates,
thiocyanates, les indoles, nitriles, etc.) (Enagatal, 2005) sous I'action de la myrosinase
lorsque les tissus de la plantes sont endommagds\il§ et al, 2009). Les produits
d'hydrolyse les mieux étudiés des glucosinolates Ies isothiocyanates (ITC). lls constituent
un moyen de défense efficace de la plante consratiaques d’insectes (Wittstoek al.,
2003). Cependant, le principe de coévolution a peancertains insectes de s'adapter a ce
systeme de défense des plantes.

Le glutathion S-transférase (GST) est 'une deymes qui intervient dans les mécanismes
de détoxification des pucerons. Il catalyse la wgajson du glutathion avec un certain
nombre de composés hydrophobes. La présence des &Sles ITCs stimule l'activité des
GSTs qui va ainsi les métaboliser en composés oxigues pour les insectes. La grande
capacité de métaboliser de nombreuses substandgads par leur activité, implique que la
détoxification peut mener une résistance a de neasies molécules chimiques (Clark, 1990).
Chez les pucerons I'activité enzymatique des G yarier en fonction de la plante hote et
méme d’'une espece a l'autre. Cette activité augeemtfonction de la teneur en GLS de la

plante hote chekl. persicae Par exemple, elle est plus élevée Simapis alba Lque Vicia.
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Faba L. et Brassica napus L(Francis, 2003). Cette variation d'activit¢ des G été
également confirmée par l'alimentation des puceravec des dietes contenant différentes
substances secondaires contenues dans les Brassi(swoigrin, allyl-isothiocyanates, ou
benzyl-isothiocyanate) (Francet al, 2005). Une autre expérience menée cheavenae
nourri avec des dietes artificielles contenantédéhtes concentrations de gramines a montré
gue l'activité de détoxification par les GSTs éfaitement corrélée avec la concentration de
gramine (Caiet al., 2009). Une augmentation du GST chdz persicaelui permet de
détoxifier les glucosinolates, de les métabolidede les excréter par le miellat (Francis,
2003). Mais a partir d’'une certaine valeur de xéotidues, I'activité des GSTs est limitée. A
partir d'une concentration de 0,25 ppm en ITC p=aengple, l'activité des GSTs reste
constante et entraine une mortalité des puceromangls, 2003). Cette diminution de
l'activité des GSTs a été également observée bhgzersicae nicotianaet M. persicaeS.S

72 h apres gu'ils soient transférer du tabac aurpoi(Cabrera-Brandit al, 2010).

1.3.2.3. Glucosinolate-myrosinase

Le glucosinolate-myrosinase est un autre systemedétexification rencontré chez les
pucerons. Il s'observe généralement chez les espgic@ucerons inféodées au Brassicaceae
commeBrevicoryne brassicak. Contrairement 8. persicaequi induit I'activité des GSTs,
cette espece métabolise plutdt les GSLs. En pleetie métabolisation, elle a développé tout
comme sa plante héte le systéme glucosinolate-nmass pour échapper a ses prédateurs
(Francis, 2003). En effet, elle détourne les déferdes plantes en stockant les composés
toxiques. Lorsqu’elle subit des attaques de prédstees molécules entrent en contact avec
la myrosinase qu’ellesynthétise, et sont dégradées en isothiocyanaiégues pour son

prédateuAdalia bipunctatgFrancis, 2003).
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. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel biologique

Les feves Vicia fabae L) sont semées dans un mélange de perlite et decuditen(v : v ; 50

: 50) contenu dans des pots en polystyréeng @8X 9 cm). Ces pots sont disposés par lot de
six dans un bac en plastique (80 X 6 cm). Un arrosage a intervalle régulier est ¢fféc
pour permettre le développement des plants.

Le puceronM. persicaeest élevé sur les plants de feve. La souche ésiligrovient de
'université catholique Louvain la Neuve. Les fevssnt infestées dés l'apparition des
premieres feuilles. Le bac contenant les pots detplest introduit dans une cage en tulle pour
empécher la dissémination des pucerons. Ce digpasitplacé dans un phytotron (Snyders
Scientific) sous une photopériode del6/8 gracesaudes néons de 40 Watts. La température
du phytotron est de 23 + 1°C et I'hnumidité relatiit¢éR) de 60%. Ce sont les conditions
idéales pour le développement Bl persicae Le dispositif est renouvelé chaque semaine
afin de maintenir I'élevage des pucerons.

Pour la culture des plantsAl’ thaliana (Ecotype Columbia), les semences sont placées en
serre dans des pots contenant du terreau (Pot¢eomdu). Les jeunes pousses d’environs 2
semaines sont repiquées individuellement dans deeamix pots (& 6 X 7cm) contenant le
méme terreau. Pour éviter une éventuelle infestati@nt le début de I'expérience, les plants
sont déposés dans des bacs en plastique recoaMamtscouvercle transparent permettant
ainsi le passage de la lumiere. lls sont ensuit@teraus sous une photopériode del6/8 a une
température de 23 + 1°C avec une HR de 60 %. Wrsage régulier est réalisé avec une
solution nutritive (Flora Series) dont le rapparboge (N) phosphate (P) potassium (K) est de
5:0:2. Cette solution permet le développement dedldés. Les plants sont utilisés apres 4
semaines environs depuis la mise en serre. Desspddh thaliana en culture hydroponique
provenant du Centre de Recherche Agricole de laoR&gallonne (CRA-W) ont été utilisés
€galement.

Les plants de pommes de ter&olanum tuberosurh.) utilisés pour nos expeériences sont
cultivés a une température de 25°C + 3 avec untophdode de 16/8 fournie par 21 lampes
de 36 W chacune et 6 lampes de 58 W. Les semergasndme de terre (variété bintje) sont
semées dans des pots de 15 cm de diametre et 2 ¢rauteur contenant du terreau. Un

tubercule est semé par pot. Les tests sont réalisdes plants d’environ deux semaines.
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Le champignon phytopathogeBetrytis cinereaest responsable de la pourriture grise sur de
nombreuses cultures. Il nous a été approvisionndepservice de bioindustrie de la Faculté
de Gembloux Agro-Bio-Tech sur milieu PDA (PotatoxBese Agar) en boite de Pétri. Pour
maintenir la culture, il est repiqué aprées 21 jausun nouveau milieu PDA tout en prenant
soin de mettre le mycélium en contact avec le millee repiquage est réalisé en conditions
stériles sous hotte. Pour préparer la solutiondienne, les spores d’'une culture agée d'un
minimum de deux semaines sont mises en suspengen1® ml d’'une solution de PDB
(Potato Dextrose Broth) a I'aide d’une anse entjgjas. La solution conidienne ainsi obtenue
est filtrée sur de la gaze stérile afin d"élimitemycélium. Le dénombrement des spores
présents dans la suspension conidienne est réaliside d'une cellule de Birker afin
d’ajuster la concentration de suspension & 6 & Bfdres mit.

2.2. Méthodes expérimentales

2.2.1. Etude croiséB. cinereaetM. persicaesur A. thaliana
2.2.1.1. Infection daB. cinereasuivie d’'une infestation d®/. persicae

Pour cette expérience, nous considérons un lobdaahnts (8 traités, 8 témoins). Les plants
traités sont infectés avec une suspension dé€ 6pies mt. Sur chaque plant, la moitié des
feuilles est inoculée avec une goutte de 5ul dautpension de spores par feuille. Cing (5)
jours aprés l'inoculation avec le champignon, lesxdlots de plants (traités et témoins) sont
infestés avedVl. persicae Les pucerons adultes sont transférés des planfevd sur les
plants dA. thalianaa I'aide d’'un pinceau a raison de 5 pucerons/plasst le lendemain, le
nombre total d’individus est dénombré quotidiennetm&ur chaque plant. Le nombre de
nymphes est également compté chaque jour. Cesvalises ont été réalisées pendant cinq
jours et ont permis d’évaluer I'effet d’'une infextipréalable d8. cinereasur les parametres
biologiques (fécondité et taux de croissance fglde M. persicae.Le taux de croissance
relatif (TCR) est calculé & partir de la formuldvamte : TCR:M;?__TL;” (Zehnder
and Hunter, 2008). )

LnN2est le logarithme népérien de la population final,1 celui de la population initiale et

(T2-T1) la durée de I'expérience.
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2.2.1.2. Infestation d®. persicaesuivie d'une infection dé. cinerea

Pour cette expérience, nous considérons un loRddahts (6 traités, 6 témoins). Les plants
traités sont infestés pavl. persicaea raison de 10 pucerons par plant. 3 jours aprés
infestation, les deux lots de plants sont infep@®B. cinerea Sur chaque plant, la moitié des
feuilles (4 a 5 feuilles) est inoculée avec la smson de spores. Les feuilles sont inoculées
chacune avec 5pul de 7”18pores mt. Le taux d'infection est quantifié en dénombraes |
lésions s étendant de maniere significativemers fdvge que la surface correspondant a la
goutte de dépbt par rapport au nombre total destpaioculés (Adam, 2008). Mais dans le
cas ou un plant est entierement attaqué par le gilgaon, le nombre de feuilles inoculées
sera considéré comme étant infecté a 100%. Les\altgms sont faites au terme du septieme
jour apres l'infection par le champignon.

2.2.2. Etude croiséB. cinereaetM. persicaesur S. tuberosum
2.2.2.1. Infection de B. cinerea suivie d’une infaion deM. persicae

Un lot de 12 plants est considéré pour cette egpéei (6 traités, 6 témoins). Les plants traités
sont infectés paB. cinereasuivant la méthode utilisée avec les plant&. dhaliana La
concentration en spores de la suspension de chaampigilisée est de 7.18pores mt. Les
plants sont infestés avdt. Persicaea raison de 5 pucerons/plant 5 jours apreés imflecties
différents parametres biologiques ont été évaledsnsla méthode décrite dans la section
2.2.1.1.

2.2.2.2. Infestation d®. persicaesuivie d'une infection de B. cinerea

Pour cette expérience, nous considérons un lotmarfis (3 traité, 3 témoins). Les plants de
S. tuberosuntraités sont infestés pM. persicae 3 jours aprés l'infestation, les deux lots de
plants sont infectés pd. cinerea 2 a (3) gouttes sont inoculées de maniere destgha
3cm) I'une de l'autre par feuille. Ensuite le pcamtage de nécroses est évalué apres sept (7)

jours.
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2.2.3. Effet de I'acide salicylique (SA) et jasnmique (JA) sur les parametres
biologiquesde M. persicaeet le développement d& cinerea

2.2.3.1. Traitement des plantsAl thaliana et deS. tuberosum

L’application foliaire de SA et de JA sur les pam@’A. thalianaet S. tuberosuna pour
objectif la mise en place d’une résistance indpitalable a une infestation d& persicae
et/ou une infection dB. cinerea Les solutions sont préparées en dissolvant leetSla JA
dans de I'eau et I'éthanol respectivement afin tBoly une concentration de 2 millimolaire
(mM).

2.2.3.1.1. Effet de I'acide salicylique et de I'dei jasmonique suM. persicae

Pour cette expérience, nous considérons 12 pléntsaités et 6 témoins) par traitement
(SA/JA) et par especé\(thaliand S. tuberosum Ces plants sont traités avec 3ml de solution

2 mM de SA et de JA a I'aide d’un micro pulvérisate

Apres 3 jours d’incubation les plants sont infegtéstransfert de pucerons adultes des feves
sur les plants a raison de 5 pucerons/plant. Lesrghtions sont réalisées dés le lendemain de
l'infestation pendant 5 jours. A chaque observatiernombre total d’'individus ainsi que le
nombre de nymphe est dénombré par plant. Les p&esri@iologiques sont ainsi évalués par

la méthode décrite dans la section 2.2.1.1.

2.2.3.1.2. Effet de I'acide salicylique et de I'dei jasmonique suB. cinerea

Un lot de 12 plants &. thaliana(6 témoins et 6 traités) par traitement sont cansgssl pour
cette expérience. Ces plants sont traités avec @ensiolution 2 mM de SA et de JA. Trois
jours apres traitementous les plants (témoins et traités) sont infeptsle B. cinerea.Sur
les plantsd’A. thaliana,la moitié des feuilles de chaque plant est inocaler une goutte de

5ul de 6.18 spores mt de la suspension conidienne.
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2.2.4. Mise en évidence de I'effet inducteur de Jdises de défense de la

surfactine surA. thaliana contreM. persicae

Cette expérience est réalisée avec des plaAtgithlianaen culture hydroponique. Les plants
sont contenus dans des bacs aroponics en plastoquienant 850 ml de solution nutritive.
Deux lots de 6 plants par bac sont traités chaenee une solution de surfactine de 0,5 mM.
Dans cette expérience les plants sont traitésegadcines. Pour éviter toute contamination
par les pucerons, les plants sont mis dans desphaggrands et protégés par un couvercle
transparent qui permet le passage de la lumiere2sAp jours d’'incubation, les plants traités
et témoins sont infestés par transfert des pucdMnpersicag des féeves sur les plants Ae
thaliana Chaque plant est infesté avec 5 pucerons. Le reotobal d’individus et celui des
nymphes est dénombré quotidiennement pendant 5 jafin d’évaluer les parameétres
biologiques déV. persicae

Figure 5: Exemple de plantsAd’thalianaen culture hydroponique dans des bacs aroponics
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2.2.5. Evolution du pH extracellulaire : effet da salive deM. persicaesur

une suspension cellulaire &. thaliana

2.2.5.1. Suspensions cellulairesAl’thaliana

Les cellules dArabidopsissont fournies par I'Université Catholique de Louwvé Neuve

(UCL) dans un milieu nutritif nécessaire a leur @léppement. Elles sont repiquées chaque
semaine en condition stérile dans un nouveau mdewulture dont le pH est ajusté a 5,7
avec du KOH. Pour le repiquage, 5 ml de suspermtualaire sont ensemencées dans 45 ml
de milieu contenus dans des erlenmeyers de 25@ead.derniers sont recouverts avec du
papier aluminium pour éviter I'effet de la lumiéger les cellules. Ensuite, elles sont mises en
agitation permanente a 110 RPM sur 360° (Multi-8haRSU 20) a une température de

23+2°C. La composition du milieu de culture desdutet est présentée en annexe.

2.2.5.2. Collecte de la salive 8k persicae

La salive deM. persicaeest récoltée a l'aide d’'un systéme de dietesi@diles constitué a
partir des tubes PVC de 3 cm de hauteur et 4 coliaieetre. L’'une des faces des tubes est
couverte d'un carré de Parafilft! étiré afin de permettre la pénétration du styles d
pucerons. La diéte est préalablement préparéensencée a — 20°C. Elle est composée de
15% (w/v) de sucrose. Un volume de 400u! de cefiee cest déposé sur le Parafifh a
'aide d’'une micropipette. La diete est ensuiteoraerte délicatement avec un second carré
de Parafilm™ étiré. Les pucerons sont transférés des planfisvés dans les tubes contenant
les diétes a raison de 50 pucerons par tube. Adivod la quantité de salive nécessaire pour
le traitement des cellules, dix diétes ont étéiséas. Les dieétes contenant les pucerons sont
déposés dans un bac en plastique puis placés dastsytotron correspondant aux conditions
d’élevage deM. persicae

Aprés 48 h, les dietes sont récupérées a l'aida deicropipette et placées dans un tube de
falcon de 15 ml. Ainsi la diéte peut étre utiliséenédiatement pour les mesures ou congelée

dans un surgélateur a —20°C.

2.2.5.3. Mesure du pH extracellulaire et des diesesficielles

La suspension de cellules utilisée pour les mesiegsH est agée d’'un minimum de 5 jours

comptés a partir de la date de repiquage. L'évatutiu pH extracellulaire est mesuré a l'aide
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d’'une sonde pH (pH 3310, WTW GmbH). Le pH metrepstlablement calibré avec deux
solutions tampon de pH 7 et 4,01. Les mesures efteittuées dans de petits tubes en verre
entourés d’'un papier d’aluminium pour empécher exyosition des cellules a la lumiére. La
sonde du pH metre est introduite dans le tube placéaniére a étre agité en permanence a
110 RPM, méme pendant la mesure.

Pour chaque mesure du pH des cellules, 10 ml deess®n cellulaire sont utilisés. Cette
guantité est prélevée a l'aide d’'une pipette stéetl déposée délicatement au fond du tube
sous flux laminaire. Avant d’effectuer les mesurles, cellules sont misent au repos en
agitation pendant une heure environ pour evitdfefedu stress. Les mesures effectuées sont
les suivantes:

% pH de la diéte seule

+ pH de la diete plus salive

+ pH des cellules &. thalianaseules

% pH des cellules &. thalianaplus diéte seule

% pH des cellules &. thalianaplus diéte contenant la salive

+ pH des cellules &. thalianaplus surfactine

A prés chaque mesure, I'électrode du pH metreiestée avec de I'eau distillée. Mis a part le
pH de la diéte seule et la diete plus salive quiéd@ mesurés en une seule prise, les autres
mesures de pH sont faites de fagon continue tdese30 secondes pendant 60 minutes.

2.2.6. Approche protéomique

Dans cette approche, on envisage d’étudier le®@nués des cellulesAl’ thalianaélicitées
avec la diete sans salive ainsi que les cellulegésds avec la diete contenant la salivevide
persicae Les deux protéomes sont comparés grace a la igeehrdu 2D-DIGE (2-
Dimensional Differential in-Gel Electrophoresis)e& une méthode qui permet I'étude des
variations d’abondances relatives de chaque pmtéirce, simultanément sur des centaines
de protéines. Le principe de cette technique est bar le marquage des échantillons par des
sondes fluorescentes (CyDyes™). Ces marqueursefiuents sont au nombre de trois:
Cy2™ Cy3™ Cy5™ (Amersham Biosciences) et sontctspkement discernables. lls
donnent la possibilité de marquer deux extraitdgigaes avec des sondes différentes et de
les charger sur un méme gel. La variabilité ergsegels est donc éliminée. Sur chaque gel, on
ajoute également un standard interne (constitué ahélange d’'une quantité égale en

protéines de chaque échantillon), ce qui permetnammalisation des données et aura pour

34



Matériel et méthodes

conséquence de permettre des comparaisons inteffigbles et de pouvoir effectuer une

analyse statistique rigoureuse.

2.2.6.1. Extraction des protéines au phénol

Vingt (20) ml de cellules &. thalianaélicitées par la diéte seule ainsi que 20 ml drilesl
élicitées par la diete contenant la saliveMlepersicaesont centrifugées pour éliminer le
surnageant. Les culots sont recueillis dans desrialde 50 ml dans lesquelles sont ajoutés
2,5X en volume de tampon d’extraction. Le mélange estexé et agité a 4°C pendant 10
min. 2,5X en volume de phénol saturé en tris sont ajoutlssraglange est vortexé puis agité
pendant 10 mn a température ambiante et centrélgf#00 g pendant 20 min a 4°C. La phase
supérieure contenant du phénol est placé dans wweao falcon de 50 ml et un équivolume
de tampon d’extraction y est ajouté. Le mélange vestexé et agité pendant 10 mn a
température ambiante. Cette étape est répétée aimeApres la derniére extraction les
protéines sont précipitées par ajout d’'un équiva@u® meéthanol et incubées80°C toute la
nuit.

Les échantillons sont ensuite centrifugés a 50@p@rglant 10 min a 4°C. Le surnageant est
ecarté et le culot est lavé avec un équivolume déehamol. Cette étape est répétée une
seconde fois et le surnageant est écarté sansétérichilot. Ce dernier est ensuite lavé avec 5
ml d’acétone (80 %) et centrifugé a 5000 g pendamin a 4°C. Au second lavage les
solutions sont séparées dans des eppendorfs de ZD@nl de tampon UT-tris sont ajoutés
dans chaque eppendorf afin de réhydrater les cptotgiques et les échantillons sont mis a

agiter pendant 3 heures puis conservés a — 20°C.

2.2.6.2. Quantification et marquages des protéimesx CyDyes TM

La quantification est effectuée au moyen du kit RC/Protein Assay (Bio-Rad) en utilisant
comme étalon 4 solutions de sérum bovine albunBi$\j ayant des concentrations de 0,2 a
1,5 mg/ml. Une fois la quantification réaliséepBarbance des échantillons est mesurée a 750
nanometre aprés 15 mn d’incubation.

Pour marquer des protéines, nous avons utilisé&alesions stock de CyDy# diluées & une
concentration de 100 pmagl/et conservées a —80°C. La concentration de esigdhantillons
protéiques est portée au/ul. 12,5 ug d’échantillons sont marqués pamtLde CyDyé™
pendant 30 minutes a I'obscurité. Ensuite 1 plydneé 10 mM est ajouté pour stopper la

réaction. Cette étape dure également 30 minutedsclrité
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2.2.6.3. Electrophoréese bidimensionnelle (2D-E)

Apres dosage et marquage, les protéines sont ssppaé I'électrophorese bidimensionnelle
(2D-E) afin de permettre leur identification. Saimpipe consiste a effectuer dans un premier
temps, une séparation des protéines en fonctideudeharge grace a I'isoélectrofocalisation

(IEF), puis dans un second temps, une séparation kir poids moléculaire.

Two Dimensional Electrophoresis

(1) IEF or IPG (2) SDS-PAGE
17-72 hr 6 hr

Source : http://en.wikibooks.org/wiki/Proteomicsit&in_Separations-_Electrophoresis/
Two_Dimensional_Polyacrylamide_Gel_Electrophore&82D-PAGE%29
Figure 6: Schémas récapitulatif du prince d’élgutarése 2D

2.2.6.3.1. Préparation des échantillons

Les 3 échantillons de chaque gel sont réunis parpgr de deux dans des eppendorfs de 0,5
ml. Apres 20 min a I'obscurité en présence de 1P4 [dithiothreitol) et d'IPG buffer 2%,

le volume des échantillons est porté a 440 pl avetampon de réhydratation (Urée thiourée)
coloré avec une goutte de bleu de bromophénol.

2.2.6.3.2. Séparation des protéines par focalisatgoélectrique

Le principe de cette focalisation est basé surréaton d’'un gradient de pH dans lequel
pourront se déplacer les protéines soumises aamglélectrique. Sous l'effet de ce gradient
de pH, chaque protéine migre & travers le gradismu’a atteindre son point isoélectrique
(Ip) ou elle s'immobilise. Les protéines pourrommsa étre séparées. Cette séparation des
protéines s'effectue sur un gel de polyacrylamixie $ur une bandelette plastique (IPG-strip)

° Le point isoélectrique d'une protéine est le piqul la charge globale de la protéine est nulle.
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Des papiers Whatman découpé de facon a ce quidspeat la largeur de I'électrode sont
imbibés du tampon IEF et placés sur les électrddgsateau. Leur role est de capter les sels
des échantillons qui pourraient empécher la mignaties protéines. Chaque échantillon est
reparti tout au long d’une rainure du plateau. segps (Immobiline™ DryStrip pH 3-11)
préalablement stockés a — 20°C sont déposés indNemnent dans les échantillons de
maniére a ce que le cbté gel soit en contact agehdntillon tout en évitant d’emprisonner
des bulles d’air. Les strips sont ensuite recosve@'tiuile minérale (cover fluid for IEF) pour
empécher leur desséchement. Le programme de volpgéqué pour la focalisation

isoélectrique est décrit dans le tableau I.

Tableau | : Programme de focalisation électrique

Phase Voltage Durée
Réhydratation passive oV 9h
200V 2 h monté rapide
Dessalage 200 V -> 1000 V 4 h montée linéaire
1000 V -> 10000 V 1 h montée linéaire
Focalisation 10000 V 5h 30

2.2.6.4.3. Seconde dimension

Elle consiste a séparer les protéines selon leigispnoléculaire sur gel de polyacrylamide
(SDS-PAGE) en conditions dénaturantes perpendremteant a I'lEF.

a. Equilibration des strips

Apres la séparation des protéines suivant leutegl,strips sont rincés a l'eau distillée et
disposés dans le strip holder. lls sont ensuitensu@pés d’une solution de DTT et mis a agiter
pendent 15mn a I'obscurité. Cette premiére étapsiste a réduire les protéines en rompant
les ponts disulfures grace au DTT. Aprés cette nemetape les strips sont rincés a I'eau
distillée et subissent une alkylation dans unetswiud’iodoacétamide (IAA). Elle empéche la

reformation des ponts disulfures et dure égalerh®min. La composition de ces solutions est

présentée dans le tableau Il.
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Tableau II: Solutions d’équilibration des strips

Constituant Solution de DTT  Solution d’l1AA
Urée (g) 7,2 7,2

DTT (mg) 200 *

IAA (mg) * 500
Tampon d’équilibration (ml) 20 20
Volume total (ml) 25 25

b. Séparation des protéines selon leur poids molgéice

Pour la séparation des protéines selon leur poidigaulaire, nous avons utilisé le HPE-
FlatTop Tower (Gelcompany). Cet appareil est ctustid’'un systeme de plaques sur
lesquelles les gels sont déposés afin de pourslavséparation via 1a®?® dimension. Ces
plaques sont disposées horizontalement. L'appestitelié a un second dispositif qui régule
la température (15°C) et évite la condensation’eélaul a la surface des gels lors de la
migration des protéines. Avec ce type d’appareilutlise des gels préfabriqués (2D-large-
Gel flatbed NF 12,5%) (Gelcompany). Ces gels sonserveés au frigo avant leur utilisation.
Avant de déposer les gels sur les plaques, un tam@efroidissement est appliqué au centre
de la plaque. Le gel est ensuite déposé délicatesugra plaque cbté gel vers le haut de
manieére a ne pas emprisonner des bulles d'air. Deshes préalablement imbibées
séparément avec des tampons d’électrodes (anamhetde) sont placés a 2 mm des bords
du gel dans le sens la migration des protéinesuitenshaque strip est placé sur la fente du
gel coté gel vers le bas. Aprés que les gels soeamuverts, on connecte les électrodes et
I'appareil est mis en marche. L’appareil est stoppees 1 h 10 min pour enlever les strips.
Ensuite, il est redémarré et les voltages desrdiités phases de migration sont réglés. Le

programme de voltage est décrit dans le tableau Il

Tableau IlI: Programme de fonctionnement du HPEtTRlp Tower pour 4 gels

Phases | \oitage (V)| Ampere (mA)| Puissance (W)  Tempsd
S1 100 28 4 30 mn
S2 200 52 12 30 mn
S3 300 80 20 10 mn
S4 1500 160 120 3h50m
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Apres migration des protéines, les gels sont imégerdans une solution de fixation des
protéines. Cette fixation dure au minimum 1 h. banposition de la solution de fixation est
décrite dans le tableau IV.

Tableau IV: Composition de la solution de fixataes gels

Réactif Concentration Quantité pour 1
Méthanol 40 % viv 400 ml
Acide acétique 10% v/v 100 ml
Eau distillée 50% v/v 500 mi

2.2.6.4. Révélation des spots protéiques

Aprés séparation et la fixation des protéines,giels sont scannés grace au Typhoon 9100
(GE Healthcare) relié a un ordinateur qui permedffdttuer différents réglages. Il est
constitué d’'un systéme de lasers qui excite diffiénent les CyDydd' a des longueurs
d’onde d’émission et d’excitation différentes (Tednl V). Afin d’éviter la saturation des spots

protéigues, les voltages PMT (Photo Multipier Tybssnt réglés tout en maximisant leur

intensité.
Tableau V: Caractéristiques des flurophores
CyDyes" | Filtre d’excitation | Filtre d’émission | Laser Voltage
Cy2 480/30 (nm) 530/40 (nm) Bleu 488 665 V
Cy3 540/25 (nm) 595/25 (nm) Vert 532 660 V
Cy5 635/30 (nm) 680/30 (nm) Rouge 633 660V

2.2.7. Analyses statistiques

Les données relatives a I'étude des parametresodgiples de M. persicae et du
développement nécrotique &e cinereasont analysées par le logiciel MINITAB. 16. Par le
biais de ce logiciel le test t pour la comparaidendeux moyennes, le test non paramétrique
(Kruska wallis) et test de Khi2 ont été effectués.test t est utilisé pour la comparaison des
moyennes de la population ainsi que la fécondigepdeerons en fonction des traitements. La
comparaison entre les différents traitements edisée par le test nom paramétrique. Pour
comparer le taux d’infection dB. cinerea le test de Khi2 a été effectué. Ces tests sont
réalisés a 95% de confiance.
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Pour l'analyse et picking des spots protéiques,inesges obtenues apres scannage sont
analysées grace au programme Progenesis SameNpats¢ar Dynamics). Ce programme
permet l'analyse des spots protéiques qui se saptireées de maniere différente
statistiguement entre les cellules élicitées amesalive deM. persicaeet celles élicitées avec
de la diete seule. Ainsi les protéines présentaninterét quelconque seront identifiées
ultérieurement.

La mise en ceuvre de cette méthodologie a permimdta a un certain nombre de résultats

concluants.
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1. RESULTATS

3.1. Etude croisé®. cinereaet M. persicaesur A. thaliana

3.1.1. Effet d’'une infection d®. cinereasur les parametres biologiques de
M. persicae

Les résultats de cette expérience sont présentédiqaues 7 et 8. La figure 7 traduit la

dynamique de la population && persicaeen fonction du temps. Sur cette figure on observe
gue la population de pucerons a augmenté desdenesin de l'infestation des plants sur les
deux traitements (témoin et traité). Cependantclfaissement de la population est plus
rapide sur les plants témoins que sur les plamité$: De plus sur les plants traités, on
observe un ralentissement de la croissance aprgaagieéme jour. Le taux de croissance
relatif est de 0,18 pour les plants traités tandid est de 0,31 pour les plants témoins. A la
fin des observations, 25 individus par plant en emoye sont comptés sur les témoins contre
13 individus par plant en moyenne sur les traitéstest t pour la comparaison de deux
moyennes montre qu’il y a une différence hautersaptificative entre les plants témoins et

les plants traités (t = 4,12; dl = 68; P < 0,001).
30

25 T

15
// /.—-—. —o—Témoin

5

0 24 48 72 96 120

Nbre moy de M. persicae/plt

Temps (heures)

Figure 7: Dynamique de population klle persicaeapres infection dB. cinerea sur

A. thaliana
Pour évaluer la fécondité dé. persicade nombre moyen de nymphe par plant est dénombré
a chaque observation. Les résultats obtenus auetetes 5 jours d’observation sont
représentés par la figure 8. Sur cette derniereremmarque que la fécondité a chaque
observation est environ deux fois plus élevée suteimoin que sur le traité. A la fin des
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observations, 15 nymphes en moyenne ont été dégesipar plant témoin et 7 nymphes en
moyenne par plant traité. La comparaison de moydtest t) entre le témoin et le traité
montre également qu’il y a une différence hautensantificative (t = 4,19 ; dl = 67 ; p <
0,001).

18
16

14

12

10

. H Témoin
- H Traité

4 Taité

2 ]

O I T T T T
24 48 72 96 120

Temps (heures)

Fecondité moyenne
[wa]

Figure 8: Fécondité dd. persicaeapres infection dB. cinerea sur A. thaliana

3.1.2. Effet d’'une infestation d&. persicaesur le développement d&
cinerea

Aprées une semaine d’infection, le nombre de fesiileésentant une nécrose développée de
maniére significative (NcrDvipSg) ou non (NcrNnDyhkst compté.
Les résultats obtenus sont traduits en pourcemtagecrose et présentés par la figure 10. Sur
cette derniére on remarque que le pourcentageuileegenécrosées de maniere significative
est plus élevé sur les plants traités (47,43%)sgudes plants témoins (40,47%).

. : i —

Eh

Figure 9: Développement nécrotiqueRlecinereasurA. thaliana(a = nécrose développée de

maniére significative, b = nécrose non développée).
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Le test du ki2 montre qu’il 'y a pas de différergignificative entre le témoin et le traité
(Ki2=0,310;dl=1; P >0,05)

100%
80%

60%
m Ncr Dvip Sg
40°%
’ H Ner Nn Dvlp

20%

Pourcenlage de nécrose

0% T T
oi o
Temoin Traite

Traitements

Figure 10: Pourcentage de feuilles nécrosées agessationde M. persicasurA. thaliana

3.1.3 Effet de I'acide salicylique sur les paramesrbiologiques d#l. persicae

Au terme de 5 jours d’observations les résultatcelte expérience sont résumés par les
figures, 11 et 12. La figure 11 montre I'évolutida la population des pucerons en fonction
du temps. Sur cette derniére on constate que lalgtigm de pucerons a augmentée des 24 h
apres infestation. Cette croissance est plus ragiddes plants témoins que sur les plants
traités avec un taux de croissance de 0,29 sugnmwin et 0,20 sur le traité. A la fin de

I'expérience, le nombre moyen d’individus par plast del4 et 22 sur les plants traités et les

plants témoins.

25
2 A

10 —&—Temoin
.// —B-Traite

() T T T T T 1
0 24 48 72 96 120

h

Nbre moy de M. persicae/plt

Temps (heures)
Figure 11: Dynamique de population e persicaeapres traitement avec I'acide salicylique

surA. thaliana
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L’analyse statistique (test t) donne le résultavest : (t = 1,91 ; dl = 57 ; P = 0,061). Ce
résultat montre que statistiquement il n’y a paslifférence significative pour la population
de puceron entre les plants témoins et les pleaités.

La figure 12 exprime la fécondité moyenneMepersicaeobtenue a chaque observation. 24
h apres linfestation, on remarque que la fécondigyenne des pucerons sur les plants
témoins est deux fois plus élevée que celle obtexumdes plants traités. A 48 h, elle ne
différe presque pas pour les deux traitements. iEnslle augmente trés lentement chez les
individus traités pour atteindre 8 nymphes en maoggpar plant a la fin de I'expérience. Par
contre sur les plants témoins elle augmente plpisleenent et celle ci atteint 13 nymphes en
moyenne par plant a la fin de I'expérience.

Le test t montre également qu’il n'a pas de diffiéeentre le témoin et le traité (t = 1,82 ; dl

=55; P =0,075).

16
120

14
12
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8 | ||ii‘
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Figure 12: Fécondité dd. persicaeapres traitement avec I'acide salicylique Authaliana

3.1.4. Effet de I'acide salicylique sur développarhdeB. cinerea

La quantification des nécroses sur les feuilles fage 7 jours apres l'inoculation du
champignon. Les résultats obtenus au terme de egt&rience sont présentés par la figure
13. Le pourcentage de feuilles nécrosées de masigmdicative réprésnte 60% des feuilles
infectées sur les plants témoins. Ce pourcentagegasrement supérieur a celui obtenu sur
les plantstraités qui est de 55%.Mais le test di2 Khontre qu'il n'y a pas de différence
significative ( Khi2 = 0,024 ; dl = 1 ; p = 0,87&\tre le témoin et le traité.
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Figure 13: Pourcentage de feuilles nécrosées apaitssment dA. thalianaavec I'acide

salicylique

3.1.5 Effet de I'acide jasmonique sur les paramétigologiques déA.
persicae

Les résultats obtenus pour cette expérience santemirelief par les figures, 14 et 15. Les
courbes de la figure 14 traduisent la dynamiquedajmilation deM. persicaeen fonction du
temps entre les plants traités et les plants t&n@n remarque sur cette figure que le nombre
moyen d’individu augmente de maniére constantelesuplants témoins pour atteindre 21
individus en moyenne par plant a la fin de I'expade. Sur les plants traités, le nombre
d’individus reste constant durant les 24 premidresres, puis augmente progressivement
jusqu'au 4™ jour (96 h) et diminue jusqu’a la fin de I'expérie, soit 13 individus en
moyenne par plant. Le taux de croissance relatibgmpulation est plus faible (0,18) sur les
plants traités que sur les plants témoins (0,28)camparaison des moyennes (test t) montre
gu’il y a une différence significative (t = 2,6@ll;= 56 ; p < 0,05) entre les plants traités et les

plants témoins.
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Figure 14 : Dynamique de populationMepersicaeapres traitement 4. thalianaavec

I'acide jasmonique

Sur la figure 15 exposant la fécondité moyenneVdepersicaeaprées traitement a l'acide
jasmonique on constate qu’'a chaque observationolabre de nymphes dénombré en
moyenne sur les plants traités est toujours inférée celui obtenu sur les plants témoins.
Pendant que cette fécondité augmente de faconncensur le témoin jusqu’a la fin de
'expérience (11 nymphes en moyenne par plan®, reléte stable entre le 2éme (48 h) et le
3eme (72 h) jours sur le traité. Elle augmente im$ggérement jusqu’a la fin de I'expérience
(7 nymphes en moyenne/plant). Une différence égatemsignificative (t =2,01 ;dl =54 ; p

< 0,05) est obtenue entre les plants traités déhasins
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Figure 15 : Fécondité dd. persicaeapres traitement &. thalianaavec 'acide jasmonique
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3.1.6. Effet de I'acide jasmonique sur le développnt deB. cinerea

La figurel6 traduit le pourcentage de feuilles préant des nécroses développées de maniére
significative ou non par rapport au nombre totafelglles inoculées. Ce pourcentage est de
86,36 % sur le traité et 76,47 % sur le témointdst de Khi 2 ne révele aucune différence
significative entre le témoin et le traité (Khi20:010; dl = 1; p = 0,921). Ce qui signifie que

le taux d'infection déB. cinereaest statistiguement le méme pour les deux traiésne
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Figure 16: Pourcentage de feuilles nécrosées saitmment dA. thalianaavec I'acide

jasmonique

3.1.7. Effet de la surfactine sur les paramétreslbgiques deéMl. persicae

Les plants dA. thaliana, cultivés en hydroponie et préalablement traitéscda surfactine,
sont infestés pakl. Persicaeb jours apres le début du traitement. Les résutthtenus au
terme des 5 jours d’observation sont représentésigures 17 et 18. Les courbes de la figure
17 traduisent la dynamique de populatiorMigpersicaeen fonction du temps entre les plants
témoins et les plants traités. Sur cette figure@narque que la population des pucerons a
doublée aussi bien sur les plants témoins queesuplants traités 24h apres l'infestation et
gue la population de puceron croit plus vite sardiants témoins que sur les plants traités. Le
taux de croissance relatif est de 0,38 et 0,4%ems@ment pour les plants traités et les plants
témoins. A la fin de I'expérience, le nombre moykindividu sur les plants témoins était de
48 pucerons par plant contre 34 pucerons par planes plants traités. L’analyse comparée
des moyennes (test t) montre qu’il y a une difféechautement significative (t = 4,20 ; dl =

108 ; p < 0,001) entre les plants traités et laatgltémoins.
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Figure 17: Dynamique de population de M. persigaésatraitement d’A. thaliana avec la

surfactine

Sur la figure 18, on observe également que la fditdest croissante aussi bien sur les plants
témoins que sur les plants traités. Cependantesti@lus élevée sur les plants témoins que
sur les plants traités. De 13 nymphes sur le térmb8inymphes sur le traité dés le lendemain
de linfestation, la fécondité est passée a 41 @tngmphes en moyenne par plant
respectivement pour le témoin et le traité. Unefédiihce hautement significative est
également observée entre les traitements (t = 4@7= 104 ; p < 0,001). Ces résultats
montrent que le traitement a la surfactine aunaiefiet négatif sur les paramétres biologiques

deM. persicae

Temoin

H Traite

Fecondité movenne

72 96 120

Temps (heures)

Figure 18: Fécondité dd. persicaeapres traitement A&. thalianaa la surfactine
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3.2. Etude des parametres biologiques dé. persicaeet du développement
de B. cinerea surS. tuberosum

3.2.1. Etude croiséB. cinereaetM. persicae

Pour cette expérience, nous avons testé l'infecpodalable deB. cinereasuivi d’'une
infestation deM. persicaeet vice versa. Les résultats de ces expériences sent cependant
pas montrés concluants. En effet, dans les 2 caidains, I'inoculation du champignon s$ir
tuberosunm’a pas entrainé le développement de nécrosesinAdsultat n’a donc été obtenu.
Il est donc souhaitable de refaire ces tests o dae autre mesure de travailler avec un

champignon spécifique d& tuberosunfPhytophtora infestangar exemple).

3.2.2. Effet de I'acide salicylique sur les parames biologiques de M.
persicae

La figure 19 présente les résultats obtenus auetefen5 jours d’observation. Elle traduit la
dynamique de la population d& persicaesuivant les traitements en fonction du temps. Mais
le nombre d’individus augmente plus vite sur leenfs témoins que sur les plants traités. Le
taux de croissance relatif est de 0,30 sur lestplmaités et 0,34 sur les plants témoins. A la
fin de I'expérimentation, le nombre moyen d’indiviétait de 28 pucerons par plant sur les
témoins contre 23 pucerons par plant sur les fralté comparaison des moyennes (test t)
entre les populations du témoin et du traité mogtrd n'y a pas de différence significative
entre ces deux traitements (t = 1,12 ; dl = 56;(03270).

35

0

93]

——Temoin

/-/ ——Traite
10

Nbre moy de M. persicae / plt
—_ §
N

0 24 48 72 96 120

Temps (heures)

Figure 19: Dynamique de population e persicaeapres traitement d&. tuberosurmavec

I'acide salicylique.

49



Résultats

Les fécondités moyennes dié persicaeobtenues quotidiennement pendant 5 jours sont
présentées par la figure 20. Ces observations Brdntfjue pour chaque observation, la
fécondité davl. persicaeest plus élevée sur les plants témoins que sypldeds traités. On
remarque également une diminution de la féconddr pes 2 traitements aprés 72 et 96
heures pour les plants témoins et les plants sraggpectivement. De plus, I'analyse montre
gue statistiquement, il n'y a pas de différencaificative entre le témoin et le traité (t = 1,14
;dl =46 ; p=0,261).
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Figure 20 : Fécondité dd. Persicaeapres traitement avec I'acide salicylique.

3.2.3. Effet de traitement avec d’acide jasmonicgie M. persicae

Les plants ont été infestés awdc persicae3 jours apres le traitement a I'acide jasmonique.
Ensuite, le nombre total d’individus est relevé tigiennement pendant 5 jours. Les résultats
au terme de ces 5 jours observations sont résuards figure 21. Les courbes de la figure
traduisent la dynamique de populationMepersicaesuivant les traitements en fonction du
temps. Sur les plants témoins, le nombre d’indisidugmente rapidement jusqu’a‘slT?]our

(96 h) puis diminue |égerement pour atteindre 2Rvidus en moyenne par plant a la fin de
'expérience. Sur les plants traités, la populatd®s pucerons augmente également mais
moins vite que sur les plants témoins jusqu'&lf tbur (96 h). Ensuite, il reste stable (18
individus en moyenne par plant) jusqu’a la fin @xpérience. Les taux de croissance relatif
de la population est de 0,29 et 0,25 respectivemaumt les plants témoins et les plants traités.
Le test t de comparaison de deux moyennes montié mjy a pas de différence
statistiguement significative entre les plants t&met les plants traités (t = 1,52 ; dl =53 ; p
=0,135).
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Figure 21 : Dynamique de populationsMepersicaeapres traitement de S. tuberosum avec

I'acide jasmonique.

En plus de la dynamique des populations, la fétérjdurnaliere moyenne dé. persicaea
été évaluée (Figure 22). Comme dans les expérigméegdentes, on remarque qu’elle est
plus élevée sur le témoin que sur le traité. Smiplants témoins, elle augmente jusqu’alf3
jour (72 h) puis ne varie plus jusqu’a la fin dexpérience (15 nymphes en moyenne par
plant). Par contre sur les plants traités, ellensrge jusqu’au éZif‘ejour (96 h) puis diminue
vers la fin de I'expérience (10 nymphes en moyepae plant). L'analyse comparée des
moyennes (test t) entre le témoin et le traité meoégalement que les fécondités ne different
pas entre les traitements (t = 1,46 ; dl = 55 ;(149).
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Figure 22: Fécondité dd. persicaeapres traitement avec I'acide jasmonique sur
S. tuberosum.
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3.3.  Analyse comparée des différents traitemesnt

Cette analyse consiste a comparer les féconditéMdeersicae entre les différents

traitements ainsi que le pourcentage de nécrosBs deerea

3.3.1. Effet comparé des différents traitements safécondité deM. persicae

Les fécondités moyennes journaliéres par plantideersicaeobtenues suite aux différents
traitements sur les deux espéeces de plantes étusidée comparées sur la figure 23. 8ur
thaliang il y a peu de différence entre les différentg#draents sauf avec la surfactine ou la
fécondité est d’environ 3 fois plus élevée.

Le test de Kruskal-Wallis sur la fécondité entre f#ants traités aveB. cinerea l'acide
salicylique, I'acide jasmonique et la surfactinende une différence hautement significative
(H=83,25;dl =3; p<0,001) entre les traitemse Mais on remarque que les rangs moyens
de B. cinerea(51,6), de l'acide salicylique (58,4) et de I'aci@smonique (55,2) sont plus
proches du rang moyen total du test (80,5) que delda surfactine (123,5). Les fécondités
obtenues pour ces trois traitements ne differeatguare elles mais sont différentes chacune
de la fécondité obtenu avec la surfactine. En résampourrait dire que les traitements avec
B. cinerea I'acide salicylique et I'acide jasmonique ont pld’'effet sur la fécondité dil.
persicaeque la surfactine. Mais il faut noter que les fdamont pas été cultivés dans les
mémes conditions (Figure 24). Cela pourrait exgriquonc cette forte différence de
fécondité.

Sur S. tuberosunta différence de fécondité entre I'acide salicytget jasmonique n’est pas
aussi grande. De plus le I'analyse statistique mnecatl’il N’y a pas de différence significative
entre ces deux traitements (t = 1,27 ; dl = 5%;(0208).
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Figure 23: Comparaison des fécondités dd. persicaeen fonction des différents
traitements.

Figure 24 : Différence entre les plantadthalianaen culture hydroponique (a) et culture sur
terreau (b).

3.3.2. Comparaison du pourcentage d’infection Becinereasur A. thaliana

La figure 25 présente les pourcentages de feuibesosées de maniere significative pour les
différents traitements. Le plus grand taux d’ini@ctest obtenu sur les plants traités avec
I'acide jasmonique (86,36%). Celui enregistré sgrplants traités avec I'acide salicylique est
de 55%. Le plus petit taux d’infection est obsesudte aux infestations dsl. persicae
(44,43%).

Afin de vérifier si les ces taux d’'infections satatistiquement différents les uns des autres, le
test de Khi2 a été effectué. Les résultats du reshtrent qu'il n'y a pas de différence
significative entre les différents traitements (Khi 2,641 ; dl = 2 ; p = 0,267). Les taux
d’infection deB. cinereane different donc pas pour les trois traitements.
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Figure 25: Comparaison des taux d’infectiond8deinereaen fonction des traitements sur

A. thaliana.

3.4. Effet de la salive dé/. persicaesur le pH extracellulaire d’A. thaliana

Les modifications de pH extracellulaire font pades premiers événements que I'on observe
lorsqu’il y a reconnaissance entre une cellule retéliciteur. Ainsi pour déterminer une
éventuelle activité élicitrice d& .persicaesur A. thaliang la salive de ce puceron est
recueillie sous forme de diete artificielle et mese contact avec une suspension cellulaire
d’A. thalianaen culture. Le témoin positif de I'expérience dgti® avec la surfactine. Afin
de s’assurer que la modification du pH provientlde la salive et non de la diete, les cellules
d’A. thalianaont été également élicitées avec de la dieéte neegant pas de la salive. Les
résultats de ces différentes mesures sont prégesutés figure 26.

On remarque sur cette figure que le pH des cellubesélicitées est plus ou moins constant
tout au long de la mesure. Néanmoins on a pu obisquelques trés Iégéres variations.
Lorsque les cellules sont élicitétes avec la surfaci{témoin positif), on obtient une
alcalinisation tres brusque du milieu extracell@ajui se traduit par une montée de pH. Ce
dernier passe de 6,09 en moyenne a 6,57 dées lesépes secondes. Il s’en suit une légére
acidification (6,47) pendent 3min environ. Ensuiee,milieu extracellulaire s’alcalinise de

nouveau progressivement avec de petites varigsgs'a la fin de I'expérience.
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Figure 26: Evolution du pH extracellulaire aprésitdtion avec la salive dd. persicae.

Avec la diete contenant la salive, on observe tmrime avec la surfactine une montée
brusque du pH dés ['élicitation des cellules (pH5,37). Il augmente ensuite légerement
jusqu'a la 38™min et se stabilise jusqu’a la fin de I'expérience

Apres I'ajout de la diete sans salive a la suspensellulaire, on observe dans un premier
temps une légére acidification du milieu (pH = §,@hsuite le pH augmente jusqu'a la fin de
I'expérience avec de multiples variations.

En calculant les variations de pA pH = pH2- pH1) générées lors des mesures on ali¢ign
courbes de la figure 27. On remarque sur cettadigue le pH de cellulaire varie trés peu
tout au long de I'expérience. Pendant les 30 pnarmisecondes cette variation passe a plus de
0,3 et 0,4 unités de pH respectivement avec laeseali la surfactine. Par contre avec la diete
elle passe a décroit [égerement. Avec la surfacktie variation est progressive et atteint a la
fin de I'expérience plus de 0,5 unités de pH. Alzesalive elle se stabilise a 0,4 unités de pH
a partir de la 180" secondes jusqu'a la fin de I'expérience. La viaratle pH avec la diéte

augmente ensuite lentement et se stabilise a pl@s2dunités de pH vers la fin de expérience.
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Figure 27: Variation de pH des cellules suivantdé&rents traitements.

3.5. Approche protéomique: analyse des protéomesdleellules dA.
thaliana

3.5.1. Quantification des protéines

Les concentrations de protéines obtenues aprédifigation des protéines étaient de 3,08
o/l pour les cellules élicitées avec la salivdeeB,48 pg/pl pour les cellules élicitées avec
la diéte. Ces concentrations étaient suffisantes fmarquage aux CyDyeset procéder

ensuite a I'électrophorése.

3.5.2. Analyse et révélation des spots protéiques

Apres le scannage des gels, les images ont étgsaradfin de révéler les spots protéiques qui
s’expriment différentiellement de maniere significa entre les cellules élicitées avec la diéte
contenant la salive et les cellules élicitées aleeta diéte sans salive. L'un des trois gels est
un gel préparatif, sur lequel une plus grande dqiéade protéines est présente, permettant
ainsi le picking et l'identification des protéindses images des trois gels ont été analysées a
I'aide du programme Progenesis Same Spots (NomliDgaamics). Apres traitement de ces
images, 946 variations d’intensité du signal ot ditectées et assimilées a autant de spots
protéiques par le programme. Parmi ces spots, @téntlentifiés comme exprimés de fagon
différentielle. Le positionnement des spots pratégiexprimés différentiellement est présenté

sur la figure 28.
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Figure 28: Gel 2D présentant les protéines exprsndéemaniere différentielle chez les
cellules dA. thalianaélicitées avec la salive dé. persicaeainsi que les cellules élicitées
avec la diéte.
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V. DISCUSSION

4.1. Etude croisée8. cinereaet M. persicae

L'objectif de cette expérience était d'établir sneuinfection préalable du champignon
phytopathogén®. cinereapourrait avoir un effet direct ou indirect sur lgsrformances de
M. persicaeet vice versa. Et dans la mesure du possible ifdntes mécanismes qui
gouvernent ces interactions. Dans un premier temhgs,plants @. thaliana ont subi une
infection parB. cinereapuis ont été infestés pit. persicae A l'issue de ce test, nous avons
constaté que le taux de croissance relatif des latipos de pucerons sur les plants
préalablement traités avec le champignon était fditde (0,47) que celui obtenu sur les
plants témoins (0,58). Cette observation a été fagialement sur la fécondité e persicae
avec une différence hautement significative (t £94;, dl = 67 ; p < 0,001) entre les plants
traités et les plants témoins. A partir de ces lt@suon peut se demander si l'infection
préalable deB. cinereaa pu induire des mécanismes de défense Bhélzalianacontreles
attaques d®. persicae Cela expliquerait le faible taux de croissancegistré sur les plants
traités par rapport aux témoins. Une étude singilar été réalisée avec le champignon
Marssonina betulagviagnus sur le puceroBuceraphis betula&och du bouleauRBetula
pendula L) par Johnsoret al (2003). Contrairement a nos observations, cesussitent
montré qu’une infestation préalable ble betulaeavait un effet positif sur les performances
du puceronk. betulae)en termes de gain de poids et du taux de croiss@ada population
aphidienne sur les plants traités akkcbetulae.Cela dit, le pathogéne n’induit pas le méme
type de réponse chez les plantes. Ces réponsegmigotirétre fonction du couple plant-
pathogene.

L’infection des plants dt. thalianaavecB. cinereaprécédée d’une infestation e persicae
montre que le taux d'infection du champignon nefedd pas statistiquement entre les
traitements (Ki2 = 0,310 ; dl = 1 ; P > 0,05). €etituation montre que les attaques de
pucerons n'a que tres peu dimpact sur le dévelmgoe du champignon. En effet, le
traitement préalable A. thalianaavecM. persicaene semble pas entrainer la mise en place
de mécanismes de défense conBe cinerea. Pourtant, la littérature souligne qu’une
infestation des plantes par les pucerons est capkduttiver partiellement les voies de I'acide
salicyliqgue et jasmonique tout en privilégiant edlle I'acide salicylique qui se traduit par la
production de protéines PR (Giordanemrgal, 2007). En supposant que les pucerons ont pu
induire certains mécanismes de défense chez latsplaes derniers ne seraient peut étre pas
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dirigés contreB. cinereaou n’auraient aucun effet sur ce champignon. Qurnad dans une
certaine mesure émettre I’hypothese qu’un traiterpedalable dé. persicaen’entraine pas

de mécanismes de défense coBtreinereaet en plus de cela, contribue a un affaiblissement
de la plante. Cela pourrait s’expliqué par le tdtirfection plus élevé sur les plants traités
(47,43%) que sur les témoins (40,47%). Si les meépses de défense mis en place ne sont
pas inappropriés ou si la plante ne réagit pas rapglement ou encore si les voies de
défenses sont inactivées, une interaction compgasiblmet en place entre le pathogéne et la
plante conduisant ainsi a la prolifération du pgéme (Jourdaet al, 2008). Cela pourrait
étre le cas dans cette expérience.

Au terme de cette expérience, il ressort gu’unediidn préalable des plantsAd’thalianapar

B. cinereaprotegerait mieux la plante contre une infestatieM. persicae Mais lorsque la
plante est préalablement infestée par le pucerauraleffet de protection contre le

champignon n’est observe.

4.2. Effet de I'acide salicylique et jasmonique su¥l. persicaeet deB.

cinerea

L’acide salicylique et jasmonique sont connus con@tant des molécules qui régulent les
voies de signalisations de chez de nombreusesegléiturdaet al, 2008).

Le réle de I'acide salicyligue dans l'induction tierésistance systémique acquise chez les
plantes contre de nombreux pathogenes a été tgesrant étudié (Hopkins et Evard, 2003 ;
Delaney et al., 1994). Nous avons donc évalué l'effet éventuilne induction de
mécanismes de défense de cette molécule sur lets plA. thalianaet S. tuberosunsur les
parameétres biologiques dé. persicae Les résultats obtenus au terme de cette expérienc
sont similaires a ceux observés augc cinereaaussi bien suiA. thaliana que surS.
tuberosumpour ce qui est des parametres biologiquedMdgersicae En effet les taux de
croissance relatifs d®l. persicaesur les plants traités avec la SA respectivemantAs
thaliana et S. tuberosunsont de 0,49 et 0,57. Ces taux sont inférieursux enesureés sur les
plants témoins qui sont de 0,55 et 0,61 respeceéwepour A. thalianaet S. tuberosumMiais

la fécondité ne differe pas statistiquement erdgréemoin et le traité ni suk. thaliana(t =
1,82 ; dl=55; P =0,075) ni s6r tuberosunit = 1,14 ; dl =46 ; p = 0,261). L’application de
cette molécule sur la plante entraine la mise agepte la résistance systémique acquise
d’apres Durand-Tardif et Pelletier (2003). Il saipait donc que le traitement que nous avons

réalisé avec cette molécule ait induit des mécagssde défense. De toutes les fagons ce
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traitement a montré un effet bénéfique en termegrdection des plants contre les attaques
M. persicae

Nous avons également constaté que lorsque lessptbiit thaliana sont infectés paB.
cinereaapres qu’ils aient subi un traitement avec I'acsadicylique, le taux d’infection ne
differe pas statistiquement entre le témoin etdéé& (Khi2 = 0,024 ;dl =1 ; p = 0,877). Ce
pendant ce taux est plus élevé sur le témoin (Gf2%)sur le traité (55%). Ce résultat montre
gue les plants ont certainement réagi au traiteraemhettent en place des mécanismes de
défense. L’'acide jasmonique est un régulateur dssance trés connu chez les plantes. De
plus il active les mécanismes de défense des glamaéponse aux attaques des insectes et
pathogenes (Cheong and Do Choi, 2003). Les résutdenus avec cette molécule, montrent
gu’elle a eu un effet négatif sur la survie etdeadndité des puceronsl( persicag aussi bien
surA. thalianaque suiS. tuberosum

Sur les plants &. thalianatraités avec I'acide jasmonique on remarque égahtigue le taux
d’infection deB. cinereane differe pas statistiquement entre les plamt®iés et les plants
traités (Khi2 = 0,010; dl = 1; p = 0,921). De plusst plus élevé sur les plants traités (86,36
%) que sur les plants témoins (76,47 %). Cetterghtien laisse croire que les plants n’ont
pas réagi au traitement. Des études ont montrd'acide jasmonique régule I'activité des
métabolites dans les systemes de défense des pichalleret al, 2004). Cependant,
I'introduction de protéines d’avirulence par le lpadene peut aboutir & une perturbation des
voies de défense menant au développement de cesrdetna I'apparition de la maladie
(Jourdaret al, 2008). Le développement 8e cinereaserait alors du a cette perturbation des

voies de défense Al thaliana

4.3. Effet de la surfactine sur les parameétres biobiques deM. persicae

La surfactine est une lipopeptide capable d’induime résistance systémique induite chez les
plantes telle que la tomate et le haricot contrea®abreux agents pathogenes (Ongetnal.,
2007). A llissue de nos expérimentations avec beitaur, nous avons pu constater que les
pucerons se développent aussi bien sur les pmigins que traités. Mais une différence trés
hautement significative est observée entre lesetrants que se soit pour la survie de la
population de puceron (t = 4,20 ; dl = 108 ; p 80Q) que pour la fécondité (t = 4,37 ; dl =
104 ; p < 0,001). Ceci montre que les plants oagiréortement au traitement. Nos résultats
sont similaires a ceux de Durand-Tardif et Peltdi903) qui ont travaillé avec les bactéries

non pathogenes du genkRseudomonadis ont pu montrer que lorsque les racines étaient
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traitées avec ces bactéries, elles induisaientésesions de défense a une infection ultérieure
par un pathogene sur une partie de la plante gqueda racine. Cet éliciteur aurait donc induit
chezA. thalianaune certaine forme de résistance coMreersicae ll serait donc intéressant

d’identifier les voies de signalisation induite gat éliciteur contre les pucerons.

4.4. Effet de la salive dé/. persicaesur les cellules dA. thaliana

La reconnaissance d’un éliciteur par une celluleadguit généralement par une alcalinisation
du milieu extracellulaire et une acidification gytasmique liée aux flux ionique (Luwaert
(2010). En effet, une alcalinisation a été obsefoée des traitements des cellules avec le
témoin positif constitué par la surfactine. L’aicktion obtenue en début de I'expérience
pourrait étre l'effet d’'un stress au niveau dedutet. Luwaert (2010) a pu montrer que
lorsque les cellules de tabadi¢otiana tabacumsont élicitées avec cet éliciteur, on obtenait
bien une alcalinisation du milieu extracellulaigsdes premiers instants de I'élicitation mais
par la suite le milieu s’acidifiait. Contrairemenices observations, il a été constaté dans nos
expériences que le milieu cellulaire s’alcalinisainbtinuellement.

Lorsque ces cellules sont traitées avec la digtéeocant la salive d®l. persicaeon constate
une augmentation du pH extracellulaire traduisamsid'alcalinisation du milieu cellulaire
tout comme avec la surfactine. Les travaux de Luww@©10) concernant les cellules Ne
tabacumeélicitées avec de la salive ont montré que I'adcsdtion du milieu cellulaire était
suivie d’'une légere acidification sur les cellutis tabac, contrairement a nos observations.
Toujours est-il que dans les deux travaux, I'effet la salive est similaire a celui de la
surfactine qui est un éliciteur bien connu. EntetiepH de la diéte contenant de la salive est
de 6,11 en moyenne. Ce pH est bien proche de delniilieu cellulaire (6,10) en moyenne.
Ainsi on pourrait estimer que la salive Ne persicaepossederait une quelconque activité
élicitrice sur les cellules A. thaliana.Mais la différence de comportement de pH observée
par rapport aux travaux de Luwaert (2010) nousdaiiser qu’'un méme éliciteur peut agir
differemment en fonction de la plante héte.

La stabilisation du pH observée avec la salive ausignifier qu'a partir d’un certain
moment les cellules ne répondent plus au traiteimeofu’elles ont développé une tolérance a
la salive leur permettant de stabiliser le pH dliemi Lorsque les cellules ont été traitées avec
la diete sans salive, une alcalinisation du milietté observée. Il faut noter cependant que le

pH de la diete est neutre (7,02) et que celui édsles est sensiblement égal a 6,10. L'effet
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observé chez les cellules semble donc étre letaésdiin effet tampon plutét que d’une

réponse au traitement avec la diete seule.

4.5. Expression protéique différentielle chez lestiules d’A. thaliana

Au total 9 spots protéigues se sont exprimés deiaraifférentielle. Ces résultants sont
similaires a ceux observés par Luwaert (2010) guisdses travaux sur les plantes entieres
d’A. thalianabroyées a obtenu 12 spots exprimés différentielteraer 867 spots protéiques
révélés apres analyse. L'identification des spod$gmues n’étant pas encore effectuée, on ne
peut donc se statuer sur la nature de ces protélmess pouvons cependant remarquer qu’en
termes de nombre de protéines, celui ci est simikelon que les expériences sont réalisées

sur suspensions cellulaires ou sur plantes entiéres

62



Conclusion et perspectives

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L'objectif de cette étude était de mettre en évideles différents mécanismes de défense
végetale induits lors d'attaques d'agents pathageoe d’insectes phytophages, mais
egalement lorsqu’elles sont traitées avec cert@icgeurs connus. Ainsi nous avons évalué
I'effet de différents traitements des plant@\dthalianaet S. tuberosunsur les paramétres
biologiques (taux de croissance et fécondité)Mlepersicaeet le développemente B.
cinerea.

Les tests réalisés ave& cinerea,l'acide jasmonique et la surfactine ont eu untdffeitant

sur les parametres biologiques Me persicaeet notamment leur développement avec des
différences significatives entre les témoins ettlaités. Avec I'acide salicylique un effet
négatif a été également obtenu sur les parametneses parametres biologiques bk
persicae,mais sans une différence statisticgignificative entre les témoins et les traités.
L’étude du développement d& cinerea n'a pas été assez concluante. Les essais sur la
résistance croiséB. cinerea/M. persicae réalisés suf. tuberosunm’ont pas fonctionné. Il
est donc souhaitable de refaire ces deux dernée&riences.

L’élicitation des cellules &. thalianaavec la salive d®l. persicaeen présence de diete a
entrainé une alcalinisation du milieu cellulaireitteomme avec la surfactine. La diete sans
salive a également entrainé une alcalinisation dieurmais le profil de la courbe de pH était
différent de celui observé pour la salive. En effilcalinisation s’est faite de maniere
progressive et nous n’avons pas observé de picapéies premiers instants de I'élicitation.
Nous pouvons donc affirmé que le traitement ddsllesld’A. thalianaavec la salive entraine
une réponse similaire a celle observée avec ladcingé, éliciteur de référence. De plus,
'analyse du protéome des cellule®\dthalianaélicitées avec la salive et la diéte a révélée 9
spots protéiques qui se sont exprimés de maniffiratitielle. L’identification de la nature
de ces protéines permettra de mieux comprendréléede la salive dél. persicaedans
I'établissement des mécanismes de défense véghtakerme des résultats obtenus au cours
de ces travaux, il souhaitable de : répéter le€mamces réalisées avec B. cinerea et la
surfactine sur les parametres biologique de M.igaesafin de pouvoir confirmer ou pas les
résultats obtenus; élargir ces expériences surtrdauypes de pathogenes et insectes
phytophages sur d’autres espéces de plantes tigwesle protéome des pucerons élevé sur
les plants traités avec la surfactindBetinerea etdentifier la nature des protéines exprimées

de maniere différentielle suite a [élicitation avela salive de M. persicae
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ANNEXES
1. Composition du milieu de culture des cellules &. thaliana

++ Milieu de culture (composition par litre d’eau dise) :
- 3,29 de Gamborg B5
- 309 de sucrose
- 0,59 de MES
« Ajuster le pH a 5,7 avec KOH
% -100 pl de 2,4 D (Concentration stock= 10 mg/ml)
- 100 pl de kinétine (Concentration stock= 1 mg/nthaBol/DMSO.
% Chaque semaine 5 ml de cellules dans 45 ml deumilie
+ 90-110 RPM a 23-25°C
2. Analyses statistiques
% Effet d’'une infection deB. cinereasur les parametres biologiques d& persicae

Test T a 2 échantillons et IC : Témoin; Traité (gunombre total d’individus)
ErT
N Moyenne EcTyp moyenne
Témoin 40 17,45 9,93 1,6
Traité 40 9,63 6,78 1,1

Différence = mu (Témoin) - mu (Traité)

Estimation de la différence : 7,82

Limites de confiance (a 95 %) pour la différen¢4,03 ; 11,62)

Test t de la différence = 0 (contre pas =) : ValdaiT = 4,12 Valeur de p = 0,000 DL =68

Test T a 2 échantillons et IC : Témoin; Traité (Buiécondité)

ErT
N Moyenne EcTyp moyenne
Témoin 40 10,60 7,06 11
Traité 40 4,97 470 0,74

Différence = mu (Témoin) - mu (Traité)

Estimation de la différence : 5,63

Limites de confiance (a 95 %) pour la différen¢®,95 ; 8,30)

Test t de la différence = 0 (contre pas =) : ValdiT = 4,19 Valeur de p = 0,000 DL =67

+ Effet d’'une infestation deM. persicaesur le développemernlte B. cinerea
Test du Khi deux : témoin; traité
Les dénombrements attendus sont imprimés sousaiEetveés
Les contributions Khi deux sont imprimées sousili&sombrements attendus
Témoin Traité Total
1 84 78 162
82,04 79,96
0,047 0,048

2 34 37 71
35,96 35,04
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0,107 0,109
Total 118 115 233

Khi deux =0,310 ; DL =1 ; Valeur de p = 0,577
+ Effet de I'acide salicylique sur les parametres lugiques deM. persicae sur A.
thaliana
Test T a 2 échantillons et IC : Témoin; Traité (gunombre total d’'individus)
ErT
N Moyenne EcTyp moyenne
Témoin 30 14,63 8,57 1,6
Traité 30 10,50 8,15 15

Difference = mu (Témoin) - mu (Traité)

Estimation de la différence : 4,13

Limites de confiance (a 95 %) pour la différen¢e;19 ; 8,46)

Test t de la différence = 0 (contre pas =) : ValdaiT = 1,91 Valeurdep= 0,061 DL =57

Test T a 2 échantillons et IC : Témoin; Traité (suiecondité)
ErT
N Moyenne EcTyp moyenne
Témoin 30 8,57 6,20 11
Traité 30 5,90 5,09 0,93

Différence = mu (Témoin) - mu (Traité)

Estimation de la différence : 2,67

Limites de confiance (a 95 %) pour la différen¢e;27 ; 5,60)

Test t de la différence = 0 (contre pas =) : ValdaiT = 1,82 Valeurde p = 0,074 DL =55
% Effet de I'acide salicylique sur développementBlecinerea surA. thaliana

Test du Khi deux : Témoin; Traité
Les dénombrements attendus sont imprimés sousaiEetveés
Les contributions Khi deux sont imprimées sousli&sombrements attendus

Témoin Traité Total
1 15 20 35
15,27 19,73
0,005 0,004

2 9 11 20
8,73 11,27
0,009 0,007
Total 24 31 55
Khi deux = 0,024 ; DL =1 ; Valeur de p = 0,877

% Effet de I'acide jasmonique sur les parametreslbigiques de M. persicae (sur A.
thaliana)
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Test T a 2 échantillons et IC : Témoin; Traité (gunombre total d’individus)
ErT
N Moyenne EcTyp moyenne
Témoin 30 13,67 6,52 1,2
Traité 30 9,50 558 1,0

Différence = mu (Témoin) - mu (Traité)

Estimation de la différence : 4,17

Limites de confiance (a 95 %) pour la différen¢g,03 ; 7,30)

Test t de la différence = 0 (contre pas =) : ValdaiT = 2,66 Valeur de p =0,010 DL =56

Test T a 2 échantillons et IC : Témoin; Traité gur la fécondité)
ErT
N Moyenne EcTyp moyenne
Témoin 30 7,17 4,60 0,84
Traité 30 5,03 3,54 0,65

Difference = mu (Témoin) - mu (Traité)

Estimation de la différence : 2,13

Limites de confiance (a 95 %) pour la differen¢@,01 ; 4,26)

Test t de la différence = 0 (contre pas =) : ValiT = 2,01 Valeurde p =
0,049 DL =54

+ Effet de I'acide jasmonique le développement d8. cinerea(sur A. thaliana)
Test du Khi deux : Témoin; Traité

Les dénombrements attendus sont imprimés sousatmervés

Les contributions Khi deux sont imprimées sousl&sombrements attendus

Témoin Traité Total
1 17 22 39

16,79 22,21
0,003 0,002

2 14 19 33
14,21 18,79
0,003 0,002

Total 31 41 72
Khi deux = 0,010 ; DL =1 ; Valeur de p = 0,921

+ Effet de la surfactine sur les parameétres biologiges deM. persicag(sur A. thaliana)

Test T a 2 échantillons et IC : Témoin; Traité (sule nombre total d’individus)
ErT
N Moyenne EcTyp moyenne
Témoin 60 33,0 134 1,7
Traité 60 2397 988 1,3

Différence = mu (témoin) - mu (traité)
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Estimation de la différence : 9,02
Limites de confiance (a 95 %) pour la différen¢é,76 ; 13,27)
Test t de la différence = 0 (contre pas =) : ValdaiT = 4,20 Valeur de p = 0,000 DL =108

Test T a 2 échantillons et IC : témoin; traité $ur la fécondité)
ErT
N Moyenne EcTyp moyenne
Témoin 60 27,5 12,3 1,6
Traité 60 19,03 845 1,1

Différence = mu (témoin) - mu (traité)

Estimation de la différence : 8,43

Limites de confiance (a 95 %) pour la différen¢4,61 ; 12,26)

Test t de la différence = 0 (contre pas =) : ValdiT = 4,37 Valeur de p = 0,000 DL =104

% Effet de I'acide jasmonique sur les parametres blogiques deM. persicag(sur S.
tuberosun)
Test T a 2 échantillons et IC : Témoin; Traité (sude nombre total d’'individus)
ErT
N Moyenne EcTyp moyenne
Témoin 30 16,9 12,9 2,4
Traité 30 1240 9,60 1,8

Difference = mu (Témoin) - mu (Traité)

Estimation de la différence : 4,47

Limites de confiance (a 95 %) pour la difféeren¢el;43 ; 10,36)

Test t de la différence = 0 (contre pas =) : ValdaiT = 1,52 Valeur de p = 0,135 DL =53

Test T a 2 échantillons et IC : Témoin; Traité (sur la fécondité)
Testt a 2 échantillons de Témoin et Traité
ErT
N Moyenne EcTyp moyenne
Témoin 30 11,57 8,79 1,6
Traité 30 8,57 6,98 1,3

Difference = mu (Témoin) - mu (Traité)

Estimation de la différence : 3,00

Limites de confiance (a 95 %) pour la différen¢el;11 ; 7,11)

Test t de la différence = 0 (contre pas =) : ValdaiT = 1,46 Valeurde p = 0,149 DL =55

« Effet comparé des fécondités des différents traiteemts

Test de Kruskal-Wallis : fécondité en fonction ditement (sur A. thaliana)
Rang

Traitement N Médiane moyen Z

Botrytis 40 3,000 51,6 -4,56

JA 30 6,000 55,2 -3,32
SA 30 4,500 58,4 -2,90
Surfactine 60 19,000 1230509
Global 160 80,5
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BH=83,00 DL=3 P =0,000
H=283,25 DL=3 P =0,000 (ajusté pour les nmalile méme grandeur)

« Effet comparé des fécondités entre JA et SA en foman des espéces de plantes
Test T a 2 échantillons et IC : SA; JAgurS. tuberosum
ErT
N Moyenne EcTyp moyenne
SA 30 10,80 6,60 1,2
JA 30 8,57 6,98 1,3

Difference = mu (SA) - mu (JA)

Estimation de la différence : 2,23

Limites de confiance (a 95 %) pour la différen¢el;28 ; 5,75)

Test t de la différence = 0 (contre pas =) : ValaiT = 1,27 Valeurde p = 0,208 DL =57

Test T a 2 échantillons et IC : SA$. tuberosun; SA (A. thaliana)
ErT
N Moyenne EcTypoyanne
SAS. tuberosum30 10,80 6,60 1,2
SAA.thaliana 30 5,90 5,09 0,93

Difference = mu (SAS. tuberosuin mu (SAA. thaliang

Estimation de la différence : 4,90

Limites de confiance (a 95 %) pour la differen¢g,85 ; 7,95)

Test t de la différence = 0 (contre pas =) : ValaiT = 3,22 Valeurde p = 0,002 DL =54

Test T a 2 échantillons et IC : JA §. tuberosum)JA (A. thaliana)
ErT
N Moyenne EcTyp yaone
JAS. tuberosum30 8,57 6,98 1,3
JAA. thaliana 30 5,03 3,54 0,65

Différence = mu (JAS. tuberosuin- mu (JAA. thaliang

Estimation de la différence : 3,53

Limites de confiance (a 95 %) pour la différen¢e,65 ; 6,42)

Test t de la différence = 0 (contre pas =) : ValdaiT = 2,47 Valeur de p =0,017 DL =42
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