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Introduction 2016

La consommation moyenne annuelle des algériens en pois chiche
est estimée a 7 kg par personne soit un besoin de 250000 tonnes par an,
alors que la production ne dépasse pas les 50000 tonnes induisant un déficit
de 200000 tonnes a importer. L’importation ne se limite pas uniquement aux pois
chiche de consommation mais également a la semence avec plus de 150000 gx
annuellement (Benabdeli, 2010).

La culture du pois chiche en Algérie est caractérisée dans toutes les régions
par un rendement trés faible entravant son développement. Les causes de ce faible
rendement sont a rechercher dans les aspects éco-physiologiques, techniques
et scientifiques qui a ce jour n’ont pas tous étaient élucidés puisque le rendement
reste toujours aux environs de 5 a 7 qx par hectare. Le souci majeur étant
d’améliorer la culture et le rendement du pois chiche, de nombreuses stratégies ont

été mises en ceuvre.

L’acide salicylique ou ces analogues présent dans diverses plantes
sont considérés actuellement parmi les molécules bio-contréle ou des Stimulateur
de Défense  Naturel (SDN) (AFPP, 2013), (RMT  Elicitra,  2013).
Son application peut présenter plusieurs avantages en relation
avec le développement des légumineuses, découlant de son mode d’action
pour stimuler les mécanismes de défenses propres a la plante. L’acide salicylique
est un composé phénolique qui est impliqué a la fois dans la mise en place

d’une résistance locale et d’une résistance générale (RSA) chez les plantes.

Pour atteindre ces objectifs la thése s’articule autour de la démarche

suivante :

Aprés D’analyse de la situation de cette légumineuse en Algérie ayant
permis de cibler les contraintes abiotiques et biotiques majeures entravant
son développement, il a été possible de choisir un créneau de recherche adapté
a son profil et original et d’analyser les retombées de cette action sur certains

parametres permettant de mieux appréhender cette Iégumineuse.

Les résultats recherchés sont d’ordre d’abord scientifiques, physiologiques et

agronomiques.

Y
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Un intérét particulier a été accordé a I'impact 1’Acide salicylique
qui présent chez tous les végétaux. En [D’additionnant aux milieux d’irrigation,
I’acide salicylique joue chez certaines plantes, et sous différentes conditions
climatiques, un réle de molécule signal pour induire la résistance ou la tolérance

chez ces plantes aux différents stress (Korkmaz et al., 2007).

Le volet physiologie de Cicer arietinum reste en Algérie tres peu connue
comme le confirme les exemples donnés et mérite une attention particuliere.  Ainsi
parmi  toutes ces contraintes abiotique  (salinit¢) et biotigue (maladies
cryptogamiques), et au regard de notre profil nous nous sommes intéressés a 1’aspect
physiologique en prenant en charge [’é¢tude de 1’impact de [D’acide salicylique
sur les composantes biochimiques du rendement de cette Iégumineuse

dans les volets suivants :
e La germination du pois chiche
e Les parameétres de développement des plantes
e Les composantes biochimiques des plantes
e Le rendement en graines des plantes

Dans ce contexte un témoin a été utiliseé dans des conditions favorables sans
traitement pour mieux comprendre la physiologie de cette espéce. Aussi, afin
d’¢lucider a quelle concentration devaient étre traitées les plantes, on a procédés
a comprendre I’influence de la salinit¢ et des champignons sur cette plante,
en absence et en présence des concentrations de I’AS qui ont été testées; 0.05 mM,
0.5mM et ImM.

La thése s’articule autour des points suivants :
e Introduction générale

e Partie bibliographique faisant le point sur les connaissances actuelles
concernant le pois-chiche, I’impact de la salinit¢ et des champignons
sur les plantes notamment le pois-chiche et I’importance de 1’utilisation

de I’acide salicylique dans la résistance des plantes

e Partie recensant le matériel et les méthodes utilisées

2
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Partie englobe les résultats obtenus et leurs discussion, afin d’une part
d’intégrer 1’ensemble des interactions abiotiques (salinité) et biotiques
(champignons) sur la germination et la croissance du pois-chiche, et d’autre
part la compréhension des mécanismes de I’acide salicylique et  1’évaluation

de son impact sur les composantes biochimiques et le rendement.

e Enfin une conclusion et des perspectives.

9
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1. Généralités sur les légumineuses alimentaires

Depuis plusieurs années, les légumineuses a graines appartenant a la famille
des fabacées sont mises en valeur vis a vis des bénéfices qu’elles présentent
pour la biologie et I’écologie fondamentale comme pour I’agronomie et I’environnement
(Vance etal, 2001; Graham et Vance, 2003). |Ils sont des dicotyledones
qui  comprennent environ 13.000 espéces réparties dans le monde. Les formes herbacées
se rencontrent surtout dans les régions tempérées, et les formes arborescentes dont le fruit
est une gousse dans les régions chaudes (Sinha, 1980, Thiebeau, 2010).

La famille des fabacées est réparti en trois sous familles : Caesolpinidae,
Mimosoideae et Papilionacées et regroupent environ 10.000 espéces; la plus importante
du point de vue agricole (Sinha, 1980). Elles occupent 12 a 15% des terres cultivables
dans le monde et représentent 27% de la production mondiale des cultures (Vance etal.,
2003, Graham et Vance, 2003). Elles sont utilisées pour leurs graines (source principale
en protéines végétales) ou pour leurs propriétés fourrageres.

Les légumineuses a graines couvrent 33% des besoins humains en protéines
alimentaires  puisque leurs graines  contiennent 20 at 30% de protéines
et sont particulierement riches en lysine (acide aminé essentiel pour la croissance).
Elles représentent les principales sources de protéines dans les pays en voie
de développement et dans les régions subtropicales (Duranti et Gius, 1997, Thiebeau,
2010).

En plus de leur importance alimentaire, elles ont un intérét particulier
dans le concept de I’agriculture durable. Leur introduction dans la rotation des cultures
permet d'économiser les engrais azotés, trés colteux en énergie fossile en contribuant
a leffet de serre via I'émission de grandes quantités d'oxyde nitrique (Crutzenet al.,
2007). Elles jouent un r6le agronomique et écologique a travers leur impact
dans la diversification des productions en préservant I’environnement contre la pollution
des engrais azotés, des pesticides et des désherbants chimiques.

L'azote est en effet I'élément nutritif le plus limitant de la production des plantes
dans la plupart des écosystétmes naturels, les légumineuses, via leurs capacités
symbiotiques, peuvent contribuer a la colonisation des écosystemes peu fertiles
(Benmbarek et al, 2012).

Les légumineuses sont utiles dans diverses industries alimentaires (lait et dérives,
pain, tourteau) et chimiques (plastique biodégradable, huile, biodiésel, colorants, gomme,

textile, papier...) (Graham et Vance, 2003).
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D’autres ont ¢été utilisées dans l'industrie pharmaceutique (Duke, 1992;
Kindscher, 1992). Plus de 35% des huiles végétales proviennent de la  productions
avec en téte le soja et l'arachide et les légumineuses a graines (Vance etal., 2003;
Graham et Vance, 2003).

2.1. Superficie et production des léegumineuses en Algérie

En Algérie, la répartition géographique de la culture des légumineuses se situe
principalement dans les régions de 1’ouest du pays, particuliérement dans les wilayas
de Mascara, Tissemesilt, Tiaret, Sidi bel Abbes, Mostaganem et Relizane (Hamadache,
2000).

Tableau 01. Superficie et production des léegumineuses en Algérie (2006-2012) (DSA, 2013)

Campagnes Superficie en Ha Production en Qx Rendement Qx/ha
2006/2007 20681 142940 7
2007/2008 20361 112110 5
2008/2009 22274 178404 7.6
2009/2010 21784 176512 8.6
2010/2011 23451 19847 8.6
2011/2012 22635 19522 8.8

Malgré leur rusticité, les fabacées n’occupent qu’une trés faible superficie
avec des rendements relativement faibles comme le confirment les chiffres récapitulés
dans le tableau ci-dessus. Avec un rendement moyen de I’ordre de 7 qx/ha, rendement
tres faible, cette culture nécessite un intérét scientifique permettant une amélioration des

techniques culturales.

-
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2. LE POIS CHICHE

2.1. Autoécologie du pois chiche

2.1.1. Origine

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est parmi les premiéres légumineuses
a graines domestiquées par [’homme depuis I’antiquit¢é (Van Der Maesen., 1987).
Il est originaire du Moyen-Orient, plus précisément du sud-Est de la Turquie
et de la Syrie (Smithson et al 1985, Singh 1997). Les données archéologiques rapportent
que des graines cultivées de cette espéce ont été trouvées a Ramad, pres de Damas,
et a Jéricho, respectivement depuis les années 9 200 et 8 500 ans A.J.C. L'expansion
de cette culture a été rapide dans les régions méditerranéennes par les Phéniciens (Ladizinsky,
1987). Davis (1969) et Ladizinsky (1975) ont découvert deux especes sauvages au Sud Est
de la Turquie et les ont dénommées respectivement Cicer echinospernum Davis
et Cicerreticulatum Ladiz. Ces deux espéces ne different pas beaucoup de Tespéce cultivée
Cicer arietinum L. et ont, en communs avec elle, des caracteres morphologiques.
Ladizinsky (1989), a indiqué que Cicer reticulatum Ladiz., a 2n chromosomes =16,
est identifié par des analyses des protéines et des enzymes, comme étant lancétre spontané
du pois chiche (Benmbarek, 2011).

2.1.2. Place du pois chiche en Algérie

En Algérie, le pois chiche est une légumineuse alimentaire produite aprés la féeve
et la lentille, il est cultivé pour étre consommée par les producteurs ou vendu
sur les marchés ruraux. Les efforts de la recherche agronomique qui ont porté
sur la sélection du poischiche, ont abouti a la sélection de 20 cultivars, dont 9 sont
en multiplication (ITGC, 1999). Le marché du pois chiche de type «kabuli» est tres
porteur, la production est limité par la faiblesse des rendements, rendant le pois chiche
peu compétitif par rapport aux autres cultures (Pluvinage, 1990).

Une augmentation des superficies agricoles et de la production de cette culture
a été signalée ces derniéres années au regard de la subvention accordée par I’Etat.
Toutefois, les rendements sont moyens, voir faibles environ puisque 22 ha ne donne
en moyenne que 178 gx soit a peine 8.0 gx/ha en 2009, selon les statistiques du Ministére
de I’Agriculture (2010).
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Il y a lieu de signaler que des travaux de recherche sont entrepris depuis plus
de 15 ans par les différentes structures nationales (Institut National Agronomique-INA
et Institut Technologique des Grandes Cultures-ITGC), ont porté essentiellement
sur des aspects de techniques culturales et de comportement. En effet trés récemment,
quelques lignées de pois chiche d’hiver sont actuellement en phase de production
de semence en station et chez certains agriculteurs, il s’agit de Chetoui et Flip (Chouaki,
2006).

Tableau 02: Evolution des superficies des productions et rendement de pois chiche
en Algérie (Ministére d’Agriculture, 2012)

Superficie Ha Production Rendement en Qx /Ha)

Année

1998-1999 29550 181430 6.1
1999-2000 27720 130700 4.7
2000-2001 19480 66610 3.4
2001-2002 19290 123120 6.4
2002-2003 19330 149710 7.7
2003-2004 22850 191020 8.4
2004-2005 23079 163670 7.09
2005-2006 23348 137270 5.88
2006-2007 21252 127058 6.0
2007-2008 20655 129132 6.4
2008-2009 22420 160857 7.3
2009/2010 21784 170512 7.6
2010/2011 23451 16847 7.3
2011/2012 22635 19022 8.3

2.2. Systématique

Le pois chiche appartient a la tribu des viciaes de la famille des papilionacées,
genre Cicer et espéce Cicer arietimum L. Les taxonomistes se sont accordés a diviser
le pois chiche cultivé enplusieurs types dont les principaux sont Desi et Kabuli
(Saxena et Singth,1987; Guignard, 1998).




Chapitre I Le pois chiche 2016

Dalhoumi et al., (1999) ont énoncé que 1’étude de la parenté génétique des huit
espéces annuelles sauvages du genre Cicer et de I’espéce annuelle cultivée a permis
de détecter la présence d’une variabilité interspécifique remarquable et d’établir
des relations phylogénétiques entre ces espéces. L’analyse biochimique de I’ADN de huit
especes de pois chiche annuel a montré qu’ils peuvent étre répartis en deux groupes
(ICARDA, 1992):

- Groupe I: C. arietinum, C. reticulatum, C. echinospermum;

- Groupe II: C. judaicum, C. cuneatum, C. bijugum, C. pinnatifidum, C. yamashitae ;
Sur la base de la distance génétique de I'ancétre Cicer arietinum L., Bergeret al., (2003)
ont indiqué que le genre Cicer comprend neuf espéces annuelles réparties en deux
groupes:- Groupe I: C. echinospernumL.C. reticulatum L. et I’espéce Ssauvage pérenne
C.anatolicum L.- Groupe II: C. bijugum,C. judaicumetC. pinnatifidum. Les genres
annuels sauvages les plus éloignés de Cicer arietinum L sont C. yamashitae,C.
chorassanicum et C. cuneatum (Benmbarek,2011).

L’espéce cultivée Cicer arietinum L. a un nombre chromosomique 2n = 16
(Ahmed, 1952, Sharma et Gupta, 1982). Pour les especes sauvages du genre Cicer,
certains auteurs annoncent que le nombre chromosomique est 2n = 14; alors que d’autres
annoncent que 2n = 16. Chez les espéces du genre Cicer, lyengar (1939) a remarqué

I’existence la différence des taille des chromosomes.

2.3. Différents types du pois chiche:

Du point de vue botanique, le pois chiche est représenté par trois grands groupes
morphologiquement  bien distincts et qui sont importants: Kabuli , Desi et Gulabi
(Ayadi,1986, Benmbarek, 2011)

e Type Kabuli: Plante a croissance érigée et a fleurs blanches, sont cultivé surtout
en Méditerranée (Brink et Belay, 2006). Caractérisé par un gros grain rond, de couleur
creme, de taille variable avec un poids de 100 graines supérieure a 25 g, ses fleurs sont de
couleur blanche. Graines moyennes a assez grosses (poids de mille graines > 250 g),
ridées, de couleur claire (Plancquart et Wery, 1991). 11 a été développé a T'ICARDA,
Sous dénomination ILC et FLIP (Singh et Reddy, 1990). Le type kabuli ne suporte pas
les gels et il est facilement infecté par les champignons telluriques. Au moment du semis,
la température du sol doit étre supérieure a 10 °C. En fait, un sol relativement chaud
permet une réduction de I’exposition des semences aux maladies, une germination des

graines et une émergence des plants rapides (Jaiswal et Singh, 2001).
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Type Desi: Plantes buissonnantes a folioles et fleurs relativement petites, a tiges
contenant du pigment d’anthocyane violacé et a fleurs d’un bleu violet, cultivé surtout
a I’Asie méridionale et en Ethiopie (Brink et Belay, 2006). Cultivé essentiellement
dans les pays du sud asiatique ou il présente environ 80 % de la production mondiale,
il constitue une source de génes de résistance pour les travaux de sélection. Caractérise
par de petites graines ridées, angulaires de couleur jaune a noire claire, (poids de mille

graines < 300 g) (Plancquart et Wery, 1991).

Type Gulabi: Présente des caracteres intermédiaires entre les deux précédents.
Caractérisé par des graines lisses et claires, d’une taille moyenne, le poids de 100 graines
est compris entre 15 et 25 g. prédomine en Asie. Il est utilisé dans de nombreux

croissement avec le type Kabuli (Plancquart et Werry, 1991).

2.4. Description morphologique du pois chiche
Le pois chiche est une légumineuse annuelle, autogame, herbacée, c’est une plante
haute, a port dressé, cultivée pour ses graines. Le semis du pois chiche se fait au

printemps dans la région Nord Méditerranéenne (Summerfield et al ; 1984).

2.4.1. Les feuilles et tiges

Le pois chiche est une plante  herbacée, étalée a érigée. Les feuilles sont
composées et recouvertes de poils, alternes, avec 7 a 17 folioles sessiles, ovales a
triangulaires et dentées; stipules 2-5 fides, de 3 & 5 mm x 2 & 4 mm; en position alternee
sur un rachis de 2,5 a 8 cm de long, cannelé sur le dessus, de 5 a 20 mm x 2 a 15 mm, a
bords fortement dentés dans les deux tiers supérieurs, pubescentes glandulaires des deux
cotés. Aprés émergence, la tige du pois chiche est herbacée et devient lignifiée avec 1’age
(Fig. 5). Les faces inférieures des feuilles sont couvertes par un duvet formé de poils uni
et pluricellulaires. Ces poils renferment des glandes qui synthétisent des acides
organiques tels que I’acide oxalique (Slama, 1998). Sa tige dressée ou rampante, simple
ou ramifiées dés la base est couverte par des poils uni et pluricellulaires anguleuse est de
20 a 100 cm de haut, atteignant parfois 1 metre (Duke, 1981; Ayadi, 1986). Selon les
génotypes de pois chiche, a une certaine hauteur, la tige se ramifie en deux ou
trois branches pour donner des ramifications secondaires et par la suite des ramifications
tertiaires (Duke, 1981; Ayadi, 1986).
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Photos 01: Morphologie de la plante: (A) Feuille composée del6 folioles (B) Fleur

zygomorphe (C) Gousses ouvertes montrant la graine (D) Fruits a maturité et
Graines
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2.4.2. Les racines

Les racines composés sont pivotantes étalées, atteignent 1 & 2 m de profondeur,
la plupart des racines secondaires se trouvent dans les premiers 15 a 30 cm de profondeur
dans le sol (Duke, 1981). Les racines latérales portent de gros nodules permettant
la fixation de 1’azote atmosphérique pour satisfaire 80 % des besoins de la plante en azote
assimilable (Bouzerzour, 1998). Cette fixation symbiotique est a son optimum
a la floraison et chute trés rapidement par la suite (Slama, 1998). Dans les zones humides,
les sols salins, lourds, stagnants et a réchauffement lent au printemps, les racines
ont un développement limité reduisant ainsi la fixation symbiotique de 1’azote
(Jaiswal et Singh, 2001).

2.4.3. Les fleurs

L’Inflorescence réduite a une fleur auxiliaire unique; leur couleur généralement
vert-jaunatre et vert fonceé, leur nombre est variable selon les variétés. Les fleurs peuvent
étre blanches, bleues ou violettes, solitaires et pédonculées, bisexuées, papilionacées;
de 3 a 20 mm de long, récurvé au moment de la fructification, le calice campanulé, tube
de 3 a 4 mm de long, dents lancéolées, de 4 -5 mm de long, a nervures médianes
prononcées, corolle  blanche, rose, violacée ou bleue, étendard obovale,
de 8 a 10 mm x 7 a 17 mm munie d’un large onglet, ailes obovale de 6 - 9 mm X environ
4 mm, articulées, carene de 6 a 8 mm Xx environ 3 mm munie d’un onglet long
de 2 a 3 mm; étamine 10, 9 réunies sur 4 a 5 mm et 1 libre, anthére basi-dorsifixes; ovaire
supérieure, sessile, ovale, de 2 a 3 mm x 1 a 1,5 mm. Un loculaire, style incurvé,
de 3 - 4 mm de long, stigmate petit (Vander Maessen, 1972).

L’apparition des premieres fleurs dépend de plusieurs facteurs tels que la précocité
de la variété, la date et la densité du semis et des techniques culturales. La floraison est rapide
durant les jours longs et est lente durant les jours courts, dure, selon les génotypes
de 30 a 45 jours. Toutefois, comme lepois chiche est une espéce a croissance
indéterminée, sous des conditions hydriques favorables et des températures clémentes,
les branches continuent a se développer, a fleurir et a produire des gousses et des graines
(Fig. 6) (Leport et al, 2006). Les premieres fleurs, dites pseudo-fleurs ou fausses fleurs,
sont imparfaites et ne donnent pas de gousses. L’apparition des fleurs imparfaites est liee

aux variations des conditions climatiques (Roberts et al., 1980).
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2.4.4. Les gousses et graines

Le fruit est une gousse de forme globuleuse, renflée, rhomboide - ellipsoide de
12 - 35 mm x 8 -20 mm, densément pubescente glanduleuse, a 1 a 3 graines presque
rondes. Le poids de 1000 graines varie de 200 a 600 grammes (Vander Maessen, 1972,
Saxena et Sing, 1987). Elle peut comporter de 1 a 3 graines qui peuvent étre lisses ou
ridées, globuleuse a anguleuse obovoide, de 5 414 mm x 4 a 10 mm, & rainure médiane et
a bec bien distinct surplombant le hile, créme a brunes, vertes ou noires (Summerfield et
al, 1984; Van der Maesen, 1987)

Ii1sse Rugeus Tuabercul euvass
(Laumontest Chewvassus, 1956)

Photos 02: Forme des grains de pois chiche

2.5. PHYSIOLOGIE DE LA PLANTE

La durée du cycle de développement du pois chiche est tres variable
chez les variétés, il dépend de la chaleur et de I'humidité disponible dans le sol (Jaiswal
et Singh, 2001).

La croissance et le développement du pois chiche peuvent étre divisés en cing
stades phénologiques selon (Plancquart et Werry, 1991). La durée de chaque stade
est fonction du cultivar, du photopériodisme, de la température et de I’eau
(Saxena et Singh, 1987). Le stade germination levée est caractérisé par le passage
le passage de la graine de la vie ralentie a la vie active affectant ainsi la sortie
des racines séminales et la coléoptile qui pousse vers la surface.
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Le stade croissance et ramification est repreésenté par la ramification des tiges,
le développement des bourgeons. Ce stade est suivi du stade floral qui est marquée
par D’apparition et le développement des ébauches florales, suivie par un effectif élevé
en fleurs et un rendement en gousse appréciable. La date et le taux de floraison
sont déterminés par la réponse du génotype a la longueur du jour, a 1’élévation
de la température, ou généralement, aux effets additifs de ces deux facteurs climatiques
(Berger etal., 2006). La date de floraison est particulierement sensible & la sécheresse,
elle a un effet direct sur la date de maturit¢ et sur le rendement final de 1’espéce
(Summerfield et al., 1996).

Le stade de fécondation et de formation des gousses, le pois chiche est auto-
fécondable, le pollen est libéré pour la pollinisation des fleurs quand les étamines arrivent
a maturité et deviennent déhiscents. Le dernier stade est représenté par la phase
de maturation qui se caractérise par un jaunissement des gousses accompagné d’une chute
des folioles et d’un durcissement des graines.

Le pois chiche est considéré comme étant une plante de jour long, plusieurs
cultivars se développent rapidement apres vernalisation. Une durée relativement longue
du jour favorise la floraison (Summerfield et al; 1979; Ould Said, 2005). Cependant
les jours courts la retarde et augmente la croissance vegétative. L'intensité de la lumiere
et la durée d’éclairement sont des facteurs importants pour la  nodulation
d’ou une exigence en aire écologique de cette famille qui préfére les endroits ensoleillés
et a longue durée d’éclairement. Ainsi, selon la durée de ce stade on peut partager le pois
chiche en variétés précoces dont la durée de semis jusqu’a la récolte est de 120 a 150

jours et les variétés tardives dont la durée est de 150 a 180 jours (Robert et al., 1980).
2.6. EXIGENCES ECOLOGIQUES DU POIS CHICHE

2.6.1. Exigences édaphiques

Le pois chiche est peu exigeant en qualité du sol, mais préfere les sols lourds,
meubles, profonds, plus ou moins de texture limoneuse et argilo siliceuse de couleur noire
rougeatre ou noiratre, bien drainés, avec une bonne capacité de rétention, il redoute
les sols calcaires, les sols secs aussi qui prédisposent la plante a donner des graines
a mauvaise cuisson (Jaiswal et Singh, 2001, Berger et al., 2003). Le pH du sol favorable

a cette culture se situe entre 6 et 9 (Braune et al, 1988).
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Il est sensible & wune mauvaise aération du sol et tolere la salinité
(Saxena et Singh, 1987). Les besoins en humidité dans le sol de la plante sont de 15-40%
pendant la germination et le développement de la graine, mais 1I’humidité excessive du sol

a la floraison réduit le rendement en grain (Wery et al, 1994).

2.6.2. Exigences climatiques:

2.6.2.1. Température:

Le pois chiche est une plante rustique qui tolére les fortes températures
avec un optimum situé entre 21°C et 29°C pendant le jour et entre 15°C et 21 °C pendant
la nuit, assure un bon développement végétatif du pois chiche (Verret ,1982, Girrard
,1985). Les basses températures, inférieure a 5C° inhibent la formation des gousses.
Le pois chiche ne tolere pas le froid, excepté quelques variétés qui peuvent supporter

des températures allant jusqu’a - 8°C.

2.6.2.2. Besoin hydrique

Grace a son systeme racinaire profond, le pois chiche est doté d’une certaine
rusticité et d’une tolérance a la sécheresse (Verghis et al.,, 1999), il peut extraire 1’eau
a partir des couches profondes allant jusqu’a 1.50 m. (Duke, 1981, Keating et Cooper
,1983). Les besoins physiologiques en eau se situent entre 300 et 400 mm.
Sa consommation en eau est estimée entre 110 et 240 mm par an, pour produire
des rendements en graines allant de 9 a 30 gx /ha en semis d’hiver (Singh et Bushan,
1979). La phase critigue pour les besoins en eau et entre les phases phrénologiques,

en fin de floraison (Verghis et al., 1999).

2.7. Intérét du pois chiche:

Cette plante se distingue tant par ses qualités nutritives, fourrageéres
qu’agronomiques et écologiques. Le pois chiche a wune forte capacité a prélever
une grande partie de I’azote de 1’air N2 et par conséquent sa capacit¢é a modifier

le pH de sa rhizosphére par 1’exsudation de H+ (Tang, 1997).
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2.7.1. Intérét sanitaire du pois chiche:

Au méme titre que les autres légumineuses, le pois chiche apporte des protéines
et des sels minéraux, traditionnellement, le pois chiche était utilisé pour soigner les plaies,
pour eéviter les infections en poudre, et en cataplasme contre les furoncles en poudre.
Le pois chiche est aussi utilisé en phytothérapie pour ses nombreuses propriétés, il serait
énergétique, diurétique, antiseptique urinaire, stomachique (Nene, 1987). Le pois chiche
contient des fibres alimentaire et de 1’amidon résistant bénéfiques pour la santé
intestinale ce qui entraine une augmentation du nombre de bifido bactéries (bactéries
bénéfiques du gros intestin) (Queiroz-Monici et al,2005). Il a été aussi indiqué
que la consommation de pois chiches donne une réponse glycémique  plus faible
chez les personnes qui souffrent de diabéte (Zul et Macarulla, 1999, Panlasigui et al,
1995, Nestel et al, 2004, Najmul et al, 2015).

Le pois chiche est pauvre en matiéres grasses, et sans cholestérol, des études,
il a été démontré que la consommation du pois chiches pendant 16 jours menait
a une diminution des concentrations sanguines de cholestérol total et LDL
(Zulet et Macarulla, 1999).

2.7.2. Intérét nutritionnelle

L’Algérie a importer plus de 355 millions de dollars pour combler les besoins
de la population en légumineuses (Stat; Canada, 2007). Environ 8-10% des graines
du pois chiche sont utilisées pour la nutrition humaine, en vue de leur richesse
en protéine de bonne qualite, ils sont trés riches en lysine, arginine et acides aminés
dicarboxyliques, utilisée en pharmacologie, comme I’arginine qui représente un substrat
de base pour la synthese du Mono oxide (NO); molécules impliquées dans la signalisation
des pathologies chez les végétaux et les mammiféeres (Cortés-Giraldo et al, 2016).
Mais carencées en acides amineés soufrés ainsi qu’en tryptophane et thréonine
(Combe et al, 1991). La teneur en protéines est de I’ordre de 20 a 25%, certaines lignées
atteignent 28,9% (lserin, 1997).

Les grains germés sont riches en lipides polysaturé (57%) et faible en lipides
monosaturé  (28%) (Ouazib et al, 2015). Le pois chiche est aussi  utilisé
pour D’alimentation fourragére animale a concurrence de 17% et seulement
2-7% pour des interéts industriels (FAO, 2007). Cet aliment renferme un taux élevé

d'oméga-6 par rapport aux oméga-3.
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Tableau 03: Valeur nutritionnelle moyenne pour (100 g) de pois chiche
(Source: Table de composition nutritionnelle des aliments Ciqual 2013)
Composés Qtité
Apport énergetique 1288 kJ | Vitamines
Fibres alimentaires 15,5 g Provitamine A 0,180 mg
Protides 18,6 g Vitamine B1 0,518 mg
Eau 8,77 ¢ Vitamine B2 0,134 mg
Cendres Totales 2949 Vitamine B3 (ou PP) 1,7 mg
Glucides 443 Vitamine B5 1,3 mg
Amidon 41,89 g Vitamine B6 0,560 mg
Sucres 241g Vitamine B9 0,340 mg
Lipides 5,92 g Vitamine C 5,1 mg
Acide linoléique 2593mg | Vitamine K 0,264 mg
Acides aminés Minéraux & Oligo-éléments
Arginine 1480 mg | Caleium 124 mg
Cystine 280 mg Chlore 80 mg
Histidine 530 mg Chrome 0,0051 mg
Isoleucine 1140 mg | Cobalt 0,0011 mg
Leucine 1460 mg | Cuivre 0,448 mg
Lysine 1370 mg | Fer 6,1 mg
Meéthionine 260 mg Magnésium 126 mg
Phénylalanine 960 mg Manganese 2,7 mg
Thréonine 700 mg Nickel 0,160 mg
Tryptophane 160 mg Phosphore 332 mg
Tyrosine 660 mg Potassium 800 mg
Valine 980 mg Sodium 23 mg
Zinc 2,4 mg
Folats 557Ug



http://www.anses.fr/TableCIQUAL/index.htm
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fibres_alimentaires
http://fr.wikipedia.org/wiki/Provitamine_A
http://fr.wikipedia.org/wiki/Protides
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_B1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Eau
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_B2
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cendres_Totales
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_B3
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glucides
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_B5
http://fr.wikipedia.org/wiki/Amidon
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_B6
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_B9
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lipides
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_C
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vitamine_K
http://fr.wikipedia.org/wiki/Oligo-%C3%A9l%C3%A9ment
http://fr.wikipedia.org/wiki/Arginine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Calcium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cystine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlore
http://fr.wikipedia.org/wiki/Histidine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chrome
http://fr.wikipedia.org/wiki/Isoleucine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cobalt
http://fr.wikipedia.org/wiki/Leucine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cuivre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lysine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fer
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9thionine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Magn%C3%A9sium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ph%C3%A9nylalanine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Mangan%C3%A8se
http://fr.wikipedia.org/wiki/Thr%C3%A9onine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Nickel
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tryptophane
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphore
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tyrosine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Potassium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Valine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Zinc

Chapitre I

Le pois chiche

2016

F



Chapitre 11 Les contraintes biotiques et abiotiques 2016

Les bouleversements climatiques actuels et la dégradation des milieux
(naturels et agricoles) rendent particulierement aigie la question
de la compréhension des relations entre les plantes et leur environnement fluctuant.
Les végétaux sont particuliérement eXposes a différentes sources
de stress de types biotiques, dus a une agression par d’autres organismes
et abiotiques. D’un point de vue d’agronomes et de physiologistes, les deux facteurs
impactent de  facon  comparable sur le rendement et/ou la  qualité
de la production, ils diminuent la valeur sélective des plantes (Zhu, 2002;
Benhamou, 2009). Il empéche la plante de réaliser I’expression de son potentiel
génétique  pour la  croissance, le  développement et la  reproduction
(Jones et Qualset, 1984). Ce qui aboutissent a [D’acquisition des plantes

des mécanismes de tolérance ou de résistance (Levitt, 1972 ; Gravot, 2009).

Stress secondaire :
Stress oxydatif
Stress osmotique
Perception
du signal Senseurs, Canaux Ca?*, HK N
Transduction du &
signal 2™ messagers, MAPK, SOS, CDPK
Contréle Facteurs de transcriptions, (CBF, HSF) [«
de la transcription

ﬂ

Activation de
genes

Mécanismes de
réponse au stress

Résistance ou tolérance au stress

Figure 01: Représentation générale de la réponse au stress chez les plantes
(Wang et al, 2003)
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1. Les contraintes de la production du pois chiche

La culture du pois chiche a connu durant la décennie une évolution progressive
sur le plan des superficies et de consommation et une évolution régressive en termes
de  productivitt ~ (Ministére  d’Agriculture ~ d’Algérie,  2007). Les  contraintes
de développement des légumes secs, y compris le pois chiche ont été abordées
par de nombreux auteurs dont (Zaghouane et al, 1997, Ould said, 2005, Melakhessou,
2008). Parmi ces contraintes, on trouve des contraintes techniques due aux manques
de semences certifiées, ainsi que les contraintes socio-économiques (Melakhessou,
2008). Les contraintes biotiques et abiotiques représentent les principales contraintes
de la production du pois chiche qui contribuent aux fluctuations du rendement
quantitatif et qualitatif (Upadhyaya etal., 2005, Melakhessou, 2008).
Parmi les caractéristiques utilisables il y a la capacité de fixation symbiotique,
la hauteur de la plante, la résistance a [’égrenage, la résistance aux maladies
cryptogamiques et la tolérance aux stress abiotiques (Singh et Saxena, 1990).
Il a été indiqué que les pertes du rendement en graines dues aux stress abiotiques qui ont été évaluées
a 6 400 000 t, sont sensiblement plus élevées que celles engendrées par les stress biotiques
qui sont de I’ordre de 4 800 000t (Ryan, 1997, Benmbarek, 2012).

r
m | Maladies
Sécheresse
et salinité
m | Chaleur
Froid
]
Insectes
o Autres
=

Figure 02: Importance (en %) des facteurs qui affectent les cultures de pois
chiche (Cicer arietinum L.) (Singh et al., 1994)
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1.1. Les contraintes biotiques

Les différents stress biotiques (virus, bactéries, champignons) aboutissent
a linvasion de la plante et au développement de la maladie pour realiser
tout son cycle de vie ou une partie seulement, il abesoind’une plante hote
afin de [Dutiliser aux dépens de celle-Ci (Lamb, 1989). Néanmoins,
pres de 15 % des récoltes sont perdues suite aux invasions de microorganismes,
et ce malgré I'emploi massif de produits phytosanitaires qui ne sont pas sans
conséquence pour l'environnement. De nombreuses études se sont développées
sur la compréhension des mécanismes de résistance et/ou de défense de la plante,
dans I’espoir de diminuer [’utilisation des produits phytosanitaires (Hopkins,2000 ;
Benhamou,2000).
1.1.1. Les champignons parasites du pois chiche

Les champignons appartiennent au monde  végétal et constituent

I'un des groupes des étres vivants les plus vastes puisqu'on dénombre plus
de 200 000 a 250 000 especes (Hoog, 1995). Environ 80 % des maladies
des céreales et des légumineuses cultivées, sont dues a des champignons

microscopiques, ces derniers détruisent chaque année une bonne partie (environ ¥i)

des récoltes mondiales (Lepoivre, 2003 ; Geigy et al 1985).
De nombreuses espéces de champignons vivent dans le sol, la plupart
sont uniquement saprophytes, mais un certains nombres peuvent en outre

se développe aux dépense vivantes, et ils sont alors a I’origine de graves affections.
Certains champignons sont de véritables parasites a pouvoir pathogéne élevé, d'autre
sont des parasites opportunistes qui ne peuvent s'installer que sur des plantes
affaiblies ou blessées (Hoog, 1995).

Plus de cinquante agents pathogénes du pois-chiche ont été recensés.
Un grand nombre d’entre elles occasionnent des dégits assez importants
(Nene et al1987). Les maladies du pois chiche diminuent sa valeur sélective
qui entraine toujours des pertes considérables de la production.
Plus de 10 % de la production potentielle mondiale est perdue, durant la croissance
de la plante en affectant sa qualité nutritionnelle et sa valeur aprés leur récolte
qui  s’¢léve jusqu'a 40% de la production potentielle. En fait, durant son cycle

de développement, le pois-chiche est soumis aux champignons telluriques
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phytopathogénes  come  I’anthracnose  (Ascochyta  rabiei), le  flétrissent
(Fusarium oxysporum fsp cicer), la foreuse des gousses, les nématodes, les virus
(Labdi in Saxena et al, 1990; Nene et al, 1996; Sayoud et al, 1999, Upadhyaya
et al., 2005).

1.1.2. Impact du Pythium.sp sur le pois chiche:

Ces  champignons peuvent causer I’inhibition de la  germination
des grains, ou I’altération de la rhizogenése des grains qui ont réussi a germer
(Zehhar et al, 2005). En effet les travaux de (Dhawan et al, 1991; El oirdi et al;
1996) ont montré que les espéces de Pythium sont capables d’induire aussi bien la
fonte de semis de pré-émergence que celle de post-émergence, chez diverses
essences vegeétales.

Les Pythium sont des agents phytopathogénes qui infectent en général
les graines en germination, les jeunes plantules et les tissus succulents et provoquent
leur pourriture (Raynal, 1980, Davis et Bockus, 2001, Kucharek et Mitchell, 2000).

Le pouvoir pathogéne de cette espece est variable, les symptomes
des Pythioses sont aussi divers que sévéres dans la majorité des cas, c’est la fonte
des semis qui est observée. Elle débute dés le stade de semence et menace ensuite
les jeunes plantes pendant une courte période de 15 a 20 jours avant la lignification
des tissues (Davis et Bockus, 2001, Kucharek et Mitchell, 2000).

1.1.3. Impact du Fusarium.sp sur le poischiche

Les Fusarium sont des champignons ubiquistes dans les sols, certains
d’entre eux sont pathogenes et responsables des fusarioses vasculaires qui entrainent
des pertes économiques considérables sur un grand nombre de légumineuse
(Belabid et al,2000). En Algérie cette maladies a été observé au centre et a I’est
(Labdi in Saxena et al, 1990), moins fréquente a I’ouest (Bouznad et al., 1996).
Le champignon FOC s’installe sur les grains et le sol, il peut survivre sur les débris
de la plante jusqu’a six ans (Haware et al., 1978). Ces organismes, en infectant
les plantes provoquent des manques a la levée, altération de la croissance,
des necroses et des graines de mauvaise qualité (Pande et al, 2007, Muhammad et al,
2010). Deux symptomes se manifestent; jaunissement des feuilles et brunissement

des vaisseaux vasculaires qui entrainent la mort de la plante 40 jours
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aprées I’inoculation avec le pathogéne. Les plantes jeunes sont caractérisées
par un flétrissement et la mort rapide, le développement lent des chloroses entrainent
une défoliation compléte de la plante et sa mort rapide, aprés 20 jours seulement
(Jimenez-Gasco et al., 2004, Arvayo-Ortiz et al, 2011).

Le flétrissement du pois chiche est une maladie causeée par le Fusarium sp.,
dont le plus fréquent est Fusarium oxysporium ciceri. La moyenne de la production
perdu chaque année est estimé de 10% a 90% dans les sols affectés
(Jimenez-Diaz et al, 1989; Singh and Reddy, 1991). Le Fusarium.sp, affectent
le rendement du poischiche, soit en réduisant le taux des graines germées,
soit en augmentant le taux des graines infectées qui sont caractérisés par de petite
tailles et qui sont incapables de germer (Chaithra, 2009).

Cette variabilité est due a la sévérite de la maladie et du type des symptobmes
(Zemouli-Benfreha et al, 2014). Ils induisent une chlorose des plantules, qui évolue
par la suite en une nécrose géneéralisée. Une graduelle accumulation
des polysaccharides a été observé, accompagné par un dép6t de callose au niveau
des tissus endommagés du xyleme des racines du poischiche, ainsi
qu’ une dégradation de la paroi cellulaire (chitinase) ou la catalyse oxydative des
phénols (polyphénol oxydase) a été observée aprés I’inoculation avec le Fusarium.sp
(Joshi et al,2012).

Le Fusarium redolens (syn. F. oxysporum var. redolens) est un agent
pathogéne qui s'attaque a plusieurs especes de plantes. Il était souvent isolé a partir
de tissus nécrotiques et décolorés de racines et de collets provenant de pois chiches,
de pois, de lentilles et de blé dur. Des tests de pathogénicité comparative ont montré
que F. redolens, causait des lésions ou de la décoloration aux racines, aux collets et
aux pousses de blé dur, de pois et de pois chiches, il a un pouvoir de produire la
fumonisines et 1’acide fusarique (Abbas et al,1995). Il semble que F. redolens soit
courant dans I'écozone des prairies et qu'il puisse occasionner une baisse de
rendement en pois, pois chiches et blé dur (Taheri et al,2011).

Il est caractérisé par un mycelium blanc. Les macroconedies sont abondantes
avec 3 a 4 cloisonss et mesurant de 30 & 50 um. Les microconedies sont de forme

ovale a cylindrique, mesurant entre 6 a 13um de long (Lazreg, 2014)
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Figure  02: Fusarium redolens : a) macroconidies, b)microconedies,
c) sporodochie, d) chlamydospores (Lazreg, 2014)
1.2. Les contraintes abiotiques

C’est un facteur environnemental susceptible de déclencher
des modifications chimiques ou physiques dommageables. La salinité des sols,

la sécheresse, la température extréme, le froid, le gel, les wvents, 1’excés d’eau,
les radiations et les produits chimique comme les pesticides ou les métaux lourds
sont tous des conditions défavorables qui affectent la croissance et le rendement
des plantes (Rhodes et Orczyk, 2001, Hopkins, 2003). Chaque année, 20%
des terrains agricoles cultivés seraient ainsi dégradés, entrainant 30% de réduction
de la production (Tanji, 1990). Il est couramment admis aujourd'hui que la capacité
des plantes a survivre et se développer en situation de stress abiotique
est un caractere complexe et polygénique, ayant pour origine de nombreux processus
agissant de fagon additive et synergique (Parida et Das, 2005).

1.2.1. Stress salin

La salinitt des sols et celles des eaux d’irrigation désigne la surcharge
de ces derniers en sels minéraux solubles, prés de 25% des terres sont confrontées
au probléme du sel (Levigneron et al, 1995). La salinisation enregistrée
dans les écosystemes aride et semi aride résulte de forte évaporation d’eau a partir
du sol (Munns et al, 2006), d’une irrégulicre et insuffisante pluviométrie

(Mezni et al, 2002, Abdelly et al. 2008) ou de [I’irrigation le plus souvent mal
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contr6lée (Bennaceur et al, 2001). En région méditerranéenne, la superficie des sites

salés est estimée a 16 million d’hectares dont 3,2millon en Algérie (Hamdy ,1999).
Approximativement 40 % des surfaces agricoles sont caractérisés par la

présence d’un probléme potentiel de salinité (Zahran, 1999).plusieurs légumineuses

alimentaires sont cultivées et sont confrontées au stress environnemental

qui est a lorigine des faibles rendements (Merrien et Grandin, 1990).
Or, il est impératif d’améliorer Defficience de Iirrigation en s’orientant
vers la possibilit¢ d’utilisation des eaux salées pour I’irrigation quand

I’approvisionnement normal en eau se tarit (Radhouane, 2013).

En effet, I’exceés de sel dans le sol affecte la la plante a des degrés variables,
selon ce degré de salinisation toléré, on peut regrouper les especes végétales,
en halophytes et glycophytes. Les halophytes sont des plantes qui ont besoin
de sel pour se développer, ces plantes vivent toujours en milieu salé. (Hubac, 1990).

Ces plantes secretent les sels sous formes de trémies visibles a la surface
de leurs feuilles, lors des journées ensoleillées par I’éxclusion (Batamouny; 1993).
Chez de nombreux halophytes des vases salées, des quantités importantes de sels
peuvent s’accumuler dans les tiges feuillées, sans qu’il en résulte une forte
concentration saline, car au fur et a mesure que les sels parviennent aux organes
aeriens, ceux-ci deviennent charnus par développement de grandes cellules riches
en eau, assurant la dilution des sels (Levitt, 1980). Les glycophytes sont des plantes
qui peuvent vivre en milieu salé, mais qui se développent mieux quand
elles sont sur un milieu ne contenant pas de sel. Selon le degré de salinité
dans le milieu, ils sont exposées a des modifications de leur comportement morpho-
physiologique (Bennaceur et al.,, 2001), biochimique (Grennan, 2006) et minéral
(Martinez et al., 2012).

1.2.2. L’impact de la salinité sur le rendement des plantes:

L’accumulation de sel dans les tissus de plantes au-dessus de la normale
vont conduire a une certaine baisse du rendement et de la qualité des productions
(Lauchli et Eptein, Higazy et al., 1995).

]
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1.2.2.1. Impact de la salinité sur la germination

La présence excessive des sels solubles peut causer une inhibition
de la germination des graines, ainsi que le développement de la plante entiére.
Cependant, cet effet varie en fonction de [D’intensit¢ du stress et de la variété
des plantes et cela; soit en diminuant la quantit¢ d’eau et la vitesse de son absorption
par la graine, entrainant des conséquences sur l’activit¢ = métabolique
et sur la production des grains (Belkhodja et Bidai,2001; M’Barek et al.,2001),
soit par 1’accroissement de la pression osmotique de I’ecau d’imbibition qui est trop
élevé pour permettre la germination (Katembe et al.,1998), ou en augmentant
la pénétration d’ions qui peuvent s’accumuler dans la graine a des doses
qui deviennent toxiques (Debez et al.,2001).

En Algérie, les causes de la faiblesse de la productivit¢ du pois chiche
sont souvent d’ordre agro techniques liées aux conditions de semis (période, modes
des émis, semence), Mais les stress abiotiques sont aussi tres défavorables
pour sa culture, surtout pendant la période de floraison (Girrard, 1985).
La sensibilitt du pois chiche au sel a été démontrée dans plusieurs travaux
qui montre  que la germination du pois chiche est relativement moins affectée
par la salinitt que le stade de croissance (Geol and Vashnery, 1987;
Yadav et al., 1989).

Selon Bliss et al (1986), le retard de la germination des graines
ainsi que la diminution de la moyenne de germination journaliére chez plusieurs
génotypes de poischiche a cause de ['augmentation de la concentration saline,
est expliqué par le temps nécessaire a la graine de mettre en place des mécanismes
lui permettant d’ajuster sa pression osmotique interne. Le sel semble agir
sur les graines de pois chiche a la fois par ses effets osmotiques, qui sont réversibles,
et aussi par ses effets toxiques irréversibles, [’émergence de la radicule serait
controlée par 1’osmolarit¢ du milien (Kaya, 2008; Bruggeman et al,2002).
La diminution du taux de germination final correspond soit a une augmentation
de la pression osmotique externe, ce qui affecte 1’absorption de 1’eau par les graines
et/ou bien a une accumulation des ions Nat+ et Cl- dans I’embryon, cet effet toxique
peut conduire a laltération des processus métaboliques de la germination

et dans le cas extréme a la mort de I’embryon par excés d’ions (Groome et al, 1991).
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1.2.2.2. Impact de la salinité sur le développement de la plante

La résistance au sel dépend de la complexité anatomique et physiologique
de la plante (Zhu., 2002). Le NaCl peut nuire a leur croissance
et leur développement, a cause du changement du potentiel osmotique,
du désequilibre ionique et de la toxicité ionique dans les cellules (Guerrier., 1983).
Une diminution dans la croissance de D’appareil végétatif aérien et une stimulation
du développement racinaire ont été observées, ce qui cause une reduction
de la biomasse aérienne, de la hauteur et de la surface foliaire, ainsi que 1’inhibition
de la division et de I’expression cellulaire qui compte parmi les effets néfastes
de I’exces de sel (M’Barek et al., 2001 ; Zhu,2002 ; Jamian et al.2014).

La sensibilité de tous les génotypes du pois chiche augmente avec les stades
de développement des plantes et les concentrations de la salinité (Sheoran and Garg,
1983; Dua, 1992; Gandour, 2002 ; Kotula et al,2015). Kumar (1985) a également
indiqué que des stades ultérieurs de la croissance du pois  chiche
ont été les plus sensibles au sel. La mobilisation des réserves (exprimée par la
matiére scéche résiduelle) dépend de [I’activation des enzymes hydrolytiques. Ces
réserves, chez le pois chiche qui sont majoritairement de nature glucidique
(Khemiri,2004), sont hydrolysées par 1’amylase en sucres solubles et sont soumises
a la plantule pour les besoins  de sa croissance (Groome et al,1991).

L’effet de NaCl peut s’exercer sur I’activité enzymatique elle-méme, comme
sur le transport des produits de I’hydrolyse des réserves vers 1’embryon
(Gomes et al, 1983). Le rendement en graines est en corrélation positive
avec la hauteur des plantes (Arshad et al., 2004). La biomasse aérienne élevée
est un important indicateur d’un rendement en graines eélevé (BenMbarek, 2012).
La croissance ultérieure de la plantule serait limitée par la mobilisation
et le transport des réserves vers 1’axe embryonnaire, il réduit son rendement
de 26 a 38% selon la variété (Sadiki et Rabih,2001; Sohrabi,2008), en affectant
plusieurs parametres, tels que la morphologies de la plante, la réduction du nombres
des fleurs, le nombre des ovules fertiles qui influent ultérieurement sur le nombres
et la qualité des graines (Bishnoi et al., 1990; Sohrabi,2008).

En parallele, le sel affecte la photosyntheése et la fertilitt de la plante (Seeman
et Sharkey, 1986; Soussiet al., 1999), une progressive dégénération de la

chlorophylle, de Tactivit¢ du Rubisco et du développement de la plante
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par une altération des nombres et de la longueurs des tiges et racines et le taux des
graines, sous I’effet du sel a été signalé (Garg Neera et Ranju Singla,2005.

Le métabolisme et par conséquent la qualité des protéines et du nitrogéne
est aussi affectés par la salinité (Cordovillaet al., 1995; Mansour, 2000),
en réduisant certains acides aminé et augmentant d’autres comme 1’aspartate
et la proline (Chandrashekhar et al, 1986, Kukreja et al, 2005), les carbohydrates
(Soussiet al., 1999; Balibreaet al., 2000).Plusieurs recherches ont prouves
I’augmentation des teneurs en sucre chez le poischiche, sous I’effet du stress salin
(Kukreja et al, 2005; Muhammad,2009).

Le sel provoque un désordre dans la nutrition minérale des plantes et cause
un déficit de plusieurs nutriments et une augmentation du Na*(Cordovillaet al.,
1995; Grattan et Grieve, 1992; Mengel et Kirkby, 2001), la diminution
du K et Ca (Chandrashekhar et al, 1986, Kukreja et al, 2005), ce qui peut affecter
la croissance des plantules (Price et al, 2003).

Dans les conditions salines, la plante de pois chiche en croissance secréte
par des poiles glandulaires des feuilles, tiges et gousses le CI, dont les teneurs
sont plus élevés que le Na (Flowers et al, 2004).

Certains Ccomposés cellulaires  jouent un role d’osmoprotecteurs,
dont le taux est tres élevés au niveau des nodules pour favoriser la multiplication
du rhizobium (Flowers et al,2004), Ileurs r6le dans 1’augmentation du rendement
du poischiche a été démontré (Turner et al. 2007), et dans la protection

de la production (Serraj et Sinclair 2002, Pooja et al, 2009).

2. Stratégies de résistance des plantes aux différents stress:

Afin de contrer le stress la plante aura plusieurs mécanismes biochimiques
et moléculaires possibles qui agissent en synergie, et par lesquels la plante percoit
et répond aux différends stress, ces réponses sont presque identique en présence
du stress salin ou vis-a-vis des agents pathogeénes:

- La premiére étape est celle de la perception et reconnaissance du stress.
Dans le cas d’une interaction incompatible en présence des champignons,
elle conduit le plus souvent a la mort programmée des cellules attaquées

caractéristique d’une réaction hypersensible (HR), (Nurnberger et Lipka, 2005).
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Mais en cas de salinité cela conduit a la synthése de 1’acide abscissique qui module
I’ouverture des stomates (Urao et al, 2000).

- La deuxiéme ¢étape appelée transduction du signal consiste en [’activation
de cascades de signaux visant I’induction des réactions de défense, qui passe
par la synthése de protéines.

- La troisiéeme étape est caractérisée par [’activation des génes de défense codant
pour des protéines qui vont agir directement ou indirectement pour la protection
de la plante, Tels que les protéines de stress , activations enzymatiques, activation
de transporteurs et canaux et modification de la balance ionique et autres molécules
de défense créant un environnement défavorable a [I’invasion du parasite

(NUrnberger et Lipka, 2005) ou au stress salin (Urao et al, 2000).

2.1. Stratégies de résistance des plantes a la salinité :

En cas du stress salin il existe deux principales stratégies de tolérances
que les glycophytes utilisent; la compartimentation des ions toxiques au sein
de la vacuole de maniere a utiliser la paroi, le cytosol et les organites le mieux
possible pour stocker ou ajuster 1’osmolarité. Elle consiste a évacuer du cytoplasme
les ions [Na+] en exces vers la vacuole afin déviter leur effet toxique
(Flowers et al. 1995, Hanana et al, 2011).

Ce mécanisme de compartimentation vacuolaire est assuré par I'action
d'un antiport vacuolaire ([Na']/[H]) et grace a ce processus la cellule parvient
a maintenir une faible concentration de sodium dans le cytoplasme en minimisant
ainsi son effet toxique; et d  autre part, [’augmentation concomitante
de la concentration de sodium dans la vacuole va engendrer une forte pression
osmotique qui va favoriser I1’absorption d’eau et donc améliorer la turgescence
des cellules (Apse et Blumwald 2007, Horie et Schroeder 2004; Yamaguchi
et Blumwald 2005).

Aussi, pour limiter les conséquences d'un stress osmotique, les cellules
doivent mettre en place un dispositif permettant le maintien de [l'absorption d'eau
et la protection des structures les plus sensibles comme les membranes
et les systemes enzymatiques surtout dans les organes jeunes, c’est la stratégie
de [l'ajustement osmotique (Zhang et al., 1999; Sairam et Tyagi , 2004;
Amtmann et Leigh 2010, Radhouane, 2013).
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Ces osmolytes, généralement de nature hydrophilique, sont des molécules peu
chargées, mais polaires et trés solubles, ils peuvent adhérer a la surface
des protéines et des membranes pour les protéger de la déshydratation (Yancey et al.
1982 ; Sairam et Tyagi 2004).). Ces composés dérivent du metabolisme des acides
aminés ou des sucres, comme la proline, la citrulline, les bétaines, le saccharose,
le mannitol (Yokoi et al.,, 2002, Hanana et al,2011). Une autre fonction attribuée
a ces osmolytes constitue la protection contre l'action des radicaux oxygenes suite
au stress salin (Alia et al. 1995; Yamaguchi et Blumwald 2005).

Le phénoméne d’exclusion consiste a exclure le sodium du cytoplasme
vers l'extérieur de la cellule, de maniére a limiter la concentration en sodium
dans la cellule et la plante entiére en maintenant le potassium élevé et le sodium
bas dans le cytosol.

Dans ce cas, les plantes limitent I'entrée  des éléments salinset les rejettent
dans le compartiment apoplasmique (Yamaguchi et Blumwald 2005; Munns 2005).
Ces phénoménes d’exclusions passent par la sélectivité de la membrane racinaire,
ce qui peut résulter dune réduction de la perméabilité passive, de la présence
de transporteurs sélectifs et d'un transport vers le milieu extérieur des ions déja
absorbés (Apse et Blumwald 2007 ; Hasegawa et al. 2000; Munns 2005; Yamaguchi
et Blumwald 2005). Des modifications de la paroi ont été signalés par le changement
de sa composition chimique et de ces proprietés physiques, qui se lignifie
en situation de stress prolongé avec pour conséquence un ralentissement voire
un arrét de [I'élongation cellulaire (Ingram et Barte, 1996). Ils se traduisent
par la synthese de nouvelles molécules incluant les glycoprotéines riches
en hydroxyprolines, la callose et les composés phénoliques tels que la lignine
(Boudart et al. 2003; Menden et al. 2007), cutine et cires en cas de stress abiotique
(Lugan., 2008).

2.2. Stratégies de défense chez la plante contre les agents pathogenes:

Lors de l'agression d'une plante par un pathogene, plusieurs cas peuvent
se présenter, l'interaction entre la plante et le microorganisme peut étre compatible
si la plante ne réagit pas assez rapidement, et par consequence il va y avoir
une prolifération du pathogene (Abramovitch et Martin, 2004). Cependant,

il peut y avoir une interaction incompatible correspondant a une incapacité du
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pathogéne a infecter la plante (Nurnberger et Lipka, 2005). Certaines plantes
réagissent trés tot a la tentative d’invasion, en disposant de certains mécanismes
de défense qui se caractérisent par l’existence d’un systéme de défenses préformées
basées sur des polymeres hydrophobes de surfaces (Tsuba et al., 2002). Ce premier
niveau de résistance non hoéte est associé a des défenses passives (Bouarab, 2000,
Pépin, 2004, Kauffmann et al., 2009).

Les autres niveaux de résistance sont caractérisés par la mise en jeu
de  mécanismes de  défenses induites (ou  activées). Ceux-ci  résultent
de la reconnaissance initiale entre la plante et 1’agent pathogéne qui peut E&tre
générale ou spécifique.

Il s’ensuit une activation de cascades de signaux conduisant a [’induction
des génes de défense et a la synthese de plusieurs protéines et autres molécules
qui créent un environnement défavorable a I’invasion du parasite (Dietrich, 1996,
Bouarab, 2000).

Soit par une fragmentation de I’ADN nucléaire et I’induction d’endonucléases
spécifiques, ou par clivage de I’ADN nucléaire en nucléosome, soit par 1 altération
de la membrane plasmique et la lyse des cellules (Bestwich et al, 1995, Milter
et Lamb,1995, Levine et al, 1996, Ryerson et Heath,1996). C’est une réaction

d’hypersensibilité (HR) souvent considérée comme la réaction de defense la plus

efficace vis-a-vis des parasites, cette réaction est exprimée dans la plante
par le développement de Iésions pigmentée (brun sombre ou noire)
qui se produisent rapidement au site de l'infection et I’accumulation

d’une multitudes de molécules antimicrobien autour de la zone d’infection, touchant
peu de cellules et restreint le développement du microorganisme en le privant
de l'eau et des nutriments nécessaires a sa croissance ( Bailey,1983; Keen, 1990 ;
Bouarab, 2000).

Ces signaux peuvent s’étendre par la suite aux cellules adjacentes
conduisant a une résistance locale acquise; Local Acquired Resistance (LAR) puis
gagner |’ensemble de la plante empéchant ainsi d’éventuelles infections secondaires,
on parle alors de résistance  systémique acquise;  Systemic  Acquired
Resistance (SAR) (Durrant and Dong, 2004). Une fois activée, la SAR procure une
protection de longue durée, assez longue allant de plusieurs jours a plusieurs

semaines, contre toute attaque ultérieure par des micro-organismes pathogénes
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(Pieterse et al., 1998, Gohre et Robatzek, 2008, Ramirez, 2009). Il existe divers
signaux systémiques qui vont donc déclencher la SAR, ces messagers sont l'acide
salicylique, les protéines PR, l'acide  jasmonique, les phytoalexines
et enfin 1’éthyléne (Cameron et al., 1994; Uknes et al., 1992; Ward et al., 1991).

Parmi les mécanismes de résistance de la plante, pour contrer un stress
c’est la mise en place des mécanismes visant a Synthétiser des composés pariétaux
participant a la mise en place d'une barriere mécanique & la pénétration des agents
pathogénes par la synthese des glycoprotéines, lignine et cutine et cires en cas
de stress biotique (kolattukudy, 1996), des tannins, les inhibiteurs de protéase,

les cyanure et histamine (Benhamou et al. 1999, Bouarab, 2000).

[ Pathogéne "-,
-._\ -D -\ (-Q...”.#;
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| endogenes Barriére physique
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(Cascade MAPPK, acide defense induits
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Figure 03: Schéma simplifié des principales étapes des réactions de défense élaborées par
la plante suite a I’infection par un pathogene (Nurnberger et Lipka, 2005)
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3. Métabolisme biochimiques des plantes sous stress:

Les stress biotiques et abiotiques peuvent induire un dysfonctionnement
cellulaire allant jusqu'a la mort des cellules. Face a ces stress les plantes
ont développé des mécanismes cellulaires de réponse aux stress particulierement
flexibles qui leur permettent de s'adapter efficacement. La résistance des plantes
aux stress biotiques et abiotiques est un caractere multigénique qui dépend
de la combinaison dun grand ensemble de génes, de protéines et de voies
métaboliques qui agissent de concert (Chaves et al, 2002).
3.1.La photosynthese

En raison de leur capacité de photosynthese, les plantes peuvent produire
de grandes quantités d'hydrates de carbone en utilisant I'énergie du soleil, de I'eau
et du CO2. Cependant, comme tous les organismes, les plantes doivent aussi
produire des acides nucléiques, des protéines et diverses autres molécules potentiels
de [Dagriculture, de D’alimentation et de I’environnement. Néanmoins, |’excés
de sel réduit la capacité photosynthétique causé par la fermeture des stomates,
ce qui limite DI’entrée du CO2 et en conséquence accélére la sénescence naturelle
des feuilles (Zhu, 2002; Munns, 2002). La salinit¢ affecte ['ultra structure
des chloroplastes (Ackerson, 1981 ; Salama,1994), et plus particuliérement
celle des granas (Baker,2002; Rahman , 2002). Le stress salin induit
une perturbation de la composition lipidique et protéique au niveau de la membrane
cellulaire, notamment des membranes chloroplastiques et vacuolaires, affectant
ainsi sa stabilité (Alem et Amri.,, 2005) en augmentant la perméabilité membranaire
(Lutts et al., 2004) et provoque la perte de I’enveloppe chloroplastique, 1’apparition
de gouttelettes lipidiques et la dégradation des membranes thylakoidiennes
chez le petit pois (Olmos, 1996), et I’accumulation des graines d’amidon
a été également souvent rapportée (Salama, 1994; Keiper,1998).

Une faible  production d’énergie par la photophosphorylation et la photo-
respiration (Hanana,2011). Il y a des pathogénes foliaires qui réduisent la surface
photosynthétique  du  feuillage, les pathogénes des tiges et  des pousses
qui entrainent une diminution de la croissance en interférant

avec les mouvements de I’eau et des nutriments. (Cherubini et al. 2002).

#]
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3.2. Les composés protéiques :

Les protéines jouent différents rbles dans I'organisme; structure (maintien de
la  membrane plasmique) ou métabolisme (enzymes ; protéines  porteuse).
Les changements tant qualitatifs que quantitatifs au niveau des protéines en réponse
aux stress permettent une modulation des voies métaboliques et donc une meilleure
protection de l'organisme. Le stress active des protéases et des lipases qui détruisent
et recyclent les protéines et membranes endommagees par la contrainte

(Ingram et Barte, 1996, Munnik et al., 2000).
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Figure 04: Apercu de quelques protéines de stress (Timperio et al. (2008)

Il en résulte une augmentation de la synthése de protéines particulieres
protectrices qui interviennent dans la régulation des différentes formes de réponses
aux stress biotiques et abiotiques parmi lesquelles les proteéines qui participent
directement a la tolérance aux stress et celles qui participent a la régulation
de la signalisation intracellulaire et a la régulation de I'expression des génes

inductibles par les stress (Kosova et al.2011).
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3.2.1. Proteines induites par le stress biotique:

> Les protéines de défenses (Pr): les plus importantes sont les protéines PR,
n’existent pas naturellement dans la cellule, ils sont des protéines de stress végétal.
Plusieurs ont été identifie chez les espéces végétales monocot et dicotyledones,
(Bouarab 2000). Elles possedent les particularités physico-chimiques d’étre trés
stables en milieu acide et de résister a 1’action des protéases, qui sont des enzymes
produites par la plante elle-méme ou par le pathogene pour dégrader les parois.
Grace a ces propriétés, les protéines PR peuvent subsister dans des milieux
défavorables comme la vacuole ou les espaces inter-cellulaires qui sont occupés
par les agents pathogénes (Heitz, 1995, Benhamou, 1999, 2009). Certains comme
les PR2 et PR3 auraient une action enzymatique, ils sont capables de dégrader
les parois des champignons et des bactéries, libérant ainsi des fragments de chitine
et de glucane (Heitz, 1995; Bouarab, 2000). Les residus de cette dégradation
sont en effet souvent des signaux permettant a la plante d'identifier le pathogéne
(Abad et al, 1996; Bouarab,2000). D’autres ont des activités antifongiques
tels que les PR1 et PR4, en interagissant avec les membranes plasmiques
du pathogenes (Nidermann et al, 1995 ; Abad et al, 1996).
Certaines sont des peroxydases qui interviennent dans 1’in  solubilisation
des protéines et des composés phénoliques permettant ainsi, le renforcement
de la paroi (Fritig et al, 1998). Tout un panel de protéines ont éteé identifiés
en relation avec I'établissement de la SAR (Aimé et al, 2008).

» Les protéines riches en hydroxyproline (HRGP) :

On observe dans la structure primaire deces protéines une succession
d'hydroxyproline, ces protéines facilitent la fixation des lignines avec la paroi.
Ce sont des protéines qui forment un réseau serrés, empéchant ainsi la pénétration
du pathogéne, et possédant aussi des propriétés d’agglutiner les bactéries réduisant
ainsi leur mobilité (Benhamou, 1996; Bouarab,2000).

» Protéines G
Ces protéines G  (GTPw»binding proteins», ~ Jouent un rdle  important
dans le processus de la germination ou de la croissance (Ullah et al, 2001, 2002),
ces proteines sont associees a des récepteurs membranaires et constitue
I’'un des événements les plus précoces aprés 1’étape de reconnaissance du pathogéene
(Assman,2002).
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Ces protéines sont aussi impliquées dans la transduction du signal
et l’induction des réactions de défenses de la plante. Elles permettent également
I’expression d’autres éveénements de la transduction intracellulaire
(Suharsono et al, 200é ; Booker et al, 2004) par la transmission du signal aux canaux
ioniques (Roos et al, 1999). lls sont impliquées dans la biosynthése des métabolites
secondaires (Kurosaki et al, 2001 ; Ortega et al, 2002).

> Les peptides antimicrobiens :

Ces peptides sont fortement synthétisé par les plantes en réponse
a une agression a un pathogenes, tels que les thionines et les défensives
(Terras et al,1995; Broekaeret et al,2004). Les thionines sont majoritairement
localisées dans la vacuole (Bohlmann et Appel,1991), ils sont supposés agir
sur 1’agent pathogéne apres la mort des cellules végétales et la libération du contenu
vacuolaire, ils modifient la permeéabilitt ~membranaire chez les champignons
par linflux du calcium (Ca™) et efflux du potassium (K*) et protons, suivi
d’un relargage du contenu cellulaire (Thevissen et al,2003). Les défensives
sont supposés penétrées par la membrane du champignon et inhibent sa croissance
(Thevissen et al, 2003).

3.2.2. Protéines induites par le stress salin:

Une analyse protéomique a permis de révéler 85 protéines foliaires
dont les niveaux d’accumulation varient de maniere significative
lors de I’application du stress salin, ces protéines  montrent des changements
soit de leur état d’oxydation (carbonylation; 40 protéines) et/ou de S-nitrosylation
(49 protéines), les voies de biosynthéses sont réorientées (Tanou et al.,, 20009,
Léveillé, 2013). Parmi lesquelles:
> Les protéines impliquées dans la transduction du signal et le contrdle
de la transcription telles que les protéines kinases, les phospholipases,
les phosphatases ou les facteurs de transcription (Timperio et al, 2008).
> Les protéines impliquées dans les mécanismes régulés de signalisation,
tels que le métabolisme carboné des parois (Wang et al.,, 2003), et interviennent
dans les mecanismes de régulation mis en place en réponse aux stress (Kosova et al,
2011)
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» Les protéines LEA “late-embryogenesis-abundant” : S'accumulent pendant la
déshydratation des graines, a la fin de I'embryogenése, ils saccumulent également
dans les tissus végétatifs en réponse a une déshydratation. Ces protéeines
sont largement  distribuées dans le  royaume végétal ; des  fougeres
aux angiospermes, jouant un rdle approprié en réponse a un etat environnemental
défavorable, capables de se lier aux protéines instables pour faciliter
leur conformation active aprés traduction, aider a leur transport, ou prévenir
les phénomeénes de dénaturation et d'agrégation et promouvoir leur renaturation
(Iba, 2002 ; Vinocur et Altman, 2005, Battaglia et Covarrubias, 2013).

> Protéines de transport de type ABC stabilisation des membranes.

> Protéines d'‘élimination des especes radicalaires activées de l'oxygene (ROS)
qui peuvent détruire les cellules durant le stress en réponse a la production
des molécules comme le peroxyde déshydrogénase (H202), tels que 1’ascorbate
péroxidase et le super oxyde dismutase  (Zhu, 2002 ; Jabnoune, 2008; Hanana
et al,2011).

> Protéines dites "extensines" (hydroxyproline-rich glycoproteins) ont été tres
étudiées car leur expression et leur présence dans la paroi sont modulées

par les stress abiotiques (Yoshiba et al., 2001, Merkouropoulos et al., 2003).

3.3. Les Acides Aminés

La synthése et la dégradation de certains acides aminés (proline, glutamine,
asparagine et glycine-Mtaine) (Belanger et al, 1990; Moulineau, 1993) font partie
des exemples les mieux connus des mécanismes osmotique des plantes vis-a-vis le
stress (Ober et al., 1994 ).

L’accumulation de la proline résulte de I’induction au niveau transcriptionnel de
I’activité Pyrroline-5-carboxylate Synthase (la P5CS, I’enzyme clé¢ de la synthése de
proline). En paralléle, les plantes sur exprimant des transcrits codant pour la P5CS,
accumulent en situation de stress, des niveaux trés importants de proline (Neffar ,2013).

Ces plantes sont plus tolérantes a des épisodes de stress hydrique (Yamagushi-
Shinozaki et Shinozaki 2006, Vasquez-Robinet et al., 2008); salin (Banu et al., 2008;
Belkhoja et Bedai,2001; Boukrad,2007 ; Bennabi,2006), ainsi que le stress biotique
(Fabro et al,2003).
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Laprolinea de trés nombreuses fonctions chez les plantes, elle joue un réle
d’osmolytes compatible impliqué dans la stabilisation des membranes et la stabilité de
la structure des protéines (Mansour, 1998; Okuma et al., 2002; Ashraf and Foolad,
2007 ; Neffar, 2013). Aussi, la synthese de la proline pourrait participer a
renflouer le pool du NADP+ consommé pour dissiper l'exces d'énergie généré
par les photosystemes (PS) des chloroplastes (Hare et Cress, 1997, Hanana et al, 2011).

Mais il a aussi été montré que la proline pouvait étre impliquée
dans la diminution de la quantité de radicaux libres (Foyer et al, 2000; Okuma et al.,
2004), dans le scavenging des especes réactives de 1’oxygene (Smirnoff and Cumbes
1989, Maggio et al. 2002, Chen and Dickman, 2004). Ainsi que la régulation
du développement et active un réseau de signalisation métabolique contrdlant

le fonctionnement mitochondrial.
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Figure 05: La proline a de trés nombreuses fonctions chez les plantes (Szabados
et Savouré, 2010)
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3.4. Les Sucres

Les  solubles  (saccharose,  glucose, fructose)  pourraient  contribuer
a plus de 50% a [D’ajustement osmotique des glycophytes soumises aux conditions
de salinité, I’accumulation des carbohydrates dans les plantes Iégumineuses
en réponse a la salinité a été documentée dans plusieurs espéces Phaseolus (Bayuelo-
Jimenez et al, 2012) et Medicago sativa (Farissi et al, 2011).
Leurs fonctions majeures consistent dans 1’osmo-protection, le stockage du carbone
et le piegeage des radicaux libres (Parida et al, 2005).

Une modification de la répartition du carbone assimilé et reduit entre
I'amidon et le saccharose est signalée; I'amidon est généralement dégradé et fournit
I'énergie nécessaire aux réponses metaboliques, de plus les sucres solubles générés
participent a I'ajustement osmotique (Geigenberger et al, 1997).

Les niveaux les plus importants d’accumulation des sucres solubles
semblent étre une preuve de la résistance de la plante contre les maladies
alors que la réduction en hydrates de carbone peut augmenter sa sensibilité
(Sahoo et al,2010; Essman et al,2008; Attab et Brinis, 2012). En effet, I’exces
de sucre peut aboutir a I’induction des genes impliqués dans la synthésede composés
utilisés pour la défense permettant aux plantes d’interagir avec les organismes
pathogenes (Swarbrick et al, 2006, Ramel, 2009, Attab et Brinis, 2012).

3.5. Le flux et influx des ions

Enréponsea la  détection d’éliciteurs et donc a lareconnaissance
du pathogéne dans la plante, on observe un influx d’ions calcium Ca®'et de protons
H+, ainsi qu’un efflux d’ions potassium K+ et d’ions chlorure Cl-, sorties d'ions
de la cellule vers le milieu extracellulaire. Ces flux d’ions entrainent
une modification de la perméabilité de la membrane plasmique de la cellule infectée,
elle devient plus perméable. Ces ions Ca®"en particulier ont un role essentiel
dans la cascade de signalisation puisqu’ils permettent en partie [’activation
des genes de défense de la plante (Sanders et al., 1999 ; Magnan et al., 2008).

Cette inversion des charges provoque un "choc" au sein de la cellule, qui
interprete alors cet événement comme un signal pour activer ses mécanismes de
défense (Benhamou et al ,2000).
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Par ailleurs, la  présence de sel cause la perte d’ecau par plasmolyse
et la déshydratation des cellules cause la baisse dactivité de I'eau cellulaire
qui  déstabilise les membranes et les macromolécules et entraine la perte
de turgescence des tissus (Flowers et Yeo.,1995; Munns,2002). Une compétition
entre le Na+ et le K+ pour la fixation sur des enzymes, plus de 50 enzymes
nécessitent le K+pour étre actives et des protéines importantes (Bhandal and Malik,
1988, Farissi et al,2014).

En parallele une perturbation des voies d’assimilation de Tl’azote
est observée par la réduction de I’activit¢é de la nitrate réductase des feuilles,
une compétition se produisant entre les ions ClI" et NO3- ou d'une action deélétere
des ions CI° sur le métabolisme (Farissi et al,2014). 1l est également possible
d'envisager une chute de [l'activité isocitrate déshydrogénase NADP-dépendante
cytosolique, qui fournit l'a- cétoglutarate nécessaire a I'assimilation du NH4 + issu
de la réduction du nitrate (Parida et Das, 2005).

e Transport actif par pompe transmembranaire

] = = = = = Diffusion facilitée par permecase

Figure 06 : Flux et influx des ions chez les plantes

3.6. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont souvent synthétisés dans une partie
de la plante et stockés dans une autre (Raven et al., 2003). Avec une structure
chimique parfois complexe, ils sont trés différents selon les espéces et s'accumulent
le plus souvent en faible quantité. Ces molécules bioactives sont produites
a différents en droits de la cellule dans des parties spécifiques de la plante

et en fonction du stade de développement (Zobel et Brown, 1990).
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Ces composés participent de maniere tres efficace a la tolérance
des végétaux a des stress variés (Macheix et al, 2005). Selon Zobel et Brown (1990),
chez les plantes productrices, on les retrouve accumulées en grande quantité
a la surface des feuilles ou elles peuvent constituer une sorte de premiére barriére
chimique. Ces aspects ont été illustrés par Demeyer et Dejaegere (1997) ; Sallas et al
(2001) qui ont travaillé sur Salix myrsinifolia, Pinus sylvestris ou encore Datura
stramonium, ils sont synthétisés par la plante pour inhiber ou bloquer la propagation
des pathogenes. Les enzymes impliquées dans la voie de la biosyntheése de I’acide
shikimique sont induites lors de [I’interaction avec I’agent pathogéne ou suite a
I’application  d’éliciteurs (McCue et Conn, 1989, Vu Thi Dao, 2008).
L’augmentation de la concentration des polyphénols dans les tissus sous I’effet de
I’augmentation de la salinité indique I’induction du métabolisme secondaire, mais
réduit la production de la biomasse (Kutchan, 2001, De Abreu et Mazzafera, 2005).

Les phytoalexines qui sont des composés de stress pouvant étre synthétisés
et s’accumuler en réponse a des contaminations (virus, bactéries, champignons),
des attaques par des insectes ou des nématodes, mais aussi a de nombreux stimuli
abiotiques (éthylene, froid, UV, fongicides, sels métalliques, détergents, stress dus
a Denvironnement ou a des élicitations (Miiller et Borger, 1982). En général,
ils sont absentes dans les plantes saines (Keen, 1971; Darvill et Albersheim, 1984).

La réaction hypersensible est généralement associée a wune accumulation
intense des phytoalexines (Bailey et Ingham, 1971; Harper et al, 1987).
Actuellement, plus de 200 phytoalexines ont été isolées des plantes appartenant a de
nombreuses familles, principalement de 1’ordre des dicotylédones (Brooks et
Watson, 1985), spécialement les isoflavonoides caractéristiques des légumineuses
(Ingham, 1982, Smith et Banks, 1986) et des solanacées (Kuc, 1982).

Les flavonoides sont parmi les métabolites secondaires les plus actifs
chez les plantes, ils sont secrété par les légumineuses et interviennent
dans la fixation de I’azote nodulaire (Sreevidya et al.,, 2006, Samba et al., 2006).
La synthése et 1’accumulation des niveaux des flavonoides et les tannins
est considérablement stimulées sous stress (Naczk et Shahidi, 2004; Navarro et al.,
2008) ,Elfeel et Bakhashwain,2012, Sailaja K and Sujatha, 2013). lls sont bioactifs
et influencent le transport des hormones de la plante surtout I’auxine ainsi que leur

activité antioxydante (Posmyk et al., 2009).
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La capacité antioxydant est le principal rble physiologique attribué
aux polyphénols (Sreenivasulu et al.,, 2000, Diallo, 2005, Navarro et al, 2008).
L’action antioxydant d’un composé phénolique peut étre issue
d’'une  combinaison  d’événements  chimiques, dont [D’inhibition enzymatique,
la chélation de métaux, adsorption et la neutralisation des radicaux libre, attraction
dun O° ou encore la donation d’hydrogéne et 1’oxydation en un radical stable
par sa décomposition du peroxyde d’hydrogéne (Parr et BolwellL, 2000,
Edreva et al., 1995; 2007). lls peuvent étre utilisés comme additifs antioxydantsdans
les aliments gras (Sikwese et al., 2007). (Edreva et al., 2007) ont reporté une
formation des phenylamides ainsi qu’une forte accumulation des polyamines dans la

feve et le tabac suite a un stress abiotique.

3.7. Espéces activées d’oxygene et stress Oxydatif:

Aprés  linfection par un  pathogéne, des signaux sont envoyés
vers la machinerie de production des radicaux oxydants qui sont des formes
réactives de I’oxygéne et qui ont une action directe sur les pathogénes en ralentissant
leur progression auseinde la cellule. Aussi, I’augmentation de la salinité entraine
la toxicit¢ métabolique et inhibe [D’activité de beaucoup d’enzymes et protéines
et induit la production de formes actives d'oxygene suite al' altération
du métabolisme au niveau des mitochondries et chloroplastes (Blumwald et al.,
2004).

En effet, l'activité photosynthétique peut étre compromise a long terme
par la photo-inhibition, qui  survient lorsque la  capacité  d'assimilation
du CO2 est insuffisante pour absorber I'énergie lumineuse captée par les PS. L'exces
d'électrons au niveau du PSIlI peut alors réduire l'oxygéne moléculaire en especes
chimiques tres réactives (ROS). Ce sont des molécules telles que [I’anion
superoxyde Oz ou le péroxyde d’hydrogéne H20. et le monoxyde d’azote NO
dont on connait [D’intervention dans la synthese des protéines de défense PR.
Ces radicaux ont aussi une action indirecte dans le renforcement de la paroi végétale,
ils vont a leur tour endommager les macromolécules comme les lipides
membranaires, les protéines et les acides nucleiques (Halliwell et Gutteridge 1986,
Parida et Das, 2005).
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Une fonction de régulation de I'état redox au niveau cellulaire a également
été proposée concernant la photo-respiration, dont [l'activité augmente lorsque
les stomates sont fermés et qui impliqgue une consommation nette de cofacteurs
réduits (Hare et al., 1998). Il a été reportée que la capacité antioxydant dépend
de [I’espéces et du stade de développement des plantes (Smirnoff ,2005;
Shraiy and al, 2009).

NADPH-oxydase
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Figure 07 : Les principales formes actives de I’oxygéne (FAO)

Le systeme antioxydants joue un rble fondamental dans la neutralisation
et le contr6le des radicaux libres et le bon fonctionnement des cellules,
ils sont d’origine interne (enzymes et métabolites) ou externe (molécules
antioxydantes), leur ensemble constitue le systtme de défense antioxydant
(Neill et al., 2002). Parmi les principales molecules qui forme le systéme
antioxydant non enzymatique ; les polyphenol et certaines acides aminés et sucres
(Fan et Thayer 2001; Nagata et al. 2005; Dixit et al. 2010).

Par contre, le systéeme antioxydant enzymatique est formé par I’augmentation
des activitées des superoxydes dismutases (SOD) sont des métalloprotéines
responsable de la dismutation spontanée du radical superoxyde en peroxyde
d’hydrogéne. La catalase est une enzyme héminique composée de quatre chaines
polypeptidiques. Son site catalytique permet 1’¢limination du peroxyde d’hydrogene,
présent & haute concentration. L“activit¢é de I’ascorbate peroxydase (APX)
(Kwon et al. 2001, Hayat and al, 2005).
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Les plantes répondent aux agressions biotiques et abiotiques par la synthese
d'une variété de molécules organiques ayant la capacité d'agir de facon directe (biochimique)
ou indirecte (structurale) (Benhamou 2009; Klarzynski et Fritig 2001). Selon Benhamou
et al (1996) ; Wei et al (1994), la sensibilisation préalable du systeme défensif de la plante peut
engendrer une résistance accrue, dans ce contexte, le développement de molécules biologiques
capables de stimuler ces défenses (SDN) susceptible de déclencher une série d’événements
biochimiques menant a ’expression de la résistance chez la plante est une stratégie qui attire
de plus en plus Iattention. L’agriculture mondiale tend vers I'utilisation rationnelle
de ces bioproduits sur des plantes cultivées a grand intérét économique, permettrait de réduire
substantiellement la quantité de pesticides. Mais toutes ne sont malheureusement pas disponibles
et encore moins homologuées par des instances officielles. Cependant, leur innocuité pré - tendue
permet d'envisager une ouverture prochaine des marchés, car elles représentent
I'une des meilleures solutions a l'objectif « zéro résidu de pesticide » dans les légumes. Malgré
tout, le fait que la production de SDN soit en cours de développement industriel en Europe
et en Amérique du Nord. Les S.D.N. présentent plusieurs intéréts agronomiques et socio-
économiques, ils sont souvent peu phytotoxiques, du a leur matiére active le plus souvent
naturelle, les résultats positifs de ces produits doivent contribuer a diminuer l'impact
des pratiques agricoles sur I'environnement et a diminuer les intrants potentiellement dangereux

pour la santé du consommateur et les applicateurs (Benhamou et Rey, 2012).

Cellule végétale Résistante

[Protéines-PR] Barriéres physiques :
« Renforcement des parois »

[ Phytoalexines Barrieres chimiques :

« Molécules anti-microbiennes »
lignine

e

BBV

Figure 08: Activation du métabolisme de la plante par application de stimulateurs de
défense
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1. Les éliciteurs ou stimulateurs de défense

Les événements précoces de la résistance des plantes au stress commencent
par les mécanismes de perception puis de signalisation via une transduction de signaux
et de messagers afin d’activer les diverses réponses physiologiques et métaboliques,
y compris 1’expression de génes de réponses au stress (Benhamou et Bélanger, 1998,
Lugan ,2008). Récemment, des éliciteurs ont été identifies comme des médiateurs
essentiels de la résistance et leur r6le comme ménagers secondaire a été déclaré
(Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 1997). Ces composés peuvent déclencher
sous stress abiotique, une cascade d’événements menant a 1’expression de résistance via
la production d’osmoprotecteurs qui permettent de maintenir 1’équilibre en eau entre
la cellule et son environnement, la régulation de [D'ouverture des stomates
(Schroeder et Hagiwara,1990) ainsi que la synthese des protéines de stress comme
I’osmotine (Zhu,2002).

Les  éliciteurs biotiques  sont produits par les microorganismes
phytopathogénes. s sont souvent des composés structuraux des parois cellulaires
du pathogéne (éliciteurs exogénes) ou de I’hote (éliciteurs endogénes) libérés
par l’action des enzymes hydrolytiques (Niirnberger, 1999). Les éliciteurs, de nature
chimique sont variée (oligomeres de chitine, de pectine, des glucanes, des (glyco)
protéines et des lipides), sont constitués des PAMPs (Pathogen-Associated Molecular
Patterns), non spécifiques, qui sont reconnus par plusieurs plantes et des composés
plus spécifiques, les protéines d'avirulence, qui sont reconnues par des cultivars
particuliers (Ryan et Farmer, 1991 ; Montesano et al., 2003), leur perception déclenche
une cascade de signalisation aboutissant a I'activation d'une réaction d'hypersensibilité
(HR) (Racapé et al., 2002).

Les éliciteurs sont aussi considérés comme des stimulateurs de défense naturels (SDN),
ces substances constituent des signaux d’activation de la production des substances défensives.
Les SDN, dont le concept dérivent directement de ces découvertes font aujourd’hui partie
intégrante des stratégies émergentes dans les programmes de lutte, ces stratégies innovatrices
pourraient fort bien contribuer a résoudre les grands défis de 1’avenir. Dans ce contexte,
la protection des plantes par 1’utilisation de SDN est une réponse non négligeable aux attentes
grandissantes d’un monde qui n’a d’autre choix que d’affronter les changements qui se profilent

a I’horizon, et ce, dans le respect de I’environnement et de la santé¢ humaine.

o
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liciteurs généraux
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* Protéines et peptides (Xylanase,
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Figure 09: Principales familles d’éliciteurs généraux (Nicole Benhamou et Patrice Rey,
2012)

L’acide salicylique ou ces analogues sont considérés actuellement parmi les molécules
bio contrble ou des Stimulateur de Défense Naturel (SDN) (Association Francaise de Protection
des Plantes (AFPP, 2013), Réseau Mixte Technologique (RMT)16 Elicitra, (RMT Elicitra, 2013).

La progression exponentielle des connaissances sur les voies de signalisation
et, en particulier, sur ce petit composé phénolique qu’est 1’acide salicylique a conduit
les chercheurs a penser que cette molécule avait le potentiel pour devenir ’un des plus
prometteurs stimulateurs de défense naturelle chez les plantes (Malamy et Klessig 1992).
Cependant, la nécessité d’appliquer des doses tres €levées de cette molécule ou ces dérivés parce
que les plantes la métabolisent promptement a éliminé tout espoir de commercialisation
potentielle a des fins agronomiques. (Lawton et al. 1996) et activent la plupart des genes
de défense induits par cet éliciteur (Heidel et Baldwin, 2004).

Des travaux réalisés par différents laboratoires dans le monde ont clairement montré
qu’un traitement avec ’acide salicylique ou ses dérives comme le benzol (1,2,3)-thiadiazole-7-
acide carbo- thioique S-méthyl ester (BTH) stimulait plusieurs réactions de défense (Kessmann et
al. 1994, Benhamou et Bélanger 1998, Hadwiger 1999).

a4
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Le BTH est le premier stimulateur de la SAR a avoir été commercialisé en Europe

sous I’appellation Bion ® et aux Etats-Unis sous I’appellation Actigard 50 WG.

Tableau 4 : Produits de stimulation a base d’acide salicylique (Centre d'Etudes
et de Prospective du Ministére de I'Agriculture, de I'Agroalimentaire et de la Forét (MAA France)

Origine / | SDP  commercialisés | SDP non commercialisés en France | %

nature et homologués en | (encore au stade laboratoire ou | d’efficacité
France (Consultation | commercialisés a I’étranger)
liste e-phy octobre

2014)
Substances - BTH B (Benzothiadiazole)
de synthese | Analogues fonctionnels | - ASM B (acibenzolar-S-méthyl) 0-70%
d’origine de I’acide salicylique - INA (Acide isonicotinique)
xénobiotique - DCINA (acide 2,6

dichloroisonicotinique)
- Probénazole

- Acétyl SA

- Heptanoyl de SA

2. L’acide salicylique

C’est un composé phénolique issu de la voie des phénylpropanoides,
il est un constituant de 1’aspirine (acide acétylsalicylique), en moindres quantités. Il est utilisé
comme conservateur alimentaire et comme un antiseptique, s’il est ingéré en grandes quantites,
il peut étre toxique pour les étres vivants, cette aspirine biologique interne a la plante
déclencherait la production de protéines de défense capable de détruire les agresseurs.
(Raskin et al., 1987). |l s’agit d’une sorte de réaction de défense «immunitaire» végétale.
Les entreprises de I’agro-alimentaire cherchent & exploiter cette propriété en développant
des produits a base d’acide salicylique capables de stimuler les défenses naturelles des plantes
utilisées dans les exploitations agricoles (Hopkins, 2003). Selon le méme auteur, I’acide
salicylique est présent chez tous les végétaux mais ses plus fortes teneurs se rencontrent
dans les tissus producteurs de chaleur et ceux qui sont 1’objet d’attaques parasitaires. Il parait

impliqué dans plusieurs processus physiologiques.

4
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2.1. Historique

Il a été isolé en 1838, a partir de 1’écorce de saule blanc par Pierre Joseph Leroux;
il baptisa ce composé Salicine, la premiére production commerciale du SA synthétique a débutée
en 1874 en Allemagne. Son dérivé acétylé (acide acétylsalicylique) a été introduit sous le nom
commercial d"aspirine par I"entreprise Bayer en 1898 et est rapidement devenu le médicament
le plus vendu dans le monde (Raskin, 1992b). Des récentes découvertes scientifiques suggérent
que I’acide salicylique jouerait un role essentiel dans les mécanismes de défense des plantes
contre les infections et les agressions extérieures (Hopkins, 2003).

Les fleuristes le savaient déja, mais sans en connaitre les bases (Raskin et al., 1987).
En effet, ajouter un comprimé d’aspirine a 1’eau d’un vase contenant des fleurs permet
de les conserver plus longtemps et en meilleur état, action attribuée a une inhibition
de la biosynthése de 1’éthyléne (Heller, 1998). L’acide salicylique était utilisé par les indiens
d’Amérique, depuis longtemps, pour traiter les migraines. Ils placaient pour cela des écorces

de saule autour de leur téte (Hopkins, 2003).

2.2. Biosynthese de I’acide salicylique

L’acide salicylique (acide o- hydroxybenzoique (C;HsOz), Mr = 138,12 g/mol),
point de fusion 195°C, point d’ébullition 211 °C a 2666 Pa, produit phénolique naturellement
synthétisé par certains végétaux. Cet acide est présent en abondance dans I’écorce et les feuilles
de saules Salix alba, notamment, dans les fruits, sous forme estérifiée de salicylate de méthyle
(Heller, 1998). L acide salicylique libre est une poudre cristalline qui fond a 157-159°C.
Il est modérément soluble dans I’eau mais hautement soluble dans des solvants polaires
organiques

Deux voies de biosynthése du SA semblent exister chez les plantes (Shah, 2003),
lors de plusieurs études, des précurseurs de I’acide salicylique marqués avec un isotope radioactif
I’acide benzoique et de 1’acide cinnamique, ont été mis en contact avec des plantes de tabacs
saines et infectées (Nicole et al., 1998). La premiere suivrait la voie des phénylpropanoides,

avec I"acide cinnamique comme le produit initial.

4
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Figure 10 : Voie de biosyntheése de I’acide salicylique chez la plante (Dempsey et al.,1999)

L acide cinnamique est formé a partir de la phénylalanine par I"enzyme phénylalanine
ammonia lyase (PAL, EC 4.3.1.5), et était ensuite transformé en acide benzoique. Cette enzyme
est induite lors des phénomenes de défenses HR et SAR (Dorey et al. 1997).

L"étape finale de la biosynthése était I"hydroxylation du benzoate par I"'enzyme benzoate
2-hydroxylase (BAH) en acide salicylique (Dempsey et al., 1999, Chong et al ,2001), d’une
hydrolyse de la forme glycosylée entreposée dans les parois cellulaires (Enyedi et al.,1992;
Hennig et al.,1993) ou d’une dégradation des flavones (Clerivet et al.,1996). Dans la plante,
I’acide salicylique se retrouve principalement dans les espaces intercellulaires sous une forme
libre ou liée a un sucre hydrolysable (Hennig et al., 1993).

Cependant, un mutant sid2 (SA induction deficient) a éte identifie, il a été montré
que la voie de I’isochorismate est une source majeure de SA lors de la SAR chez A. thaliana:
SID2 code une isochorismate synthase, indispensable a 1’accumulation de SA en réponse

a un agent pathogéne (Dewdney et al. 2000).
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Acide sulfocalicylique Acide amino salicylique acide p-hydroxybenzoique

Figure 11 : Structure moléculaire de I’acide salicylique et de ses analogues utilisés pour les
études fonctionnelles.

Une voie alternative de synthése existe chez les bactéries et dans les chloroplastes
de plantes. Cette voie implique les enzymes isochorismate synthase (EC 5.4.99.6)
et isochorismate pyruvate lyase qui catalysent les deux étapes de synthése a partir de |"acide
chorismique (Vasyukova et Ozeretskovskaya, 2007). La premiére enzyme catalyse la conversion

de chorismate a isochorismate, et la deuxiéme la conversion de ce dernier en SA.

3. Importance et role de ’acide salicylique chez les plantes

Le SA a été identifié dans 36 plantes qui appartiennent a des groupes taxonomiques
difféerents. Chez le riz, le soja et l'orge le niveau dacide salicylique est d’environ
1 mg/g de matiére fraiche. Le SA exerce un r6le dans des phénomenes physiologiques comme
la photosynthése, la floraison, la perméabilité de la membrane, la production de chaleur,
la croissance et deéveloppement des plantes, et les interactions plantes — pathogénes
(Hayat et al., 2007, Raskin, 1992a).

L’accumulation de SA en réponse au stress implique a la fois sa biosynthese
et sa libération a partir de composés conjugués. La diminution de SA libre suite au pic
d’augmentation peut étre due a la formation de 2-O-B-D-glucoside, la formation d’esters
glucosides, la formation de méthyl salicylate volatile et la dégradation de SA
(Vasyukova et Ozeretskovskaya 2007). Le SA appliqué de maniére exogene semble étre
transporté depuis les sites de son application initiale vers d’autres tissus de la plante

pour y induire une réponse a distance (Raskin, 1992).
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3.1. Thermogeneése lors de la floraison

Chez certaines familles de plantes, dont les Aracées, des phénomenes de thermogenése
se manifestent lors de la floraison en raison de 1’exaltation d’une respiration résistante au cyanure
(voie non phosphorylante), qui libére sous forme de chaleur 1’énergie qui n’est pas utilisée pour
la synthése d’ATP (Raskin et al.1987). Pendant longtemps, ces auteurs ont expliqué
cette thermogenése par la migration d’une substance mystérieuse, le calorigéne, produit dans des
fleurs males situées a la base de I’inflorescence. Ce produit migre vers I’extrémité supérieure, trés
riche en amidon et ou se déroule, de fagon spectaculaire la production de chaleur. Il a été montré
que le calorigéne était, en effet, 1’acide salicylique. Sa teneur interne augmente
lors  de la thermogenése et qui active la synthése de 1’oxydase (Raskin et al., 1992), cette
oxydase dite alterne court-circuite la chaine respiratoire et entraine une dispersion sous forme de
chaleur (Heller,1998).

3.2. Importance de I’acide salicylique dans la voie de signalisation

La corrélation observée entre la concentration d’acide salicylique et la résistance de la
plante laisse supposer aux auteurs que l’acide salicylique joue un réle de molécule de
signalisation pour les réactions défensives de la plante. Puis, I’augmentation de I’acide
salicylique dans la séve ¢€laborée du phloéme 10 a 100 fois sa concentration, appuie 1’hypothése
de ’implication de I’acide salicylique dans les mécanismes de défense (Metraux et al., 2002).

Par marquage de la molécule avec des éléments radioactifs, il a été démontré que la
grande dose de I’acide salicylique (estimée a 60%) présente dans les feuilles saines provient des
cellules infectées. La premiere étape de la voie de signalisation dépendante de I’AS est sa
perception. L’exemple de récepteur le plus affiné a I’AS est la protéine SABP2 (SA Binding
Protein 2) de tabac, qui a une activité estérase stimulée par AS (Forouhar et al. 2005). La
protéine NPR1 (Non Expresser of PR gene 1) d’A. thaliana est le chainon central de la voie de
signalisation du AS. Le NPRL1 est une oligomere cytoplasmique qui devient monomérique par
réduction des ponts disulfures en réponse a I’AS (Mou et al. 2003). Cela induit sa translocation
dans le noyau ou elle permet I’activation de la transcription des génes de défense par le biais de
facteurs de transcription TGA (Johnson et al. 2003).

En plus, la corrélation entre la concentration d’AS dans les feuilles, I’accumulation de
protéines du stress et la taille des lésions associées a une infection par le virus de la mosaique
chez le tabac a été démontrée (Yalpani et al., 1994). L’application de I’AS stimule la
translocation des protéines PR dans le noyau, cette derniére interagit avec des facteurs de
transcriptions et active les genes codant pour des protéines de stress (Hayat et al, 2007).

B
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3.3. Interaction de I’Acide Salicylique chez les légumineuses

En 1998, Martinez-Abarca et al. ont observé que quand ils inoculaient les racines
de luzerne avec une souche incompatible de Rhizobium ou avec une souche mutante NOD,
il y avait une accumulation d"AS dans les racines. D autres études ont révélé des effets nocifs
du SA sur les Rhizobia. Il a été observé que 1'application exogéne de SA (>0.1 mM) inhibait

la croissance et I"expression des genes de nodulation chez les Rhizobia (Mabood et Smith, 2007).

3.4. L’acide salicylique et la résistance aux pathogenes:

Dans les interactions plante-pathogene, le SA peut étre un activateur de défenses
et ces concentrations endogenes peuvent augmenter considérablement (Yalpani et al., 1991;
Malamy et al.,1990). Il agirait comme un signal chimique permettant a la plante de résister
aux bactéries, virus ou champignons microscopiques qui l'attaquent ; cette fonction a été mise
en évidence chez la plante Voodoo (Arum lilies) (Raskin et al., 1987). Ces observations
ont rapidement été confirmées pour une gamme étendue de pathosystemes (Kessmann et al.,
1994; Schneider et al., 1996).Ce composé peut aussi étre toxique pour la cellule a forte dose,
son accumulation a des effets phytotoxiques pour 1’agent pathogéne (Raskin et al., 1992b).

Le SA interviendrait aussi comme molécule de signalisation susceptible de migrer
dans les vaisseaux de la plante, et conférer une immunité a distance aux tissus de la plante
dans la SAR (Raskin, 1992, Chen et al,. 1993), son niveau endogéne augmente en réponse
a une infection pathogene (50 a 70% prés du site d’infection, et 10 a 20% a distance du site
d’infection (Métraux et al,2002). Selon, Mandal et al. (2009), le prétraitement racinaire
ou foliaire avec I’AS chez la tomate avant 1'inoculation avec F. oxysporum f.sp. lycopersici
(FOL) induisait les génes codant la phénylalanine ammonia lyase et la peroxydase 5.9 et 4.7 fois
plus que chez les plantes témoins.

Il existe divers signaux systémiques qui vont donc déclencher la S.A.R, ces messagers
sont I'acide  salicylique, les proteines PR, lI'acide jasmonique, Les phytoalexines
et enfin [/’éthylene. En effet, ces molécules semblent jouer un rble trés important
dans les processus de mise en place de la SAR. L’implication du SA dans I’immunité des plantes
contre la pathogénecité est liée a 3 fonctions (Vasyukova et Ozeretskovskaya, 2007):

Le SA est impliqué dans la régulation de I'immunité induite de la plante. C’est une
molécule mobile capable d’intervenir dans la chaine de perception, amplification et transmission
de I’information quand une cellule de la plante est attaquée par un agent pathogene; ceci mene

a I’expression de génes de défense responsables de la protection structurale et fonctionnelle

o
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(Vasyukova et al., 1999). Le SA migre dans les vaisseaux de la plante, et confére une immunité
a distance aux tissus de la plante dans la SAR (Raskin, 1992, Chen et al,. 1993, Vernooij et al,.
1994). L’accumulation locale de ce composé est souvent associé a un réaction hyper sensible,
alors que 1’augmentation de sa concentration dans des zones €loignées du site d’attaque, réaction
hypersensible qui permet a la plante d’acquérir une résistance et se traduit par 1’induction
systémique acquise (SAR) (Malamy et al., 1990; Yalpani et al, 1994).

Des tabacs transgéniques exprimant 1’enzyme bactérienne salicylate hydroxylase (SAH),
qui dégrade I’acide salicylique en catechol, sont incapables de réaliser une SAR (Gaffney et al.,
1993). Son application exogeéne peut protéger les plantes contre certains pathogenes et activer
I"expression d"un groupe de genes associés a la défense comme les genes des protéines PRs,
lesquelles sont aussi induites dans les plantes infectées et restaure la résistance lors de la premiére
infection de la plante (Van Loon, 1997, Benhamou et al., 1998, Ramirez-Suero ,2009).

| Organismes pathogénes

Stress oxydatif

A 4

Voie acide shikimique

l phenylalanine
amonialyase (PAL)

isochorismate Acide trans cinnamique

o

Acide salicylique (S_A_-_)>—_i:i‘ Acide coumarique

i

Phytoe;lexines
PR protéines acides Lignine
PR-1, PR-2, PR-5 Tannins condensés

Figure 12 : Schémas présentant le role de I’AS dans I’induction systémique acquise (SAR)

Le SA est impliqué avec le peroxyde d’hydrogéne, oxyde de nitrogéne et d’autres
composés dans la fonction de plusieurs systemes signal, et les unifie vers un réseau d”interactions

régulatrices. Les catalases, ascorbate peroxydases, aconitases et certaines MAP kinases (SIPK)
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sont considérés comme des recepteurs du SA (Farmer et al., 1998; Cao et Dong, 1998;
Mikolajczyk et al,. 2000). Il semble que le mécanisme d’action du SA soit déterminé
par sa capacité de lier des enzymes, ce qui méne a la formation de radicaux phénol impliqués
dans la peroxydation des lipides. Les produits de la peroxydation de lipides pourraient activer
I"expression de génes de defense (Farmer et al,. 1998).

La capacité du SA d’inhiber 1'activité de la catalase (enzyme qui détoxifie le peroxyde
d"hydrogéne) mene a une augmentation des taux de peroxyde d”hydrogene in vivo et induit un
choc oxydatif aux sites de I"attaque par le pathogéne ou du traitement avec un éliciteur (Chen et
Klessig, 1991; Panina et al., 2004; Ruffer et al., 1995). Des similarités structurales entre SA

et H.O> sont & la base de la liaison et inhibition de la catalase par le SA.

3.5. L’acide salicylique et la résistance abiotique

L’acide salicylique est une molécule de signal commune a la plante, et responsable
d’inciter sa tolérance au stress abiotique (Benhamou et al., 1998), il a été démontré que le NaCl
a grandes concentrations peut avoir un effet indirect sur le taux de I’acide salicylique
en augmentant le taux de 1’'un de ses précurseurs qui est 1’acide-ohydroxy- cinnamic (OHCA)
chez le mais (Szalai et al., 2005).

L application exogene de cette molécule a la plante a un effet sur une large gamme
de processus physiologique en condition défavorable externe (Sticher et al., 1997; Morris et al.,
1998; Potlakayala et al., 2007). Plusieurs travaux ont montré que 1’AS éléve la tolérance au froid
chez le blé et le mais (Nemeth, 2002) et le poivron (Korkmaz, 2007), la tolérance au gel
chez le mais (Janda et al., 2005). La tolérance a la salinité chez Arabidopsis thaliana (Borsani,
2005), I’orge (El-Tayeb, 2005) et le blé (Arfan, 2006), 1’ Atriplex et le pois chiche (Boukraa et al,
2007), et la tolérance a la sécheresse chez la tomate et la feve (Senaratna et al., 2000) et le melon
(Korkmaz et al., 2007).

En I’additionnant aux milieux d’irrigation ou par pulvérisation foliaire, il joue chez
certaines plantes, et sous différentes conditions climatiques, un r6le de molécule signal
pour induire la résistance ou la tolérance chez ces plantes aux différents stress abiotique
(Korkmaz et al., 2007).

I a été prouvé dans plusieurs recherches que I’acide salicylique ou bien certains
de ces dérivés tels que I’acide sulfosalicylique (ASS) ou l’acétyle acide salicylique (AAS)
participent a la regulation de plusieurs voies métaboliques et physiologiques, sous conditions
abiotiques (Shakirova et al., 2003).

e
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Figure 13: Schémas simplifié représentant les mécanismes de I’AS sur la signalisation de
tolérance au stress abiotique

53

N




Chapitre IV Matériels et Méthodes 2016

1. Matériel vegétal

L’étude a porté sur D’espece Cicer arietinum puisqu’elle constitue une denrée
alimentaire trés nutritive et largement consommé en Algérie. Elle est cultivée
pour ses graines riches en protéines et facilement conservable a I’état sec et occupe
une superficie de plus en plus importance en agro-economie, mais sa place
dans le systtme de production est encore faibles par rapport a d’autres légumineuses
et céréales.

Le choix de cette espece se justifie également par son cycle assez courts
et son accroissement rapide  permettant de  réaliser des  expérimentations
avec des résultats sur un temps relativement court. Une espéce dont I’itinéraire technique

est maitrisée mais qui reste fragilisée par des attaques parasitaires.

Tableau 5 - Principales caractéristiques de la variété de pois-chiche

Caractéristiques ILC 3279
Pays d’origine Russie
Port Tres érigé
morphologie Ramification faible
Hauteur (cm) 50-60
Couleur de fleur blanche
Anthracnose Reésistante
résistance Flétrissement Faible
Froid Résistante
productivité Graine/gousse 1-2
Rendement élevé
Valeur culinaire Assez bonne
Cycle végétatif tardif
Faculté germinative(%) 96
Poids de 100 graines (gramme) 24 a 26

Source : (ITGC, 2010)
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2. Matériel fongique

Pour réaliser notre expérience nous avons utilisé deux isolats de champignons
Fusarium redolens (F3R5r) (Lazreg and al,2013) et Pythium ultimum (R5R1 PAD5)
(Lazreg and al, 2013) qui ont été isolés au laboratoire de phytopathologie de 1’université
de Mascara par « Dr Lazreg Fatiha». Les deux isolats sont inoculés sur le PDA et CMA
respectivement. Colonies de F.redolens @agées de 6 jours et les colonies de P.ultimum
agées d’un mois. Ils ont été broyées pendant 30 secondes dans 50 ml d'eau distillée
stérilisé & l'aide d’un agitateur pendant 5 minutes et ont été filtrés a travers une du papier
filtre. La concentration de la suspension en conidies (macro et microconidies)
a été ajustée par dilution avec de I’ecau distillée stérile afin d’obtenir une concentration

de  10%onidiessml pour le F.redolens et de 1.6x10* pour le  P.ultimum.

Ces concentration  était  révélée suffisante  pour provoquer la  manifestation

des symptémes (Westerlund et al, 1974).

3. Solution saline au NaCl:
La concentration de salinit¢ (100 mM) a été préparée par I’utilisation de 5,84 g
de NaCl dans 100 ml H2O.

4. Préparation de I’acide salicylique et traitement des graines

L’acide salicylique (SA; 2-hydroxybenzoic acid) est dissous dans 100 pl
d’alcool, puis des concentrations de 0.05 et 0.50 mM (pH 6.5) ont été préparées
avec de I’eau distillé contenant 0,02% Tween 20 (Khan et al., 2003). Les graines de pois
chiche ont subi une sélection pour ne garder que les graines saines, ayant le méme poids
et le méme calibre. Les graines sélectionnées ont été lavées avec une solution
d’hypochlorite de Na (2%), puis rincées abondamment a 1’eau distillée et desséchées
avec du  papier filtre stérilisé pour éviter la pourriture dans une étuve pendant au moins
trente minutes a 30 °C (Hajlaoui et al, 2007).
Une ¢étude préliminaire a été entamée afin de choisir les doses d’acide salicylique a
utilisé pour cette étude.

Les graines de pois chiche traitées et préparées ont été réparties en trois lots
au nombre de 50 graines par lot, pour chaque lot une imbibition pendant 6 heures
a ete effectuée; ainsi quatre lots ont été prépares:
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e Lesgraines du lot; ont été imbibées avec ’eau distillée (Témoin)

e Celles du lot2 sont aspergées avec une solution d’acide salicylique (0,05 mM,
e Celles du lots sont aspergées avec une solution d’acide salicylique (0,5 mM).
e Celles du lots sont aspergées avec une solution d’acide salicylique (1 mM).

Ensuite ces graines ont été mises a germer dans des boites de Pétri tapissées
par des doubles rondelles de papier filtre stérilisé auparavant et soumises a différents
stress. Ces boites sont ensuite mises a 1’obscurit¢ dans un incubateur a 26°C.
La germination est repérée par la sortie de la radicule, tel que I’a décrit Gilles (2009)
et Jaouadi et al., (2010). Les graines germées sont comptées toutes les 24 heures
et I’élongation de la radicule est mesurée. Le test se termine a 96 h, lorsqu’aprés deux
comptages successifs, aucune germination n'est enregistrée. Les graines germées de

chaque boite sont analysées biochimiques, aprés 48h.

5- Traitement des plantes:

Les graines traitées avec des solutions différentes d’AS (OmM, 0,05mM,
0,5mM), ont été réparties en six lots dans des pots (diametre 30 cm) remplis de substrat
(sable, terre, tourbe « V/ V/ V» et arrosées avec ’eau distillé. Aprés un mois, les plantes
ont été soumises a deux types de stress, selon le dispositif suivant:

1) Un lot sans traitement et sans stress, arrosé par la solution nutritive est considéré comme
témoin.

2) Trois lots des graines traitées avec les différentes doses de I’AS sont semés
dans des pots inoculé par le F.redolens, et arrosé par la solution nutritive combinée deux
doses de I’AS.

3) Trois lots des graines traitées avec les différentes doses de 1’AS sont semés

dans les pots et arrosés par la solution nutritive combiné au NaCl (100 mM) et les doses de I’AS

pour le stress salin.

Chaque lot contient 10 pots et chaque pot contient 2 plantes, dans le cadre de
chaque traitement. L’arrosage des plantes s’est effectué une fois par semaine. Aprés trois
mois, les plantes développées ont été comptés, I'élongation des tiges été mesurés, le
nombre des feuilles et le nombre des plantes nécrosées ont été comptées. Puis les parties
végétatives (fraiches) de cing plantes ont été prises pour I'analyse biochimique.

Un lot des plantes a été laissees pour compléter leurs croissance, afin d’estimer le

rendement en graines pour chaque traitement.
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6- Les analyses biochimiques :
6.1. Dosage de la chlorophylle :

La matiére végetale fraiche issue des graines et des plantes (0,5 g) a été macéré
avec 10 ml acétone 80%, a 2°C dans des conditions d’obscurité. L’extrait est centrifugé
pendant 10 mn, le culot est homogéneisé avec 5 ml acétone 80% et filtré, les surnageant
sont homogénéisé, puis ajuster a 100 ml avec 1’acétone. Les taux en chlorophylle
ont été déterminés selon Chappelle et al (1992). L’absorbance a €té enregistrée

a 648 et 664 nm par un spectrophotometre (SHIMADZU). Selon I’équation suivante:

CHa=12,7D0(633)-2,69D0(645)
CHb=22,9D0(645)-4,68DO(633)
Total chlorophyll Z=8.02xD0663+ 20.20 x DO645

6.2. Extraction et dosage des protéines (Bertrand, 2007)

Environ 1 g de matiere fraiche (grains ou plante) a été homogéneise dans 1 ml
de la solution de  K-phosphate buffer (pH 7.8) contenant 0.4mM EDTA, 2% (w/v)
PVPP. Le dosage des protéines a été effectu¢ sur I’extrait selon la méthode de Bradford
(1976), par le réactif de bleu de coomassie. Etablissement de la gamme d'étalonnage
avec sérum-albumine bovin. Dans un tube a hémolyse verser 0,1 ml d'eau distillé, de
solutions standard ou d'extraits végétales. Ajouter 5 ml de réactif de Bradford. Mélanger
en retournant plusieurs fois les tubes et attendre 5 minutes. Mesurer l'absorbance a 595

nm puis exprimer les résultats en mg protéine. g MF! (Annexe 2).

6.3. Détermination du pouvoir piégeur (scavenger) des extraits:

L’extraction des échantillons est assistée d’un bain ultrasonique, environ 5,0 ¢
de matériel végeétal frais (graines ou plantes) est broyée avec 10 ml de méthanol - eau
(8 : 2) pendant 20 min. Aprés centrifugation, le résidu est ensuite rincé avec 5 ml
de méthanol et extraite de nouveau avec 10 ml de méthanol — eau. L'extrait obtenu
a été concentré au rotavapeur a 30 ° C, le résidu est dissous dans 5 ml de méthanol
et le volume est ensuite complété a 10 ml avec de [I’eau bi-distillée.
Le mélange obtenu est centrifugé puis complété a 10 ml avec du méthanol a 50 %
et est gardé a 0°C avant les analyses (Kim et al., 2006).
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Selon Awika (2003), le radical DPPH est dissous dans du méthanol /H,O (8 : 2)
a une concentration de 4.10° mol.It (P/V), puis gardé a (-20 °C), avant utilisation.
A chaque extrait méthanolique (0,1 ml) sont ajoutés 2,9 ml de solution de DPPH,
aprés agitation les tubes sont placés a D’obscurit¢é a température ambiante
pendant 30 minutes, 1’absorbance est mesurée aprés a 517 nm. La solution controle
est ajustt a 01 ml de méthanol et 290 ml de la solution DPPH
(2.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl) de couleur violette se reduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl
hydrazine de couleur jaune. Les résultats peuvent étre exprimés en tant qu’activité anti-
radicalaire ou [I’inhibition des radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant

la formule suivante :

% d’activité antiradicalaire= [(Abs517 contréle-Abs517 chantillon)/Abs517controle] x100

% : pourcentage de I’activité anti-radicalaire
Abs517 chantillon: L’absorbance de I’échantillon

Abs517 contrdle: L’absorbance du contrdle négatif

6.4. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique
Folin-Ciocalteu selon la méthode de Makkar et al (1993). A 50 pL d'extraits
méthanoliques ont été mis dans des tubes et le volume a été complété jusqua 500 pL
avec de l'eau distillée. Ensuite, 250 pL de réactif de Folin-Ciocalteu a été ajouté,
plus 1,25 ml de solution de carbonate de sodium. Les tubes ont été mixés avant
incubation dans l'obscurité pendant 40 min. L’absorbance a été lue a 725 nm a laide
du spectrophotometre (SHIMADZU). La teneur en composés phénoliques totaux
des plantes a été exprimée en mg d'équivalents acide gallique (Annexe 2).
6.5. Dosage des flavonoides (Makkar et al, 1993)

Les taux en flavonoides ont été mesurés selon 1’analyse colorimétrique.
Dans des tubes gradués, 250 pL d'extraits méthanoliques a été ajouté a 1 ml d'eaux bi-
distillé et 75 pl de NaNO2 (5 %). Apres 5 min, 75 ul d’AlICIz (10 %) ont été ajoutes.
Aprées 6 Min, 500 pl de NaOH (1N) d’ajout a la solution, cette solution est diluée
avec 2,5 ml d’H20 et bien mélangée. L’absorbance a été déterminé a 510 nm par rapport;
le taux des flavonoides ont été exprimees en pg equivalents de catéchine/g poids frais
(Annexe 2).
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6.6. Dosage des tanins :

6.6.1. Tanins hydrolysables (Bate Smith, 1972)
A 1ml d'extrait méthanolique  additionné a 3.5 ml d’une solution préparée a base
de trichlorure ferrique a 0.01 M. L’absorbance ou la densité optique du mélange
est lue 15 secondes aprés [’addition du réactif, a une longueur d’onde de 660 nm
par spectrophotometre (Shumatzu).
Les tanins hydrolysables sont exprimés par la formule suivante :
T(ug/g) =(DO *M*v /p*)
DO : densité optiqgue - M: Masse=300 - V: volume d’extrait utilis¢ - P: poids frais
de I’échantillon
6.6.2. Dosage des tanins condenses (Bate Smith ,1972)
A 1 ml de l'extrait methanolique additionné 2ml d’une solution préparée a base vanilline
a 1% dans l’acide sulfurique a 70% (1g de vanilline dans 77.77 ml de H 2SO 4
a compléter avec de I’eau distillée pour avoir 100 ml). L’ensemble du mélange est placé
dans un bain —marie pendant 15 mn a 20 C a D’abri de la lumicre: 1’absorbance
ou la densit¢ optique (DO) du mélange est lue a une longueur d’onde de 500 nm
sur spectrophotometre. Les tanins condensés sont exprimes par la formule suivante :

T (ng/g) =5.2 *10 *(DO*V) /P
5.2 *10 : constante exprimée en équivalent de cyanidines- DO : densité optique

V : volume d’extrait utilisé€ - P : poids frais de I’échantillon

6.7. Séparation des polyphenol par HPLC (High Performance Liquid Chromatography):

L’analyse des polyphénols par HPLC accordé a Kajdzanoska et al., 2010), consiste
a  utiliser une colonne Cig (Phenomenex, 2 x 150 mm, 3 pm). Pour séparer
les polyphenol, [I’extrait aqueux a ¢ét¢é dilué avec 5 ml d’acetonitrile (50%),
puis a été filtré par un filtre de 0,45 um (Econofilter, 25/0.45 pum NL, Agilent 1100,
series (UWD), Germany). La phase mobile est composée de 1’acide formique (1%, V/V)
dans D’eau (45%) (A) et D’acetonitrile (55%) (B). un gradient lineaire avec 5% B,
5% B a 5 min, jusqu’a ce qu’il atteint 80% B a 45 min, 100% B de 50 a 60 min.
le débit est 0.4 ml min, on a injecté 20 ul a une température de la colonne 40°C.

a une longueur d’onde 230 nm.
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6.8. Extraction et dosage de la proline

L’extraction a été faite selon Moussavou (2010); Peser 0,5 mg de matiére fraiche (graines
ou plante), broyer les échantillons dans un mortier a 4°C en présence de 6 ml d’acide Sulfo
Salicylique & 3% (p/v).Transvaser le broyat dans des tubes, puis centrifuger a 10000 rpm pendant
20 min (surnageant 1). Le culot a été repris dans 4 ml d’acide sulfo salicylique et centrifugés a
nouveau (surnageant 2). Les deux surnageant ont été mélangés dans des tubes a essai. Conserver
cet extrait pour le dosage de la proline dans un réfrigérateur. Selon Troll et Lindstly (1955), le
dosage a été réalisé avec 1 ml de I'extrait dans un tube a essai auquel on ajoute 2 ml d'acide
acétique et 25 mg de ninhydrine (CsHsOa4) puis 1 ml de mélange contenant (100 ml d'eau distillée +
300 ml d'acide acétique(CH3COOH) + 80 ml d'acide orthophosphorique HsPOa). La solution est
portée a ébullition pendant 30mn jusqu'a lI'apparition de la couleur rouge, on laisse a refroidir et
on ajoute 5 ml de toluene (C7Hs), apres agitation deux phases se séparent ; La phase supérieure qui
contient est récupérée et déshydratée par l'addition de Na>SO4 anhydre. Enfin, la densité optique
des échantillons est lue au moyen d'un spectrophotometre (UV-VIS SHIMATZU) a une longueur
d’onde 528 nm.
Remarque : Le calibrage de spectrophotometre se fait par le mélange: acide acétique + eau
distillée + acide orthophosphorique (HsPO4). Les résultats sont exprimés en ug de proline.g™* MF
en référence a une courbe d’étalonnage a partir de concentration croissante de proline de 12,5 a

125 pg.ml™ a partir d’une solution mére 4 0,125% (HCI 0,3N) (Annexe 2).

6.9. Extraction et dosage des sucres soluble:

Peser 0,5 g matiére fraiche (graines ou plantes), broyer les échantillons dans un mortier en
présence de 4 ml d’eau distillée. Transvaser le broyat dans un Erlenmeyer et rincer le mortier avec
quelques ml d’eau distillée. Compléter le volume de I’extrait a 20 ml environ. Placer les
Erlenmeyers recouvert avec du papier d’aluminium sur une plaque chauffante et maintenir une
faible ébullition pendant 15 min. Laisser refroidir et transvaser les extraits dans des tubes et
centrifuger a 5000 rpm pendant 5 min. Transvaser le surnageant dans une éprouvette et ajuster le
volume a 20 ml avec de I’eau. Conserver précieusement cet extrait soluble pour le dosage du
glucose dans un réfrigérateur et a I’obscurité (Miller (1959).Le principe repose sur le dosage des
sucres réducteurs, les sucres réduisent l'acide 3-5 dinitrosalyciliqgue (DNS) en acide 3-amino-5-
nitrosalycilique, a chaud le produit de la réaction présente une coloration rouge brun présentant un

maximum d'absorption a 500nm.
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La technique du DNS est un moyen de détermination de la teneur en sucres réducteurs libres
présents dans les échantillons a doser. Dans des tubes a essais stériles, on introduit 1 ml de I’extrait, on
ajoute 1 ml du réactif au DNS, bien agiter les tubes, ajouter 2 ml d’eau distillée. Le mélange est porté a
ébullition pendant 5 min, la solution vire au rouge-brun, apres refroidissement et 5 ml d'eau distillée sont
ajoutés  a la solution, le contenu des tubes est homogénéisé au vortex. La densité optique est lue au
spectrophotométre (UV-VIS SHIMATZU) a la longueur d’onde 500 nm. L’expression des résultats se

traduit par une courbe d’étalonnage tracée par différentes concentrations de glucose (Annexe 2).

6.10. Détermination de ’activité des enzymes antioxydants:
6.10.1. Catalase (CAT)

La mesure de I’activité catalase est réalisée suivant la méthode de Aebi (1984).
Elle consiste a suivre la réduction du substrat (H202) de la catalase par spectrophotométrie a 240
nm. La réaction est directement mesurée pendant 1 min des 1’ajout de 100 uL de H202 10 mM
a 50ul de l'extrait. Le zéro d’absorbance est réalisé avec du tampon phosphate contenant H202
10 mM. (Geoffroy et al, 2004)

6.10.2. Ascorbate peroxidase (APX)

La mesure de I’activité de cette enzyme est basée sur la consommation d’ascorbate en
présence de peroxyde d’hydrogéne (H202). La réaction enzymatique est mesurée par
spectrophotométriec a 290 nm aprés 3 min. La diminution de [’absorbance de [’ascorbate
représente ’activité de 1’ascorbate péroxydase. Pour cela, le milieu réactionnel contenant du
tampon phosphate de potassium (50 mM & pH 7,5), H202 (0,5 mM) et 100 pL de I’extrait.
L’ajout de 50 ul d’ascorbate (250 mM) déclenche la réaction (Geoffroy et al., 2004).

6.10.2. Superoxyde dismutase (SOD)

L’activit¢ de la superoxyde dismutase a été mesurée dans l’extrait des plantes par la
mesure de la capacit¢é de I’enzyme a inhiber la réduction du nitrobleu-tétrazolium (NBT) par
I’anion superoxyde produit suite a la photo-réaction de 1’oxygéne et de la riboflavine en
présence d’un donneur d’électron comme la méthionine (BEAUCHAMP et FRIDOVICH, 1971).
Cing ul de la source enzymatique ont été ajoutés a 2ml du mélange réactionnel (cyanide de
sodium 2¢10°M; solution du NBT 1, 76+10*“M, EDTA 6, 6°10°M; riboflavine 210 M;
méthionine 102 M), puis le mélange a été irradié avec une lampe UV pendant 10 minutes.

L’absorbance a été mesurée & 560 nm.

7. Analyse statistique des résultats:
Les résultats sont présentés sous forme de moyennes associées aux écarts-types, plus une

analyse de variance.
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1. Influence de I’AS sur la germination et la croissance du pois chiche
1.1. Influence de I’AS sur la germination du pois chiche:
1.1.1. Influence de I’AS sur le pourcentage de germination en fonction du temps :

Les résultats de la Figure 13 indiquent D’effet du traitement de [’acide
salicylique sur I’amélioration de la germination dés les premiéres 24 h. On a remarqué
que le pourcentage de germination des graines non traitées du pois chiche a été affecté
par les deux stress biotique et abiotique.

Le taux final des graines germées a atteint 30,8% avec la salinité, et 23,4%
suite a I’inoculation par le P. ultimum, en comparaison avec le témoin qui a été de 89,4
%. Tandis que, le traitement des graines par les concentrations 0,05 et 0,5 mM AS ont
conduit a une augmentation remarquable du pourcentage de germination soit sous
I’effet de la salinité respectivement (70,8% et 80,4%), soit sous DI’effet du champignon
(57,7% et 40,5%).

Néanmoins, on a remarqué que le taux des graines traitées avec 0,5 mM et
inoculées  par le champignon a chuté a 23,4, et & 0% pour les graines non traitées par
I’AS, a 96 h. L’application des concentrations de I’AS semble avoir un effet
significatif sur la salinité Annex 3), par rapport aux P. ultimum. (Annex 4 (p <
0.05).

Il y a lieu de noter également que les graines traitées avec 1 mM AS
ont montré une absence compléte de la germination, sous les différentes conditions
de stress. Cette concentration d’AS semble défavorable pour la germination du pois

chiche.
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Figure 14: Effet du stress salin(A) et le P. ultimum (B) sur le pourcentage de la
germination des graines du pois chiche traitées avec I’acide salicylique
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1.1.2. Influence de I’AS sur
fonction du temps :
L’analyse de I’effet du

de la longueur de la radicule

d’¢longation linéaire chez tous

¢taient plus grandes, sous I’effet des traitements 0,05 et 0,5 mM AS, sous le

salin et sous Pleffet du P. ultimum.

I’élongation de la radicule des graines germées en

stress sur la germination des graines par la mesure
des graines germeées du pois chiche montre un degré
les lots. Par ailleurs, les prolongements des radicules
stress

Il faut noter que I’¢longation de la radicule était

plus importante sous ’effet du champignon par rapport au NaCl (Fig 17) (Photo 03).
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Figure 15 : Effet du stress salin(A) et le P. ultimum (B) sur I’élongation de ’hypocotyle des
graines du pois chiche traitées avec ’acide salicylique
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Nous avons noté que le taux de germination et 1’¢longation de la radicule

varie en fonction du traitement appliquée et la nature du stress utilise.

ILC 22-79 (0,5 AS) ILC 32-79 (1 AS)

Photo 04 : Effet du P. ultimum sur la germination des graines de pois chiche traitées
avec I’acide salicylique

ILC 32-79 (1 AS)
Photo 05 : Effet du stress salin sur la germination des graines de pois chiche traitées
avec ’acide salicylique

e
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La germination est un processus complexe, il impligue de nombreux
changements meétaboliques, ainsi que la modification de [I'expression des génes
conduisant a I'élongation des  cellules. Une forte diminution des graines germées
a été enregistrée sous stress salin, dés les premiére 24 h (Chandrashekhar et al, 1986).
Selon Rozema (1975) et West et Brun (1983), les dommages causés aux graines
sont en liaison direct avec la concentration en sel.

La diminution du taux de germination final correspond soit a une augmentation
de la pression osmotique externe ce qui affecte 1’absorption de 1’eau par les graines.
Soit a une accumulation  des ions Na* et C1° dans I’embryon (Groome, et al ,1991).
Cet effet toxique peut conduire a [I’altération des processus métaboliques de la
germination et dans le cas extréme a la mort de I’embryon par excés d’ions,
I’émergence de la radicule serait controlée par 1’osmolarit¢ du milieu (Kaya, 2008;
Bruggeman et al, 2002).

L’¢tude de Deffet du P. ultimum sur les graines non-traitées révele
une accélération de germination. Mais, son pouvoir etait trés puissant aprés les 72h en
provoquant  leur  pourriture, et D’ensemble des graines a  été  infecté
(Dhawan et al, 1991, El oirdi et al.1996, Raynal, 1980, Davis et Bockus, 2001,
Kucharek et Mitchell, 2000).

Par contre, nous avons pu enregistrer une accélération de la germination
et une prolongation de la radicule remarquable en présences de I’AS, notamment
avec la dose 0,05 mM.

La germination a ¢ét¢é remarquablement freinée, ainsi que 1’¢élongation
de la radicule par le traitement a 1’AS, par rapport aux graines non traitées (Annex 3 et
4). Ces résultats concordent ceux de Benabdelli (2010) sur le pois chiche (77%),
Metraux et al. (1990); Mccue et al, (2000); Shakirova (2003); Deef (2007) sous
stress salin, et Raskin (1992); Lucas and Lee (2004); Kachroo et al. (2005) en
présences des phytopathogénes.

Sakhabutdinova et al. (2003); Hamada et EI-Hakimi (2001); Szepesi et al.
(2005), expliquent que les traitements par I’AS ont réduit les dommages de la salinité
sur la croissance des semis. Szepesi et al. (2005) ont démontré que le prétraitement
par I’AS substantiellement a amélioré¢ la vigueur de la germination sous les conditions

de stress salin en augmentant la teneur en eau dans les graines.
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Par ailleurs, les graines traitées avec 1mM n’ont données aucune réponse
germinative, des résultats similaires ont été démontrés par Baghizadeh et
HajMohammad (2011).

Finalement, sous les deux stress, on peut constater que la dose la plus faible
(0,05mM) était significativement la plus fiable, soit sur la vitesse  soit sur le
pourcentage des graines germées. Contrairement, la dose 0,5 mM était moins efficace
sur la précocité a la germination et la préservation des graines. Aussi, les graines de
pois chiche traitées avec 0,5mM étaient tolérantes au pythium, mais pas résistante,

car un flétrissement a été observé a 96 h.

1.2. Influence de I’AS sur les paramétres de développement des plantes

La mise en évidence des parametres de la croissance du pois chiche montre des
variations remarquables selon la nature du stress et la dose de I’AS appliquée. D’aprés
le tableau (06), les valeurs ont indiqué dans tous les cas de stress un déficit significatif
dans le nombre des plantes développées sous 1’effet des différents stress, soit celui de
la salinité (36,7%) ou celui du F. redolens (25%) par rapport aux témoins (77%). On a
aussi noté que le nombre des plantes témoins nécrosées est tres faible (6,5%), par
contre le taux des plantes nécrosées est trés élevées sous l'influence du stress abiotique
(62,67%) et remarquablement élevée sous stress biotique (77,4%). Les mesures
effectuées sur les longueurs et le nombre des feuilles étaient significativement diminué
respectivement de (17,9cm et 6,75) et (20,7cm et 8,2), en comparaison avec les

témoins (30 cm et 9,5).

Tableau 06: Effet du stress salin et du F. rodolens sur la croissance
du pois chiche (PIt :Plante)

SA (mM) Témoin Salinité F. rodolens
% PIt Développées 77 36,7 25

%PIt Nécrosées 6,5 62,67 77,4

Nbre Feuilles 95+0,7 6,75%£0,5 8,2+2,6
Long Tiges (cm) 30+£3,5 179+15 20,7+5,3




Chapitre V Résultats obtenus et discussion 2016

Par contre, le pourcentage de plantes obtenues sous I’influence des deux
concentrations de I’AS est considérablement élevé, respectivement de (50% et 60%)
avec 0,05mM et 0,5 Mm AS sous stress salin.

Tableau 07: Effet du stress salin sur la croissance du pois chiche arrosés avec
I’acide salicylique

SA (mM) Salinité Sal+ 0,05 SA Sal+ 0,5 SA
% PL Développées 36,7 50 60

%PL Nécrosées 62,67 30 35

Nbre Feuilles 6,75%+0,5 243+125 23,9+£10,9
Long Tiges (cm) 179+15 24,3+125 23,9+10,9

Le pourcentage des plantes développées enregistré en présence du F. redolens
est de (55 et 44) avec 0,5 mM AS. Le traitement des plantes avec les deux doses
de I’AS entraine une régression des nécroses des plantes sous les différentes
conditions de stress, respectivement de (35% et 33,4%) avec 05 mM AS
eta (30% et 31,3%) avec 0,05 mM AS.

En revanche, D’arrosage des plantes avec les doses de I’AS ont montré
une amélioration de ces parametres morphologiques, en présence du stress salin
ou du F. redolens respectivement (24,3cm - 26cm et 8,75- 13,7 avec 0,0omM AS) et
(23,9 -24,2cm et 9,5 - 10,9).
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Tableau 08: Effet du Fusarium rodolens.sp sur la croissance du pois chiche
arroses avec I’acide salicylique

SA (mM) F. redolens F. redolens + 0,05 | F. redolens + 05
SA SA
% PL | 25 55 44

Développées

%PL Nécrosées 77,4 31,3 33,41
Nbre Feuilles 82+2,6 13,7 £3,6 10,9+ 3,9
Long Tiges (cm) 20,7+5,3 26 +5,7 242 +54

Chez les légumineuses, 1’effet dépressif du sel se manifeste a partir d’un seuil
critique de concentration, caractéristique de I’espéce ou de la variété (Faghire et al,
2011, Farissi et al, 2013, 2014). Nous avons pu remarquer que chez le pois chiche
les deux stades de germination et de croissance ont été affectés par la salinité
(Samineni et al, 2011). Ainsi, la croissance végétative du pois chiche est réduite, suite
a la réduction des feuilles et la longueur des tiges (Christianson and Duffy, 2002).
D’aprés Machado et al (1993); Ramoliya et al (2004), Parida and Das (2005), c’est du
a la réduction de la photosynthése.

La contamination des plantes avec le F. redolens a engendré des pertes
sur le nombre des plantes non traitées, les feuilles ont développé des chloroses a leurs
surfaces et a la fin de I'expérience une grande majorité des plantes étaient mortes
(Pande et al, 2007, Muhammad et al., 2010). Le flétrissement causé
par les F. redolens est caractérise par un envahissement massif des tissus dans lesquels
le champignon sporule.

Senaranta et al (2002) ont mentionné que 1’acide salicylique est un important

médiateur chez la défense des plantes contre les stress de 1’environnement.
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En effet, nous avons pu constater que le traitement avec I’AS a montré
une augmentation des taux des plantes développées et en parallele, une amélioration
dans les parameétres des tiges et des feuilles, soit sous stress abiotique ou biotique.
Aussi nous avons pu constater que le nombre des plantes nécrosés a été réduit
(Benhamou et al.,, 1998, Raajou,2006). Plusieurs auteurs ont reportés que I’AS est
impliqué dans la régulation des paramétres de croissance, la stimulation
de 1’élongation des tiges et I’augmentation du nombre des feuilles chez le pois chiche
(Shakirova et al., 2003; Stiven and Sanaratna, 2006; Singh et al., 2010,
Hayat et al. 2010), notamment avec la dose la plus faible (0,05mM).

Des résultats similaires contre la salinité ont été prouvés par Benabdelli (2010)
en utilisant 1’extrait de Saule contenant (0.59 % AS) pour le pois-chiche, Enyedi et al.
(1992), Khodary (2004), Gunes et al. (2007) pour le mais, Preston et al. (2009),
Gharib and Hegazi (2010), Rivas-San Vicente and Plasencia (2011, 2012)
pour le riz. Tandis que, Shakirova et al, (2003, 2007) ont observé que I’AS active la
division cellulaire du systéme racinaire des plantes.

Ward et al (1991); Metraux (2002) ont montré le pouvoir de I’AS
sur Dinduction de résistance systémique acquise (SAR) chez les plantes aux
pathogenes. Cet effet positif est surement du a 1’élévation de I’assimilation du CO02,
ainsi que le niveau de la photosynthese d’aprés Khan et al. (2003), Fariduddin et al.
(2003), Szepsi et al. (2005).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4215826/#B40
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2. Influence de I’AS sur les parameétres biochimiques :
La résistance chez les plantes est le résultat d’une coordination en synergie
entre les meécanismes de défense en fonction du temps, selon I’espéce et le stade

de croissance.

2.1. Influence de I’acide salicylique sur le taux de la chlorophylle:

Une augmentation des niveaux de chlorophylle totale a été observée
dans les plantes témoins estimé a 102,5 mg contre un deficit dans les plantes stressées
au sel de 63,1 mg et en présence du F. redolens estimé a 32,5 mg (Fig 18).

Néanmoins le traitement des plantes avec les doses de I’AS a provoqué
une augmentation de la chlorophylle avec 0,05mM sous les différents facteurs
respectivement de 80,7 et 129,51 mg. Mais 0,5 mM AS a causé une augmentation
significative en présence de la salinité évaluée a 192,85 mg et une augmentation faible
chez les plantes inoculées avec le fusarium avec 60,5 mg (Fig 19).

L’analyse de 1la CHla et la CHIlb a indiquée aussi des variations
dans 1’accumulation de 1’une par rapport a I’autre; chez les plantes témoins les teneurs
en CHIla étaient plus élevées que la CHIb, mais les teneurs en CHIb sont plus élevées
que la CHIa sous la salinité, alors que la CHLa et la CHLb étaient presque identique
(Fig 18). En revanche, sous le stress salin les deux doses de I’AS ont entrainées
une augmentation de la CHIla contre celles de la CHLb. Mais en présence
du champignon, la CHLDb était plus élevé que la CHLa (Fig 19).

La synthése de la chlorophylle diminue ou sa dégradation accélére, en causant
la dégénérescence des chloroplastes en présence des agents pathogénes (Huang, 2005)
et la salinitt (Omami, 2005). Les mesures des taux de chlorophylle montrent
une augmentation avec la dose faible 0,05mM de I’AS contre une diminution
avec la dose 0,5mM, ces résultats confirment ceux de EI Tayb (2005), Yildirim
et al (2008), Huang (2005), ils ont signalé que D’application de forte doses de I’AS
contribuent a I’augmentation de la photosynthése et du taux de chlorophylle. On peut
constater que l’effet de I’AS sur la chlorophylle, chez le pois chiche dépendrais des
doses appliquées. Nous pouvons constater que ces résultats sont en corrélation

avec les paramétres de croissance et le nombre des plantes développeées.
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Figure 16: Effet du stress salin et du Fusarium rodolens.sp sur le taux de la
chlorophylle chez le pois chiche
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Figure 17 : Effet du stress salin et du Fusarium rodolens.sp sur le taux de la
chlorophylle chez le pois chiche arrosés avec I’acide salicylique
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2.2. Influence de ’acide salicylique sur les métabolites primaires:

2.2.1. Influence de D’acide salicylique sur les métabolites primaire dans
les graines:

L’exploitation ~ des  tableaux  qui  suit permet de souligner que
les concentrations de 1’acide salicylique ont un effet sur les protéines soit par leur

augmentation ou leur réduction.

Les graines témoins sont concentrées en protéines avec 9,39 mg alors que
leurs taux est faible dans les graines inoculées par le P.ultimum ou il atteint 6,2 mg

par rapport a celles stressées par le sel avec seulement 4,85 mg.

Mais I’application de I’AS a 0,05 et 0,5 mM implique une augmentation
significative chez les graines stressées par la salinité atteignant respectivement 9,6 et
9,9 mg en comparaison avec celles inoculées par le champignon qui ont présenté une

faible augmentation soit 6,6 et 6,5 mg.

Quant a la proline, ses teneurs étaient presque identiques dans tous les lots
avec 2,26 pg ou celles inoculées avec le P. ultimum avec 2,2 pg. Par contre le
traitement avec I’AS a montré une faible croissance des taux de la proline sous I’effet
de la salinité respectivement de 2,69 pg avec 0,05 mM AS et 2,96 ug avec 0,5 mM
AS. Alors que chez les graines inoculées une augmentation remarquable a été noté en
présence des deux concentrations surtout 0,05 mM AS atteignant 6,45ug et 3,1 pg avec
0,5 mM AS. Les teneurs en sucre étaient presque identiques dans les graines
sous les différents stress salin (4,02) ou du champignon (4,11) par rapport aux graines
témoins.

Par contre, l'influence des doses de I’AS (0,05 et 0,5 mM) ¢était différente,
une réduction du sucre est observée dans les graines sous I’effet du sel respectivement
de (3,5 et 3,67 pg). Néanmoins, le traitement des graines avec I’AS a causé une trés

faible augmentation avec 0,05mM en présence du P.ultimum.
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Tableau 09 : Effet du stress salin et du P. ultimum sur les teneurs en protéines, en
proline et en sucre dans les graines du pois chiche traitées par I’acide salicylique

Proteines Proline Sucre
(mg/100'9 PFG) (1g/1001g PFG) (ng/1001g
PFG)
Témoin 9,39 £ 0,08 2,26 + 0,33 36+04
Salinite 4,85+ 0,28 2,26+ 0,54 4,02 +0,58
Sal+ 0,05 SA 9,62+ 0,28 2,69 +0,65 3,5+0,58
Sal+ 0,5 SA 9,96+0,09 2,96 + 0,48 3,67 +0,52
P. ultimum 42+0,8 2,22 +0,58 4,11 +0,64
P. ultimum+ 0,05 6,68+ 0,24 6,45+ 0,47 4,21 +0,40
P. ultimum + 0,5 6,54+1,34 3,1+041 4,08 +0,78
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2.2.2. Influence de I’acide salicylique sur les métabolites primaire dans les
plantes:

L’étude de [D’influence des facteurs de I’environnement sur les teneurs en
protéines au cours de la croissance de la plante comme le soulignent les résultats
consignés dans les tableaux qui suivent, démontre une forte réduction sous stress
biotique (1,66) en comparaison au stress salin (5,1) ou celle du témoin (5,42).

L’arrosage des plantes par la solution saline combiné a I’AS a provoqué une
concentration des protéines de 556 avec les deux doses. En parallele, les traitements
avec les différentes doses de I’AS ont aussi provoqué une accumulation remarquable
de ce composé, soit avec 0,05 mM AS (3,36 mg) ou 05 mM AS (3,04 mg), en
présence du F. redolens par rapport aux plantes non traitées.

En comparant les concentrations de la proline dosées, nous avons observé une
forte accumulation de ce composé sous stress salin (3,11 pg) et seulement (1,9 pg)
sous l’influence du F. redolens en comparaison avec les plantes témoins (1,6 pg).
Néanmoins ces teneurs ont été affectées variablement par la combinaison du stress
et I’AS, une accumulation a été observée sous I’effet du champignon (2,34 pg et 2,08
pg avec), contre une diminution sous l’effet du sel (1,74 avec 0,05 mM et 2,46 avec
0,5 mM).

Chez les cultivars de pois chiche, la salinit¢ inhibe D’activité de la nitrogénase
(Aydi et al., 2008 ; Faghire et al., 2011) et provoque la diminution des teneur en azote
total dans la plante (Salehi et al., 2008 ; Faghire et al., 2011), en diminuant ainsi la
production de protéines cytosoliques (Delgado et al., 1994 ; Lopez et al., 2008 ; Serraj
et al. (1994). D’aprés (Zhang et al. 1997) et (Fodor et al, 1997), face aux stress,

les plantes accumulent la proline sous stress salin et sous stress biotique.

L’AS affecte les processus associés a la qualit¢ des graines comme
la biosynthése des protéines et d’autres métabolites stockés dans les graines
(Rajjou et al, 2006). Une production massive de ces composes est remarquablement
notée dans les graines. Mais ces teneurs sont plus élevées dans les échantillons traitées
et infecttes en comparaison aux témoins. Les protéines sont impliquées
dans les réponses au stress, dans les réactions de défense de la plante
ou dans les modifications de la paroi cellulaire.
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Tableau 10 : Effet du stress salin et du F.redolens sur les teneurs en protéines, en
proline et en sucre des plantes du pois chiche

Proteines Proline Sucre
(mg/1007%9 PFP) (u%/ig(i'lg (ug/1001g PFP)
Témoin 5,42 +0,9 16 +0,1 3,1+0,2
Salinite 4,01 + 3,11+04 2,42 + 0,09
Sal+0,05 AS 56+0,8 1,74 + 0,45 2,18+ 0,12
Sal+ 0,5 AS 556+0,8 2,46 + 0,43 2,13+0,11
F. redolons 1,66 £0,2 1,91 +0,47 2,43 £ 0,06
F.redolons + 0,05 3,36 +0,18 2,34 + 0,36 2,/ +0,1
F.redolons +0,5 AS 3,04 +0,5 2,08 £ 0,22 2,5+0,05
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Plusieurs auteurs ont signalé  que I’AS joue le role de molécule signal
dans D’induction des protéinés de défense (Pr) en contact avec les parasites
(Ward et al, 1991, Metraux, 2002, Klessig et Mamaly, 1994, Hoyos and Zhang, 2000,
Hayat et al. 2010). Hayat et al (2010); Salwa et al (2015) ont révélé que I’AS cause

I’activation de certains enzymes.

Quant aux teneurs en sucre soluble dans les plantes, on a noté une réduction
(2,4 ng) sous l’effet des deux stress par rapport aux plantes témoins (3,1 pg). Ces
teneurs ont ¢été¢ variablement affectées par le traitement avec 1I’AS, Une faible réduction
est notée sous stress salin d’une moyenne de (2,18 a 2,13 pg). Par contre une faible

croissance des sucres a été notée avec le champignon de I’ordrede (2,7 & 2,5 pg).

Une augmentation des sucres est enregistrée dans les plantes soit sous stress
salin  ou  biotique. Les  fonctions majeures  des  sucres  consistent
dans 1’osmo-protection, l’ajustement osmotique, le stockage du carbone et le piégeage
des radicaux libres (Parida et Das,2005), I'amidon est généralement dégradé et fournit
I'énergie  nécessaire  aux réponses métaboliques  (Geigenberger et al, 1997).
L’énergie nécessaire est fournie par la plante sous forme de saccharose a travers
le phloéme, [I'hydrolyse du saccharose est convertie en glucose qui est ensuite
métabolisé en phosphoénol pyruvate, en oxaloacétate, en malate et en succinate.

La salinité provogue une inhibition des activités des enzymes responsables
tels que le phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC, EC 4.1.1.31) et de la malate
déshydrogénase (MDH, EC 1.1.1.37) (LOpez et al., 2008a ; Faghire et al., 2011).
Le role des teneurs en sucres dans la signalisation de la résistance contre certaines
maladies biotiques a été démontré par plusieurs auteurs récemment (Doehlemann et al.
2008; Morkunas et al. 2011; Bolouri Moghaddam and Van den Eden 2012).

Plusieurs études ont démontré que 1I’AS altére la synthése des sucre, surtout
le glucose, saccharose et le fractose (Khodary, 2004; Khan et al, 2013). C’est fort
possible en relation avec 1’accélération de la germination et la croissance, en condition

de stress et le besoin de celles-ci en énergie.
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2.3. Influence de I’acide salicylique sur les metabolites secondaires:

2.3.1. Influence de I’acide salicylique sur le taux des polyphenol dans les graines:

Les résultats sur les teneurs en polyphenol dans les graines traitées ou non
traitées ont révélé des variations, selon la nature du stress. Les quantités initiales
des flavonoides totaux des plantes ont varié en fonction des stress et des doses de I’AS
appliquées.

Le taux des polyphenol est tres bas dans les graines témoins avec seulement
1,02 mg; par contre la salinitt a augmenté remarquablement avec des concentrations
de ce composé dans les graines non traitées de 4,65, tandis qu’une diminution
est enregistrée (2,7 avec 0,05 mM et 3,26 avec 0,5 mM AS), suite a [I’application
de I’AS. L’étude analytique de certains polyphenols a montré des variations
remarquables, les flavonoides dosés sont significativement diminué
dans les graines en présence du sel (7,81) ou par inoculation au champignon (8,81),

contrairement aux graines témoins (16,21).

Concernant les concentrations des tannins condensés ou hydrolysables, les
résultats ont montré des taux plus élevés dans les graines inoculées avec le P. ultimum
(TC et TH 3,1 pg) contrairement a celles stressées avec le sel, une réduction est
constaté (TC 0,87 et TH 1,45 pg), en comparaison avec les témoins (TC 2,1 et TH
1,9).

La présence du champignon a aussi augmenté les teneurs en polyphenol
estimées a 3,56 mg dans les graines. Mais I’AS a considérablement réduit ce composé
sous l’effet des deux doses induisant une teneur de 1,78 avec 0,05 mM et 1,7
avec 0,5mM).
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Tableau 11 :

Effet de stress salin et le P. ultimum sur le taux des polyphenol

dans les graines du pois chiche traitées avec I’acide salicylique

Polyphénol Flavonoides T Condensé T

(mg/100* (ug/1001g (1g/1001g Hydrolysable

PFG) PFG) PFG) (g/  1007g
Témoin 1,02 +0,18 16,21 + 3,3 2,1+0,25 1,9+0,3
Salinite 4,65+ 1,06 7,81+ 0,6 0,87+0,018 1,45 + 0,05
Sal+0,05 2,7£0,1 570,14 2,45+ 0,07 1,7+0,2
AS
Sal+ 0,5 3,26+0,6 6,21+ 0,24 1,95 +0,07 22+0,1
AS
P. ultimum 3,56 £ 0,45 8,81+14 3,1+0,15 3,1+0,05
P.ultimum 1,78+ 0,23 46+04 25+05 26+0,2
+0,05
P.ultimum 1,7+04 6,95+15 2,4+0,14 1,8+0,05
+0,5AS
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2.3.2. Influence de I’acide salicylique sur le taux des polyphenol dans les plantes:

Les résultats obtenus récapitulés dans le tableau ci-dessus  montrent
une augmentation considérable des polyphénols dans les plantes, sous [’effet
de la salinit¢ avec 65,1 mg et sous l’influence du F. redolens qui atteint 127,6 mg,

comparé au témoin qui n’est que de 21,9 mg.

En revanche, suite aux traitements avec I’AS, des valeurs hautes de 1’ordre

de 87,2 et 104,6 mg sous stress salin ont été respectivement enregistrees.

Mais sous I’inoculation par le champignon on a noté une décroissance
respectivement de 79,8 et de 109,4 mg. Quant a leffet de I'AS, une diminution
des flavonoides a été enregistrée soit sous stress salin (5,7avec 0,05 mM et 6,21
avec 0,5mM) ou en présence du P. ultimum (4,6 avec 0,05mM et 6,95 avec 0,5 mM).

En revanche, suite aux traitements avec 1’AS, des valeurs hautes de [’ordre

de 87,2 et 104,6 mg sous stress salin ont été respectivement enregistrees.

Les flavonoides ont également connu une accumulation en réponse au stress
salin soit 65,1 pg et au champignon, 502,5 pg en comparaison avec les plantes
témoins ou la valeur n’est que de 47,8 pg. Cependant une hausse remarquable a été
enregistré sous l’effet du traitement par I’AS (0,05 et 0,5 mM) respectivement estimée
a 87,2 et 104,6 ug, en présence des stress abiotique et 824 et 989 pg sous stress

biotique.

Le dosage des tannins condensées et hydrolysables a montré une accumulation
de ces composés respectivement de TC 8,7 et TH 1,8 nug sous l'effet du sel et TC 2,2
et TH 2,8 pg avec le FOC, par rapport aux plantes témoins TC 1,4 et TH 0,84 ug.
En revanche, une forte diminution des TC a été signalé, seeulement 3,1 pg, Sous stress
salin contre wune faible augmentation en présence du champignon avec 2,9.
Tandis que les TH ont diminué avec 0,05 a 1,7 et 1,8 et ont augmenté avec 0,5M AS
a22et28.
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Tableau 12: Effet du stress salin et du F.

dans les plantes du pois chiche

redolens sur le taux

des polyphenol

Polyphénol Flavonoides T Condensé T
(mg/100* PFG) (ug/1001g PFG) (1g/1001g Hydrolysable
PFG) (ng/ 1001g

Témoin 219+5 47,8 £ 15 1,4+0,19 0,84+0,1
Salinite 65,1 + 14,7 678,1 £ 95,5 8,7 +0,18 1,8+0,6
Sal+0,05 AS 87,2+16,9 784,3 £ 175 3,1+£0,17 1,7+0,2
Sal+0,5 AS 1046 + 7,8 876,6 +7,8 2,4+0,15 2,2+0,1
F. redolons 127,6 £8,8 502,5+ 93 2,2 0,3 2,8 0,3
F. redolons 79,8 £18,1 824 + 123 2,9 +0,26 2,9 +0,31
+ 0,05
F. redolons 109,4 + 6,63 989,1 + 109,2 1,8 £0,2 2,8 0,3
+0,5AS

Une forte accumulation des tannins a été enregistrée sous stress salin et le

champignon, spécialement les tannins condensés, contre une diminution en présence de
I’AS (Es-Sbihi, 2015), au cours du stress salin. Le taux de tanins dans une plante
dépend de deux facteurs principaux; le stade de développement végétatif et les

conditions environnementales. Leur concentration varie considérablement entre les
différentes espéces végétales et au sein de la méme espéce ou elle dépend du degré de

maturité, de 1’age des feuilles, des fleurs et de la saison.

L’AS peut réguler le métabolisme des plants en modulant la production
de plusieurs métabolites secondaires (Khan et al, 2013). Dixon et Paiva, 1995,
2000, Naczk et Shahidi, 2004, Lemzeri, 2007) ont rapporté

que la capacité d'une espéce végétale a résister est souvent corrélée avec la teneur

Sreenivasulu et al,,

en composés phénoliques.
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L’analyse des polyphenol et en parallele les flavonoides et les tannins, a
montré une forte accumulation au niveau de la plante par rapport aux graines, ces
résultats sont en accords avec ceux de (Hayat et al, 2009), Dihazi, 2012). Cela est en

relation avec le taux de la biomasse aérienne chez les plantes (Tab 12).

L’accumulation des composés phénoliques, notamment les flavonoides a été
démontrée chez de nombreuses especes et dans différentes situations de stress biotique
(Sreenivasulu et al, 2000, Lemzeri, 2007, War et al, 2011), spécialement, dans les sites
infectés et jouant un réle toxique pour les pathogenes (Suprakash et al; 2012).
Aussi sous conditions abiotiques  (Shakirova et al., 2003, Borsani, 2005, El-Tayeb,
,/Arfan, 2006), Korkmaz et al., 2007). Leur rble dans la stimulation de la résistance
chez les légumineuses a été démontré (Dixonet al, 1983; Dakora and Philips,
1996).

Les composés phénolique peuvent inhiber I’infection des pathogénes en
augmentant les mécanismes de défenses des parois cellulaires (Benhamou et al, 2000).
Sous I’effet de I’AS, une augmentation est remarquée durant les deux stades. Marfek,
(2003), Amalesh et al, (2011) ont indiqué que certains flavonoides jouent le rble de
phytoalexine, qui sont fortement synthétisé par les feuilles des plantes suite a une
infection par les pathogenes ou les bactéries. Arbia et al, (2006) ont signalé 1’effet
signifiant des isoflavones dans la réduction de la croissance des pathogenes en causant
des changements dans les mycéliums et la désorganisation des cellules. (Harborne,
1999) suggere que la capacit¢ dune plante a résister dépend de son taux de
polyphenol.  (Suprakash et al, 2012) a signalé que I’activité du polyphénol oxydase

atteint son maximum, suite au traitement d’une plante par le F. oxysporum et I’AS.

Tandis que les taux des tannins ont diminué en présence de 1I’AS; ces
composés font parties des composée phénoliques pariétales; Au cours de la résistance,
les cellules ont leurs parois renforcées par des dépots de callose, de lignines et d’autres
composés phénoliques pariétales (Housti et al., 2002 ; Majourhat & Bendiab, 2002,
Dihazi,2012). Ces derniers constitue une barriere de défense qui protégé les parois, en
inhibant les enzymes nécessaires a la pénétration du pathogene a travers la cuticule des
plantes (Bostock et al., 1999 ; Matern and Grimmig, 1993).
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2.3.3. Influence de P’acide salicylique sur la variation des poly

les plantes:
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Fig 18: Effet du stress salin sur la variation des poly phénol dans les plantes du
pois chiche arrosés avec I’acide salicylique par HPLC
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Figure 19: Effet du F.rodolens sur la variation des polyphenol dans les plantes du
pois-chiche arrosés avec I’acide salicylique par HPLC




Chapitre V Résultats obtenus et discussion 2016

2.4. Influence de ’acide salicylique sur ’activité antioxydant:

2.4.1. Influence de I’acide salicylique sur ’activité antioxydant dans les graines:

En comparant les courbes de [I’activit¢ antioxydant des différents graphes,
on note une forte augmentation sous I’effet de 1’acide salicylique quel que soit
la nature du stress.

Néanmoins 1’influence de I’AS a vari¢ selon la dose appliqué, une accélération
de Dactivit¢ antioxydant a ét¢ marqué avec 0,05 mM AS et 0,5 mM AS
respectivement de (12,8% et 12,1%) sous stress salin et (11,56% et 11,98%)

sous I’effet du P.ultimum.
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Figure 20 : Effet du stress salin et du P.ultimum sur ’activité antioxydant des graines du
pois chiche traitées avec I’acide salicylique

2.4.2. Influence de I’acide salicylique sur I’activité antioxydant dans les plantes:

Les graphes suivants illustrent 1’activité antioxydant chez les plantes de pois
chiche en croissance, Nous avons enregistré une diminution de ce parametres
sous les deux stress abiotiqgue (26,7%) et biotique (55,75%), en comparaison
avec les temoins (10,96%).

En outre, l’activit¢ antioxydant, dans les plantes traitées, a ¢été plus ¢élevée
avec les doses de I’AS sous I’influence du champignon (29,11% et 36,8%) et celle

du stress salin (21,2% et 23,3%).
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Figure 21 : Effet du stress salin et du F.rodolens sur Dactivité antioxydant des
plantes du pois chiche arrosées avec I’acide salicylique

Nous avons pu enregistré que l’activité antioxydant est plus élevée en cas de
stress par les champignons que le stress salin, au cour de la germination
ou la croissance des plantes (Hernandez et al., 2000, Agarwal et Pandey 2004).
Smirnoff (2005) a rapporté que la capacité antioxydant dépend de 1’espéce et du stade
de développement de la plante. Sukand et Kulkarni (2006) ont reporté que I’oxydation
des composes biochimiques et leurs dérivés sont impliqué dans [D’affaiblissement
de la résistance des plantes aux pathogéneses.

Des études biochimiques et moléculaires ont prouvé que les especes réactives
d’oxygene (ROS) tels que les H202, Oz, OH dont la formation est accélérée
dans les conditions de stress salin, doivent étre rapidement neutralisés pour éviter
des dommages oxydatifs (Tanou et al. 2009 , Ahmad et al. 2010, 2012 |,
Ahmad and Umar 2011).

Leur durée de vie dans les cellules est déterminée par le systeme antioxydatif,
qui fournit la protection cruciale contre le dommage oxydatif. Li et al., (1998);
(He et al.,, 2002); Rajjou et al (2006); Yusuf et al. ( 2012 ); Sedghi et al. (2013)
ont report¢ que 1 ‘AS éleve le systéme antioxidant sous les différents stress abiotique

et biotique.
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2.5. Influence de P’acide salicylique sur P’activité de certains enzymes antioxydant:

2.5.1. Influence de I’acide salicylique sur Dactivit¢é de certains enzymes
antioxydant des graines:

La figure 22 reflete les résultats de D’activité de certains enzymes antioxydants
dans les graines en germination. Nous avons remarqué que lactivité enzymatique des
trois enzymes est variable sous I’effet des deux stress. Tandis que, ’acide salicylique
avait un effet variable sous la vitesse de ces enzymes, selon la dose appliquée. La dose
0,05 mM a augmenté DP’activit¢ de la CAT et I’APX, mais a diminué celle de la SOD
sous stress salin, alors que la dose 0,5 a aussi augmenté la I’APX et la SOD mais a
afaibli celle de la CAT. Par contre sous I’effet du champignon ; la concentration 0,05 a
¢levé D'activité de la CAT et la SOD mais a diminué celle de ’APX, alors que la dose

0,5 mM a faiblement augmente 1’activité des trois enzymes.
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Figure 22 : Effet du stress salin et du P.ultimum sur I’activité de certains enzymes
antioxydant (CAT, APX, SOD) des graines du pois chiche traitées avec I’acide salicylique




Chapitre V Résultats obtenus et discussion 2016

2.5.2. Influence de IP’acide salicylique sur [Pactivit¢ de certains enzymes
antioxydant chez les plantes:

Pour les plantes selon les résultats illustré dans les graphes de la figure 23,
nous avons pu démontrer que l‘activité des enzymes a augmenté soit en présence du
stress abiotique ou le FOC. Sous I’effet du sel, les deux doses ont éleve la CAT et la
SOD mais ont diminué 1I’APX. Tandis qu’avec le F. redolens, la dose 0,05 mM a
engendré un accroissement de I’activité de la CAT et I’APX contre
une diminution de la SOD. Néanmoins 0,5 mM a causé une diminution dans 1’activité

des trois enzymes étudiés.
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Figure 23: Effet du stress salin et du F.redolens sur I’activité de certains enzymes
antioxydant (CAT, APX, SOD) des plantes du pois chiche arrosées avec I’acide salicylique
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Plusieurs études récentes ont démontré le rble direct ou indirect que joue
I’acide salicylique dans [D’activation des enzymes antioxydants dans les cellules
sous différents stress (Horvath et al. 2002; Kang et al. 2003). Yusuf et al (2012)
ont reporté que I’AS accroit le systétme enzymatique antioxydant (SOD, CAT
and POX), sous les différents stress, et en paralléle augmente la tolérance des plantes
vis-a-vis les conditions de stress salin.

Aussi ces mémes auteurs ont mentionné que la dose 0,5 mM peut causer
la formation des ROS au cours de la photosynthése et éléve le stress oxydatif. Dihazi
(2012) a mentionné que I’AS semble activer la catalase. Ceci est susceptible
de limiter les endommagements associés aux réactions d’oxydation que les fortes
teneurs en H>O, pourraient engendrer au niveau des tissus au début du stress
par le Fusarium chez le palmier dattier. Alors que Noreen et al (2009) ont reporté
que I’AS sous stress salin, cause P’augmentation de [Iactivit¢ de la SOD,

mais il n’a aucun effet sur la CAT.
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3. Influence de I’AS sur le rendement en graines
3.1. Analyse du rendement
Le rendement en graines est tres déficitaire en présence des deux stress

par rapport aux témoins, selon la figure 24.

m Témoin

M F.redolens

1 Salinite

Figure 24 : Effet du stress salin et du F.redolens sur le rendement (%) en graines des
plantes de pois chiche pour

Le rendement des plantes non traitées en graines est caractérisé
par la réduction des taux des graines qui sont de petites tailles et d’un poids trés bas
(Fig 26 et 27). Ces résultats sont en corrélation avec ceux de (Vadez et al. 2007,
2012), Sohrabi et al. (2008) pour le NaCl et Chaithra, (2009) pour le Fusarium.sp.

IIs ont déclarés que le rendement du pois-chiche est affecté, soit
par la réduction du taux des graines germées, soit par [’augmentation du taux
des graines infectées qui sont caractérisés par de petites tailles et qui sont incapables

de germer.
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Par contre, les rendements obtenus sous 1’influence des deux concentrations
de I’AS sont considérablement variés, selon la figure 25, mais sont faible

comparativement au témoin.

N Fredolens+ 0,05

m $al+0,05

i Fredolenst0,5

H Salinité+0,5

Figure 25: Effet du stress salin et du F.redolens sur le rendement (%) en graines
des plantes de pois-chiche arrosé avec I’acide salicylique

Néanmoins, I’étude des graines issues des plantes traitées par I’AS ont montré
une amélioration variable et bien distingué, soit par rapport aux calibre (Photos 07et
08), ou du poids des graines. Nous avons pu constater que la dose 0,5 mM AS était
plus efficace sur le poids des graines que sur le rendement en graines par rapport a
0,05 mM AS que le rendement était plus élevés que le poids. Contrairement, 0,05 mM
était plus tolérante aux rendements en graines et en poids par rapport a 0,5 mM AS
sous I’effet du F.redolens que 0,5 mM AS. (Fig 28 et Fig 30).

91
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3.2. Poids des graines :
Il est important de signaler que la production végétale et le rendement sont

deux criteres liés au potentiel du cycle de développement de la plante, qui débute par la

germination des graines jusqu’au rendement des plantes.
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Figure 26 : Effet du stress salin et du Fusarium redolens.sp sur le poids des graines des
plantes de pois-chiche
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Figure 27: Effet du stress salin et du Fusarium redolens.sp sur le poids des graines des
plantes de pois chiche arrosé avec I’acide salicylique
La compréhension du rdéle de I’AS dans la résistance des plantes aux différents
stress est liée a son role physiologique. Salehi et al. (2011), Hayat et al (2010), Raskin
(1998) ont indiqué que I’effet de I’acide salicylique sur les paramétrés physiologiques

dépend de la concentration appliquée, 1’espéce, le stade de développement

L 7

et les conditions de I’environnement.
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Dans le cadre de ce travail, Nous avons essaye de coupler [I’intervention
de TI’AS dans I’amélioration des parametres biochimiques de germination
et du développement et leurs impacts sur le rendement final des plantes en graines.
Ces analyses nous ont permis de mettre en évidence Il'impact de cette molécule
sur I’activation ou I’inhibition de certains composés biochimiques qui sont a la fois
des composés de rendement qualitatif et des molécules intervenant dans les mécanismes
de réponses aux différents stress tels que les protéines, la proline, les sucres solubles,
les polyphénol ainsi que I’activité antioxydant.

Au cours du premier volet de ce travail, nous avons procédé a une comparaison
entre le comportement de cette variété dans les conditions normales et celles stressées
par la salinité ou les champignons, au cours de la germination et le développement,
nous avons constaté une réduction des taux des graines germées et des plantes
développées.  Le métabolisme des graines est tres difficile a détecter, notamment
sous stress biotique.

Soit le stress salin ou le P. ultimum ont causé une diminution significative
du taux de germination, en parallele nous avons remarqué un déficit en protéines
contre une augmentation en sucre solubles et en polyphenol. Parallelement, nous
avons remarqué que les teneurs en flavonoides ont diminuée, au cours des deux stress.
Par contre, les tannins ont diminué avec le stress salin, mais, ils ont fortement
augmenté, aprés I’inoculation par le champignon. Peut étre c’est du a son role dans

le renforcement des parois.

Tableau 13: Analyse de variance des parametres de germination des graines
traitées par I’acide salicylique et stressées par la salinité (P < 0.05).

Source IP%
(Salinité) | Germination Prot Prol Poly FLV TC TH P
0 903,80 1,59 3,78 0,30 1,79 0,77 1,59 3,27
0,05mM | 354,37 0,53 5,16 3,70 093 (094 0,53 |1,95
0,5mM 405,14 5,91 6,321 0,87 1,16 1,11 5,91 2,36

Le stress antioxydant a montré une réduction remarquable accompagné

par une diminution dans I’activité des enzymes antioxydants (CAT, SOD et APX).
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traitées par I’acide salicylique et inoculée par le P. ultimum (P < 0.05)..
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les tanins condensés qui

la germination

ont
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parametres de germination des graines

Source

(P.ultimum) | Germination | Prot Prol Poly |FLV |TC TH Po%
0 351,41 7,19 0,18 1,72 2,06 [041 [719 2,77
0,05mM 205,55 12,44 0,25 095 [549 [006 [1243 [223
0,5mM 305,61 6,13 0,05 0,89 6,96 |028 [6,13 3,31

Suite a 1’¢tude des plantes on a aussi constaté un abaissement dans le nombre
des plantes développées et une augmentation dans la formation des nécroses. En
paralléle, une diminution de la chlorophylle et des sucres a été enregistré, sous stress
salin contre un accroissement sous stress biotique. Une accumulation des protéines et
de la proline dans la partie végétative, ainsi qu’une hausse des teneurs en polyphenol,
engendré par une augmentation des FLV, des TC et des TH. L’activit¢ antioxydante
s’est abaissée, malgré 1’accélération de I’activité des enzymes antioxydant.

Malgré la stimulation des composés biochimiques dans la partie végétative, une
réduction des plantes a été observée sous les différents stress. Plusieurs études ont
démontré que les molécules de résistance contribue a la résistance des plantes, mais a

un certains niveau peuvent aussi altérer leurs croissance.

Tableau 15: Analyse de variance des paramétres de croissance des plantes
traitées par I’acide salicylique et stressées par la salinité (P < 0.05).

Source Poly IP%
(salinité) Plt Chi Proteines | Prol | phenol | FLV TC TH 1P%
0 36,7 |6926,41 | 0,37 0,37 585,74 | 417,79 | 0,77 1,58 25,24
0,05mM | 50 6060,12 | 2,12 0,9 384,17 |562,86 | 0,94 0,53 13,47
05mM |60 1331,28 | 1,12 0,47 |24558 |380,61 |112 |592 |532
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Le deuxiéme volet de cette these a consisté a mettre en évidence le rble du
traitement par I’acide salicylique dans des conditions de stress abiotique ou biotique,
par la comparaison de ces résultats et celles obtenues chez les graines et les plantes
non traitées, et nous avons essayé d’associer ces constatations aux mesures effectuées
sur les parameétres biochimiques.

L’analyse comparative nous a permis d’enregistrer une augmentation du
pourcentage de germination (Metraux et al, 1990; Mccue et al., 2000; Shakirova ,
2003 ; Deef , 2007) sous stress salin, et (Raskin1992 ; Lucas and Lee, 2004 ; Kachroo
et al, 2005) en présences des phytopathogénes.

Ainsi que I’amélioration de la croissance des plantes, sous le stress abiotique
(Szepesi et al, 2005 ; Enyedi et al, 1992 ; Khodary ,2004 ; Gunes et al, 2007 ;Yildirim
et al,2008; Preston et al, 2009, Gharib and Hegazi, 2010, Rivas-San Vicente and
Plasencia, 2012), et le stress biotique (Ward et al,1991; Metraux, 2002, Khan et al.,
2003; Fariduddin et al., 2003).

Tableau 16: Analyse de variance des parametres de croissance des plantes
traitées par I’acide salicylique et inoculé par le Fusarium rodolens (P < 0.05)..

Source Poly IP%
Plt | Chl Proteines | Prol FLV TC TH
(F.redolens) phenol IP%
0 25 | 236504 |1,11 0,028 | 508,93 | 64,05 3,78 3,78 | 1,73
0,05mM 55 | 2588,53 |1,06 0,17 | 955,37 | 117,48 |5,168 |516 | 4,94
0,5 mM 40 | 2513,44 | 0,40 0,05 |372,62 |124,68 |6,328 |6,32 |11,6
5

Néanmoins, le traitement était plus efficace contre la salinité que I’impact des
champignons, nous avons aussi noté que la dose la plus fiable était 0,0omM SA. Ces
résultats concordent a ceux de plusieurs travaux soit sur le pois chiche ou d’autres
plantes. Par ailleurs, [D’application de I’AS a engendré une augmentation du
pourcentage des graines germées, Excepté la dose 0,5 mM qui a cause une forte

réduction des graines germeées en présence du P. ultimum.
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Une forte accumulation des protéines spécialement sous stress salin par
rapport au stress biotique a été enregistrée. Aussi les teneurs en proline étaient trés
élevées contre une réduction des sucres et des polyphénols, avec toutes les doses

appliqueées et en présence des différents stress.

Parmi les poly phénol analysés nous avons pu constater une réduction des
flavonoides contre une forte augmentation des TC et des variations dans les TH. De
plus, une hausse de D’activité antioxydante a ¢été notée, couplé a une stimulation de

I’activité des enzymes CAT et SOD contre la diminution de I’activité¢ de I’APX.

A la suite du traitement par le SA, nous avons noté une augmentation de
quelques molécules biochimiques étudiées (protéines, proline, activités antioxydant et
des TC).

Nous pouvons  suggérer que I’AS a contribué a  1’augmentation
de la germination et de ces composés. Mais il est difficile de trouver une explication
compléte, au niveau de la germination car, il y a toujours une compétition
entre I’assimilation de la graine en germination et [’utilisation du P. ultimum

pour ces composes, comme les sucres, les acides aminés et les protéines.

Concernant  I’arrosage des plantes par I’AS, une augmentation du pourcentage
des plantes développées accompagné par une hausse des longueurs des tiges et du

nombre des feuilles, ainsi qu™une réduction des nécroses a été remarquée.

Arshad et al., (2004), Noor et al., (2003) ont remarqué que le rendement en
graines est en corrélation positive avec la biomasse aérienne et la hauteur des plantes.
Nous avons remarqué une augmentation des teneurs en chlorophylle sous les deux
stress et avec les deux doses. Nous avons pu souligner que les composés biochimiques

ne sont pas affectés de facon similaire par I’acide salicylique.

L’assimilation des protéines ¢était significativement ¢élevée dans toutes
les conditions (Rajjou et al. 2006; Zhang et al.2015). Les teneurs en proline
et des sucres ont diminué en général avec une faible augmentation avec 0,5mM.
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Les quantités des polyphénol sont significativement  élevées sous les deux stress
et avec les deux doses couplées par une augmentation des FLV, TC et TH (Marfek,
2003; Amalesh et al, 2011; Javed et al, 2014).

Leur accumulation serait fort possible a [Dorigine de I’augmentation de la
résistance du pois chiche et |»amélioration des parametres de croissance et du
rendement. Hayat et al (2009) Dihazi (2012) ont démontré la relation entre
I’augmentation de la partie végétative et le taux des polyphénols suite a 1’application
de I’AS.

L’analyse par HPLC a aussi montré des résultats différentielles dans
I’apparition des pics correspondant a la variation des composes phénoliques dans les

plantes non traitées et traitées par I’AS, avec les différents stress ( Figure 21 et 22).

Parallelement, 1’AS a entrainé une accélération de [Pactivité antioxydante
sous les différents stress, accompagné par une forte activation de la CAT et SOD
contre une diminution de I’activit¢ de 1I’APX soit une activation de la CAT et APX
contre une diminution de la SOD, excepté avec la dose 0,5 chez les plantes stressées
par le F. redolens, nous avons enregistré une diminution de [1’activité des trois

enzymes, ce qui explique aussi la mort des plantes a la fin de I’expérience.
Ghasemzadeh et al. (2012) Alasalvar et al., (2009); Prior and Gu, (2005)

Williams and Harbone (1989); Chérif et al (2007) ont révélé que I’accumulation des
polyphénol active les mécanismes antioxydants de défenses chez les plantes.
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La culture du pois chiche en Algérie est caractérisée dans toutes
les régions par un rendement treés faible entravant son développement.
Ces causes sont a rechercher dans les aspects éco-physiologiques
donc techniques et scientifiques qui a ce jour n‘ont pas tous étaient élucidés.
Le souci majeur  étant d’améliorer la culture et le rendement du pois chiche,

de nombreuses stratégies ont été mises en ceuvre.

Une compréhension des mécanismes physiologiques du stress pourrait
ouvrir la voie a une meilleure maitrise des pratiques agronomiques en milieu

défavorable pour identifier et caractériser les sources de résistance, connaitre

les meécanismes des réactions de défense, comprendre les mécanismes
du contournement des résistances, évaluer la durabilité des résistances,
proposer des stratégies d’amélioration et d'utilisation des résistances.

L’amélioration des plantes, vis a vis de leur tolérance aux conditions
environnementales, passe par une meilleure compréhension des réponses

adaptatives des plantes résistantes aux stress.

Certaines substances végétales ont été utilisées comme molécules
de bio-contréle ou de défense. L’acide salicylique est un composé phénolique
qui provoque sous conditions une ou plusieurs réactions biochimiques modifiant
le métabolisme, les constituants et le comportement des plantes ou stimulent

leur croissance.

L’objectif  primordial de cette these a été la compréhension
des interactions de ce composé dans les stratégies de défense des plantes mises
en jeu lors du stress salin ou du stress biotique, et certains composés
biochimiques, particulierement ceux impliqués dans les processus de résistance.
Notre étude repose sur l'utilisation de l'acide salicylique comme traitement
des graines en germination et des plantes en croissance du pois chiche
par différentes concentrations d’acide salicylique sous conditions soit de stress
salin soit par linoculation par les champignons; P.ultimum et F. redolens.
Cette étude a été couronnée par des analyses biochimiques. Enfin une évaluation

du rendement a été réalisée, dans les circonstances normales, les conditions
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de stress sans traitement et les conditions de stress apres

I'application de I’AS.

A travers ces résultats obtenus sur la germination et la croissance
des plantes, nous avons pu confirmer que l'acide salicylique a un roéle positif
dans l'amélioration de la  germination, la croissance et également
sur le rendement des plantes. Néanmoins cet effet n'a pas atteint le seuil
des observations obtenues chez les témoins.

La premiere étape nous a permis d'évaluer la  germination,
les caractéristiques morphologiques, et en particulier le comportement
biochimique du pois chiche dans les deux phases de croissance. Ces traits nous
ont permis de nous renseigner sur le fonctionnement de cette plante dans
les conditions favorables.

Suite a la premiére étude, il s’est avéré nécessaire de déterminer
I'influence du stress salin et l'effet du Pultimum en germination et F. redolens
pendant le developpement sans l'utilisation du traitement. Cette etape nous
a permis de comparer le comportement morphlogiques et physiologiques
du pois chiche dans les conditions de stress salin et en cas de stress biotique.
En plus, cette étude a permis de montrer des caractéristiques biochimiques
communes entre les deux stress abiotique et biotique chez cette plante,
intervenant comme molécules de tolérance en ce qui concerne le stress biotique
et des molécules de résistance sous stress abiotique.

Suite a l'application du traitement par l'acide salicylique, nous avons pu
dans un  premier lieu  évaluer lintervention de  cette  molécule
dans I'amélioration du pourcentage de germination, dans le developpement
des plnates et aussi dans la réduction des nécroses chez la plante. Les analyses
réalisés  sur certains composés biochimiques (proteines, proline, polyphenol)
ont montré des variations bien distinguées, ce qui prouve le role que joue
cette molécule dans certains processus physiologiques de synthése qui animent
la défense des plantes. Aussi, nous avons pu enregistrer une augmentation
dans l'activité antioxydante ainsi que le comportement de certains enzymes

antioxydants, sous les différents stress et en présence de I’AS appliquées.
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Cette partie, nous a orienter sur le choix des doses bien déterminé
qui doivent étre appliqué pour le pois chiche, ou bien pour chaque espeéce.

Nous avons remarquées que sous les deux stress, la plus faible
concentration de I'AS a eu des impacts significatifs a différents stades
du fonctionnement de la plante, sans toutefois affecter le rendement qualitatif
de la plante.

Néanmoins, l'application de I'acide salicylique a de fortes doses peut
diminuer ou inhiber la germination des graines. On peut suggérer que la dose
0,05 mM est la concentration la plus fiable a utiliser pour traiter les graines
de pois-chiche pendant la germination et la croissance. Par ailleurs, la dose 0,5
mM a eu un effet bénéfique dans les deux stress, mais moins efficace que la dose
0,05 mM. Par contre, la dose la plus élevée 1 mM a causé une inhibition
complete de la germination de cette espece.

Enfin, une analyse du rendement a été effectuée en prenant
en considération le nombre et les poids des graines issues de toutes
ces expériences. Nous pouvons suggérer qu’'il y a une relation étroite entre
les caractéristiques de la germination et de croissance, ainsi que leur réle relatif
dans I'établissement des parametres du rendement chez les plantes.
En parallele, nous avons constaté que l'acide salicylique peut améliorer
modérément le rendement final de la plante.

Néanmoins, il est difficile de contrdler a quelle stade ce composé peut étre
appliqué et quelle est la dose adapté a chaque stade. Ainsi, il est donc impératif
de poursuivre la recherche afin d’établir une meilleure doses de l'acide
salicylique susceptible de conférer une protection maximale aux pois chiche

et a d’autres légumineuses.
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Annex 1: Solution d’arrosage

Tableau 1 - Solution nutritive de HOAGLAND (1938)

Solution mere Poids g.l1 | Mole.l 1
Macro-éléments

KNO3 191.90 1.90

(NO3)Ca, 4H20 129.80 0.55

NO3 NH4 210.00 0.26

S04 Mg, 7H20 61.50 0.25

PO4 H2K 54.40 0.40

PO4K2H, 3H20 34.23 0.15
Oligo-éléments

Cl2Mn, 4H20 1.80

CuS04, 5H20 0.176

ZnS04, 7H20 0.219

BO3 H3 2.861

Cl2Mn, 4H20 1.80 CuS04, 5H200.176

MO7024(NH4), 7H20 0.285

EDTA ferrique (C10H12FeNaO8) 0.05

Annex 2 : Listes des courbes d’étalonnage
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Annex 3 : Analyse statistiques des nombre de feuilles (Analyse de variance: P.ultimum)

Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 117,69 39,23 351,4123 | 0,032006 | 0,99170313 4,06618056
0,05 mM AS 120,38 40,1266667 205,516133
0,5 mM AS 120,66 40,22 305,6092
1 mM AS 129,91 43,3033333 324,182033
0 0,05mMAS | 0,5mMAS |1mM AS
0 1
0,05 mM AS 0,98831299 1
0,5 mM AS 0,99429557 | 0,99893427 1
1ImM AS 0,98478037| 0,99976553 0,9977006 1
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Annex4 : Analyse statistiques des nombre de feuilles (Analyse de variance: Salinité)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 164,13 54,71 903,8043 | 0,0804023 0,96883524 4,06618056
0,05 mM AS 187,97 62,6566667 354,366633
0,5 mM AS 163,9 54,6333333 405,143333
1mM AS 175,55 58,5166667 503,785833
0 0,05mMAS | 0,5mMAS |1mM AS
0 1
0,05 mM AS | 0,9948669 1
0,5mMAS | 0,9999296| 0,9935968 1
1mM AS 0,9999705| 0,9956139| 0,9998092 1
Annex 5 : Analyse statistiques des nombre de feuilles (Analyse de variance: F.redolens)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 29 | 9,66666667 | 9,33333333 0,375 | 0,7023319 | 5,1432528
0,05 mM AS 32| 10,6666667 | 5,33333333
0,5 mM AS 35| 11,6666667 | 9,33333333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,75592895 1

0,5 mM AS 1 0,75592895 1

Annex 6 : Analyse statistiques des nombre de feuilles (Analyse de variance : Salinité)

Groupe Somme | Moyenne | Variance Fcalculé Probabilité F critique
0 53 | 17,666666 | 120,33333 | 0,0139634 0,9861655 | 5,14325285
0,05 mM AS 54 18 97

0,5 mM AS 57 19 93

0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1
0,05 mM AS 0,96724713 1
0,5 mM AS 0,98782916 0,91599249 1

Annex 7 : Analyse statistiques des longueurs de la partie aérienne (Analyse de variance : F.redolens )

Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 71,7 23,9 2,01 | 0,0190729 | 0,9811670 | 5,14325285
0,05 mM AS 70,23 23,41 20,1591
0,5 mM AS 71,47 | 23,823333 | 10,6120333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,83983768 1

0,5 mM AS 0,93104597 0,58384501 1
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Annex 8 : Analyse statistiques des longueurs de la partie aérienne (Analyse de variance : Salinité)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 55,31 | 18,436666 | 3,35703333 | 3,6927106 | 0,0900653 | 5,14325285
0,05 mM AS 59,79 19,93 7,8759
0,5 mM AS 83,47 | 27,82333 | 50,7720333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,83983768 1

0,5 mM AS 0,93104597 0,58384501 1

ANnex 9 : Analyse statistiques des teneurs en chlorophylle (Analyse de variance : F.rodolens)

Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 227,9 | 75,9666667 | 2365,04333 | 0,003485 | 0,9965229 | 5,14325285
0,05 mM AS 217,8 72,6 2588,53
0,5mM AS 221,6 | 73,8666667 | 2513,44333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,99792679 1

0,5 MM AS 0,99902745 0,99979402 1
Annex 10 : Analyse statistiques des teneurs en chlorophylle (Analyse de
variance : Salinité
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé Probabilité | F critique
0 309,45 103,15 | 6926,4075 0,12973 | 0,881187 | 5,786135
0,05 mM AS 306,25 | 102,0833 | 6060,1558
0,5 mM AS 143,8 71,9 1331,28

0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1
0,05 mM AS 0,98509914 1
0,5mM AS 1 1 1

Annex 11 : Analyse statistiques des teneurs en protéines dans les graines (Analyse de variance :

P.ultimum)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 27,18 9,06 7,1953 | 0,2570277 | 0,7814467 | 5,14325285
0,05 mM AS 24,03 8,01 12,4356
0,5 mM AS 22,08 7,36 6,1348
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,93029334 1

0,5 mM AS 0,95445101 0,99736559 1
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Annex 11 : Analyse statistiques des teneurs en proteines dans les graines (Analyse de variance : Salinité)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 17,26 | 5,7533333 | 1,58523333 | 0,0044962 | 0,9955172 | 5,14325285
0,05 mM AS 17,63 | 5,8766666 | 0,53303333
0,5 mM AS 17,37 5,79 5,9107
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,58083088 1

0,5 mM AS 0,82167076 0,94121498 1

Annex 12 : Analyse statistiques des teneurs en proteines dans les plantes (Analyse de variance :

F.redolens)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 7,91 | 2,6366667 | 1,10823333 | 0,0068012 | 0,9932295 | 5,14325285
0,05 mM AS 8,11 | 2,7033333 | 1,06123333
0,5 mM AS 8,16 2,72 0,4036
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,99722255 1

0,5 mM AS 0,99193744 0,97974373 1

Annex 13 : Analyse statistiques des teneurs en proteines dans les plantes (Analyse de variance : Salinité)

Annex 14 : Analyse statistiques des teneurs en proline dans les graines (Analyse de variance : P.ultimum)

Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 14,93 | 4,9766666 | 0,36573333 | 0,0242170 | 0,9761687 | 5,14325285
0,05 mM AS 15,5 5,1666666 | 2,11903333
0,5 mM AS 15,08 | 5,0266666 | 1,12013333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,93029334 1

0,5 mM AS 0,95445101 0,99736559 1

Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 7,13 | 2,3766667 | 0,18363333 | 2,1491824 | 0,1977648 | 5,14325285
0,05 mM AS 7,54 | 2,5133333 | 0,25063333
0,5 mM AS 9,06 3,02 0,0468
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,87639759 1

0,5 mM AS 0,85109555 0,49305903 1
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Annex 15 : Analyse statistiques des teneurs en proline dans les graines (Analyse de variance : Salinité)

Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 11,14 | 3,7133333 | 3,77643333 | 0,0212908 | 0,9790078 | 5,14325285
0,05 mM AS 12,25 | 4,0833333 | 5,16243333
0,5 mM AS 11,92 | 3,9733333 | 6,32123333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,96840653 1

0,5 mM AS 0,99392417 0,98997081 1

Annex 16 : Analy

se statistiques des teneurs en proline dans les plantes (Analyse de variance : F.redolens)

Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 6,88 | 2,2933333 | 0,02773333 | 0,9073112 | 0,4526158 | 5,14325285
0,05 mM AS 6,07 | 2,0233333 | 0,16963333
0,5 mM AS 6,04 | 2,0133333 | 0,05293333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,76007922 1

0,5 mM AS 0,70295002 0,0721128 1

Annex 17 : Analyse statistiques des teneurs en proline dans les plantes (Analyse de variance : Salinité)

Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 6,92 | 2,3066667 | 0,37403333 | 0,1970144 | 0,8262852 | 5,14325285
0,05 mM AS 7,99 | 2,6633333 | 0,92963333
0,5 mM AS 7,02 2,34 0,4693
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,57585621 1

0,5 mM AS 0,98181818 0,72057669 1

Annex 18 : Analyse statistiques des teneurs en polyphenol dans les graines (Analyse de variance :

P.ultimum)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 7,36 | 2,45333333 | 1,71803333 | 0,02556453 | 0,97486506 | 5,14325285
0,05 mM AS 6,76 | 2,25333333 | 0,94503333
0,5 mM AS 7,01 | 2,33666667 0,89003333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,90639512 1

0,5 mM AS 0,99757073 0,87476631 1
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Annex 19 : Analyse statistiques des teneurs en polyphenol dans les graines (Analyse de variance :
Salinité)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité F critique
0 10,48 | 3,49333333 | 0,30043333 | 0,11116352 | 0,89659281 | 5,14325285
0,05 mM AS 11,14 | 3,71333333 3,70173333
0,5 mM AS 9,67 | 3,22333333 0,87443333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,49701003 1

0,5 mM AS 0,94475081 0,75398821 1

Annex 20 : Analyse statistiques des teneurs en polyphenol dans les plantes (Analyse de variance :

F.redolens)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 322,5 107,5 508,93 | 0,06470772 | 0,93798648 5,14325285
0,05 mM AS 323,8 | 107,933333 955,373333
0,5 mM AS 304,3 | 101,433333 372,623333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,98999927 1

0,5 mM AS 0,99345354 0,9674026 1

Annex 21 : Analyse statistiques des teneurs en polyphenol dans les graines (Analyse de variance :

Salinité)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 271,1 | 90,3666667 | 585,743333 | 0,22099822 | 0,80796456 | 5,14325285
0,05 mM AS 239 | 79,6666667 | 384,173333
0,5 mM AS 260,8 | 86,9333333 245,583333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,99821502 1

0,5 mM AS 0,99661886 0,98993291 1

Annex 22 : Analyse statistiques des teneurs en flavonoides dans les graines (Analyse de variance :

P.ultimum)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 20,24 | 6,7466667 | 2,05853333 | 0,1838554 | 0,8365728 | 5,14325285
0,05 mM AS 18,79 | 6,2633333 | 5,48693333
0,5 mM AS 22,05 7,35 6,9643
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,91485917 1

0,5 mM AS 0,98990492 0,96285158 1
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Annex 23 : Analyse statistiques des teneurs en flavonoides dans les graines (Analyse de variance :
Salinité)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 20,56 | 6,8533333 | 1,79453333 | 0,1365076 | 0,8750336 | 5,14325285
0,05 mM AS 19,33 | 6,4433333 | 0,93173333
0,5 mM AS 19,27 | 6,4233333 | 1,15703333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,95256608 1

0,5 mM AS 0,87583466 0,98116436 1

AnNnex 24 : Analyse statistiques des teneurs en flavonoides dans les plantes (Analyse de variance :

F.redolens)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 239,82 79,94 64,0461 | 0,1193605 | 0,8895432 | 5,14325285
0,05 mM AS 234,23 | 78,076667 | 117,476633
0,5mM AS 227,74 | 75,913333 | 124,684933
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,9870616 1

0,5mM AS 0,98973957 0,95402383 1

Annex 25 : Analyse statistiques des teneurs en flavonoides dans les plantes (Analyse de variance :

Salinité)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 229,52 | 76,506667 | 417,790233 | 0,1613676 | 0,8545525 | 5,14325285
0,05 mM AS 232,62 77,54 562,8592
0,5 mM AS 205,54 | 68,513333 | 380,607433
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,97683053 1

0,5 mM AS 0,99798111 0,96126605 1

ANnex 26 : Analyse statistiques des teneurs en T Condensé dans les graines (Analyse de variance :

P.ultimum)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 8,01 2,67 0,4057 | 0,3700175 | 0,7054517 | 5,14325285
0,05 mM AS 8,52 2,84 0,0637
0,5 mM AS 7,47 2,49 0,2757
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,4332603 1

0,5 mM AS 0,22021752 0,9745549 1
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Annex 27 : Analyse statistiques des teneurs en T Condensé dans les graines (Analyse de variance :
Salinité)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 5,89 | 1,9633333 | 0,77443333 | 0,1365076 | 0,8750336 | 5,14325285
0,05 mM AS 4,55 | 1,5166667 | 0,94403333
0,5 mM AS 5,37 1,79 1,1191
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,91857459 1

0,5 mM AS 0,56786064 0,19628424 1

Annex 28 : Analyse statistiques des teneurs en T Condensé dans les plantes (Analyse de variance :

F.redolens)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 11,14 | 3,7133333 | 3,77643333 | 0,0212908 | 0,9790078 | 5,14325285
0,05 mM AS 12,25 | 4,0833333 | 5,16243333
0,5mM AS 11,92 | 3,9733333 | 6,32123333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,96840653 1

0,5mM AS 0,99392417 0,98997081 1

Annex 29 : Analyse statistiques des teneurs en T Condensé dans les plantes (Analyse de variance :

Salinité)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 7,13 | 2,3766667 | 0,18363333 | 2,1491824 | 0,1977648 | 5,14325285
0,05 mM AS 7,54 | 2,5133333 | 0,25063333
0,5 mM AS 9,06 3,02 0,0468
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,87639759 1

0,5 mM AS 0,85109555 0,49305903 1

Annex 30 : Analyse statistiques des teneurs en T hydrolysable dans les graines (Analyse de variance :

P.ultimum
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 17,26 | 5,7533333 | 1,58523333 | 0,0044962 | 0,9955172 | 5,14325285
0,05 mM AS 17,63 | 5,8766667 | 0,53303333
0,5mM AS 17,37 5,79 5,9107
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,58083088 1

0,5mM AS 0,82167076 0,94121498 1
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Annex 31 : Analyse statistiques des teneurs en T hydrolysable dans les graines (Analyse de variance :
Salinité)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 27,18 9,06 7,1953 | 0,2570277 | 0,7814467 | 5,14325285
0,05 mM AS 24,03 8,01 12,4356
0,5 mM AS 22,08 7,36 6,1348
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,93029334 1

0,5 mM AS 0,95445101 0,99736559 1

Annex 32 : Analyse statistiques des teneurs en T hydrolysable dans les plantes (Analyse de variance :

F.redolens)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 11,14 | 3,7133333 | 3,77643333 | 0,0212908 | 0,9790078 | 5,14325285
0,05 mM AS 12,25 | 4,0833333 | 5,16243333
0,5mM AS 11,92 | 3,9733333 | 6,32123333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,96840653 1

0,5mM AS 0,99392417 0,98997081 1

Annex 33: Analyse statistiques des teneurs en T hydrolysable dans les plantes (Analyse de variance :

Salinité)
Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 17,26 | 5,7533333 | 1,58523333 | 0,0044962 | 0,9955172 | 5,14325285
0,05 mM AS 17,63 | 5,8766667 | 0,53303333
0,5 mM AS 17,37 5,79 5,9107
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,87639759 1

0,5 mM AS 0,85109555 0,49305903 1

Annex 34 : Analyse statistiques des teneurs en activité antioxydant dans les graines (Analyse de
variance : P.ultimum)

Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 8,61 2,87 2,7697 | 0,1678596 | 0,8493094 | 5,14325285
0,05 mM AS 10,74 3,58 2,2351
0,5 mM AS 10,56 3,52 3,3075
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,98668337 1

0,5 mM AS 0,81103758 0,89538821 1
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Annex 35 : Analyse statistiques des teneurs en activité antioxydant dans les graines (Analyse de

variance : Salinité)

Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 11,59 | 3,8633333 | 3,27123333 | 0,2797214 | 0,7653373 | 5,14325285
0,05 mM AS 9,02 | 3,0066667 | 1,94813333
0,5 mM AS 11,49 3,83 2,3571
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,99878246 1

0,5 mM AS 0,99778484 0,99328828 1

Annex 36 : Analyse statistiques des teneurs en activité antioxydant dans les plantes (Analyse de
variance : F.redolens)

Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 57,3 19,1 1,7299 | 0,0636890 | 0,9389224 | 5,14325285
0,05 mM AS 58 | 19,333333 | 4,94293333
0,5 mM AS 59,42 | 19,806667 | 11,6474333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,94235231 1

0,5 mM AS 0,88617058 0,68003456 1

Annex 37 : Analyse statistiques des teneurs en activité antioxydant dans les graines (Analyse de

variance : Salinité)

Groupe Somme Moyenne Variance Fcalculé | Probabilité | F critique
0 24,07 | 8,0233333 | 25,2352333 | 0,1292265 | 0,8811559 | 5,14325285
0,05 mM AS 23,44 | 7,8133333 | 13,4697333
0,5 mM AS 19,66 | 6,5533333 | 5,31773333
0 0,05 mM AS 0,5 mM AS

0 1

0,05 mM AS 0,97580557 1

0,5 mM AS 0,9036888 0,97544404 1
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Résumé:
L’objectif de cette étude est d’identifier I'implication de l'acide salicylique dans la
résistance du pois chiche (Cicer arietinum L.), sous des conditions défavorables.

Dans ce cadre, un essai a été conduit dans des conditions contrdlées sur une variété
de pois chiche (ILC 3279) prétraitées a l'acide salicylique (0,05 mM, 0,5mM, 1mM),
puis inoculé  par le Pithium ultimum en phase de germination ou par le Fusarium
redolens en phase de croissance, soit soumises aux stress salin (NaCl 100 mM). Lors
de cette étude la cinétique de germination des graines, le nombre des plantes
développées et nécrosées, ainsi que le rendement des plantes en graines a été
analysé. Une analyse biochimique sur les graines et les plantes a été entamées, afin
de comprendre le mode d’action de cette molécule sur la stimulation des processus
de défense. Les résultats obtenus montrent que I’application de I’AS provoque une
augmentation de la faculté germinative des graines ainsi quune amélioration du
pourcentage des plantes en développées contre une diminution des taux des plantes
nécrosées. L’analyse de certains composés biochimiques a montré une
augmentation dans le taux de la chlorophylle, des protéines, des plolyphenol
accompagné dune augmentation de lactivité antioxydant, au niveau des graines et
des plantes. En paralléle une amélioration du rendement est constatée chez les
plantes traitées par rapport aux plantes non traitées. En conclusion, les résultats
obtenus nous ont permis de mettre en évidence le role physiologique de lacide
salicylique dans l'amélioration de la germination et de la croissance du pois chiche,
sous stress salin et en présence des champignons. Aussi, nous avons pu démontrer
que l'impact de l'acide salicylique est aussi dépendant du stade de développement
de la plante, de la nature du stress et de la dose appliquée qui doit étre adapté a
I'espéce. Nous pouvons suggérer que la plus faible dose 0,05 mM est la plus fiable
pour la croissance et la résistance du pois chiche.

Mots clés: Pois chiche, Acide Salicylique, Fusarium redolens, Pythium
ultimum, Salinity, Proteines, Polyphénol, Activité Antioxidant.

Abstract:
The aim of the study was to elucidate the implication of salicylic acid on
chickpea (Cicer arietinum L.) defence to salt stress and pathogeneses. For

this, chickpea seeds treated by salicylic acid (0,06 mM, 0,5mM and 1mM),
and than seeds are submitted under NaCl concentration (100 mM) or
inoculated with P.ultimum at germination stade or F.redolens at seedling

stade. The measures concerned the kinetics germination rate, plants
number  developed, necroses plants and the rendement are studied.
Although an analyses of  biochemical compounds are carried. In

conclusion, the results suggest that the application of SA led to an
amelioration of the germination and plants developpement. A  variation
was noted on the biochemical compounds, such the proteins rate,
polyphenol level and the antioxidant activity depending on the
germination stage and development. Although, the results obtained in
this work highlighted the possible involvement of salicylic acid likely to
contribute to understand chickpea defence reactions against these
pathogens and salinity. And we can demonstrated that the effect of
exogenous SA  depends on various factors, including the species and
developmental stage, the concentration of SA application.

Key words: Chickpea, Salicylic acid, Fusarium redolens, Pythium
ultimum, Salinity, Proteins, Phenolic compounds, Antioxidant activity.
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