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Le contexte agro-environnemental actuel des cudtdee blé se caractérise par une double
contrainte: la réduction de [l'utilisation des peskes et I'amélioration de la teneur en
protéines des grains.

L'utilisation des pesticides devrait étre réduiteraison des risques de pollution des eaux et
des sols, de la résistance induite des pathogenés eolt de la lutte chimique pour les
agriculteurs. Dans cette ligne, la loi de programmation relatie@ Grenelle de
'environnement a fixé I'objectif de réduire de mméi les usages des produits
phytopharmaceutiques d’ici 2018 (Anonyme, 2007)pédelant, le raisonnement de la lutte
chimique devrait étre déployé avec dautres élémet¢ lutte: variétés résistantes,
raisonnement des pratiqgues agronomiques: condroiteéea des parcelles, choix des dates et
densités de semis (Gouaddtaal, 2009; Neyet al, 1998)...

D’autre part, la teneur en protéines du blé tendue,constitue un critere de base pour se
positionner sur les marchés intérieurs francaigtetrnationaux, est relativement faible en
France; elle varie aux alentours de 11% (11.1%@80.210.8% en 2001, 11.3% en 2009)
(Anonyme, 2009). Or pour étre commercialisableiréidrnational, les blés doivent avoir une
teneur en protéines supérieure a 11.5%. Pour augmknteneur en protéines, les seules
possibilités d’action de I'agriculteur restent leotx variétal et la fertilisation azotée. Il est
possible d’améliorer la nutrition azotée en jousuntla dose et le fractionnement des apports
azotés. Concernant la dose, le calcul des bilagwvigionnels s'impose, ainsi que le
fractionnement de la dose totale en trois appbegpremier apport au moment du tallage est
allégé et un dernier apport est conseillé autourgdoflement. Cet apport tardif permet
d’augmenter la teneur protéique des grains majsuik aussi sur celle des feuilles ce qui
pourrait favoriser I'apparition de maladies de fie cycle tel que la septoriose du blé
(Mycosphaerella graminico)gLeitch et Jenkings, 1995).

Finalement,la réduction de l'utilisation des pesticides oum&ioration de la teneur en
protéines des grainsécessitent des criteres de diagnostic et uneictimad fiable de la
nuisibilité des agents pathogéenes. La conceptiomé@bodes de diagnostic et d’évaluation de
la nuisibilité repose sur la connaissance et laétisation de I'action des agents pathogenes
sur le fonctionnement de la culture (Netyal, 1998).

Dans un souci de comprendre et de modéliser legactions entre les métabolismes carboné
et azoté et les maladies foliaires du blé, I'équitente (UMR Environnement et Grandes
Cultures) a construit un modele conceptuel desant®ns hotexpathogene (figure ci-contre).
Ce modéle aborde I'effet de la maladie sur la plaheffet de I'environnement du pathogéene
géneré par I'état des feuilles et I'architecturecduvert, la mise en place de la structure du
couvert, et les relations avec I'environnement pjyes du pathogéne. Mon travail de these
s’intégre dans le premier axe qui vise a évalueulaibilité quantitative (perte de rendement)
et qualitative (effet sur le remplissage du granN) des maladies foliaires du blé. Si les
pertes de rendement en matiere séche sont bienlisg®de a ce jour, la formation du
rendement en N est encore mal comprise. D’ou Féttde ma thése qui servira a alimenter le
modele des flux d’'N dans les plantes malades. Manjep porte principalement sur les
déterminants du remplissage du grain en N dargdeses malades notamment dans le cas de
la septoriose foliaireMycosphaerella graminico)al’'une des maladies les plus fréquentes et
les plus pénalisantes pour le blé en France.

Ce travail s’organise autour de quatre chapitresédaltats: un premier chapitre qui a pour
objectif de clarifier le déterminisme de la remdaition et du remplissage N des grains chez
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le blé en conditions de variations de disponibilitdzote par manipulations des sources
(emballage et ablation de feuilles).

Deux chapitres sont consacrés pour répondre adthgge de la sénescence apicale accélérée
par la septoriose. Dans le chapitre Il, des indmna localisées ont été réalisées sur les
feuilles drapeau en conditions contrélées en stug,en croisant la variabilité génétique des
plantes et celle des isolats de champignon. Quanhapitre Ill, il tente d’aborder le sujet en
conditions naturelles, en impliquant des condudesfertilisation azotée différentes et en
comparant la sensibilité des feuilles 1 et 2. Lenide chapitre caractérise les effets de la
septoriose sur le métabolisme azoté de la feuilleem avec la baisse de surface verte et ses
répercussions sur le remplissage des grains em aaas des conduites agricoles contrastées,
tout en essayant d’extrapoler les résultats duitriedp

lllerp.?;l*gll(l)..llll..llll..lll..- 1
* :IIIIIIIIIIIIIIE Smcrure
source . = .
:@ sensibilité '
N @ . intégration
maladie =%
.4 0
@ ,.*’. E@ Biomasse
microclimat dispersion et sa
f ‘ répartition
1 ... Structure
couvert
Structure couvert Rendement
et qualité

Figure 0: Modéle conceptuel des relations entre plante-hbagents pathogenes

Les chiffres 1, 2, 3 et 4 désignent les axes deerebe de I'équipe Plante:

Axe 1: Effet de la maladie sur la plante

Axe 2: Effet de I'environnement du pathogéne gépard’état des feuilles et I'architecture du codve
Axe 3: La mise en place de la structure du couvert

Axe 4: Les relations avec I'environnement physiqugathogéne
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SEPTORIA TRITICI
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Figure 1: Représentation schématique du développement pbtyeyade M. graminicola (d’aprés

Caron, 2000).

blé en automne et en hiver.

Au printemps, plusieurs cycles a pycnidiospores li@ut sur les feuilles d’'une plante de hlé
permettant la propagation de bas en haut de ladieglasqu’a la feuille drapeau. C'est gré
aux éclaboussures de pluie que cette propagatien aur les étages foliaires. En été, les dé
de feuilles atteintes seraient le siege de formadies fructifications sexuées. Celles-ci ainsi ¢
les pycnidiospores qui résident dans les résidugctdte vont inoculer de nouveaux plants
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ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

Dans la premiere partie introductive, je présemntds principales caractéristiques de la
septoriose, son cycle biologigue, ainsi que leeyiblogique de la plante-hoéte, le blé tendre
afin de caractériser les phases de la culture @éeblplus sensibles a la maladie, ce qui va se
répercuter sur le rendement et la qualité des grdedécrirai ensuite le métabolisme azoté
pendant le remplissage chez les plantes sainedsqamsa régulation aux différentes échelles:
organes, plantes, couvert. Dans une troisiemeepgeborderai la sénescence foliaire pour en
préciser également les processus, et les modes mdgdation aux différentes échelles. Puis,
une guatrieme partie sera consacrée aux modifiatia fonctionnement azoté entrainées par
les maladies foliaires. La derniére partie traitdeala sénescence induite par les maladies et
de sa cinétigue, dans le cas de réactions ‘contggitilet ‘incompatibles’, ainsi que sa
régulation selon la nature du pathogéne.

|- Pathosysteme étudié

1. La septoriose foliaire

a. Importance

On distingue deux principales formes de septoriasesadies fongiques du blé. En France, la
septoriose des épest surtout présente dans les zones continentatssgaie celle des feuilles
I'est principalement dans le nord-ouest et subt@slures maritimes ou hampignon trouve
des conditions climatiques favorables a son déypeo@nt (Caron, 2000). Bien que la
septoriose des épis ait été I'espece prédominankgasce jusqu’aux années 80, la septoriose
foliaire I'a remplacée depuis, en Europe et notantre@ France et en Angleterre, sans doute
pour des raisons écologiques (Bearchetl al, 2005). Les septorioses, champignons
ascomycetes, ont d’abord été décrites sous leunefoanamorphe (filaments mycéliens
permettant la reproduction asexuée). Puis quand dgcle a été mieux défini, on les a
associées a des formes parfaites. C'est ainsi gueeptoriose des épis correspond a
Phaeosphaeria nodorurgMiller) Hedjaroude [anamorphé&tagonospora nodorur(Berk.)
Castellani et Germano], tandis que la septoriosi@if® est Mycosphaerella graminicola
(Fuckel) SchrétefanamorpheSeptoria triticiRoberge].

L’'importance économique de la septoriose foliairécalile des pertes de rendement
importantes qu’elle occasionne sur le blé, quarsdtieis derniéres feuilles sous I'épi qui
participent majoritairement au remplissage du gragmt séverement touchées a partir de la
fin de montaison.

b. Cycle biologique

Mycosphaerella graminicolaest un champignon hémibiotrophe, car aprés ueenipre
phase biotrophe ou I'infection se déroule sansribétdion des tissus hétes, survient la phase
nécrotrophe pendant laquelle les tissus colonisgsrencent a mourir.

Le cycle du champignon est assez complexe (figureek infections primaires sont causéees
par les ascospores, libérées dans I'air a I'autoarpartir des périthéces formées sur les
résidus de culture (Shaw et Royle, 1989). Au pnig, plusieurs cycles a pycnidiospores ont
lieu sur les feuilles d’'une plante de blé. Les pgimspores sont adaptées a la dissémination a
courte distance, typiquement d’'une feuille agédan de la plante vers une feuille jeune du
haut de la méme plante ou d’'une plante voisinemiadadie progresse ainsi par infections
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successives jusqu’a la feuille drapeau, d’ou lalificgtion de la septoriose de maladie a
gradient, et de maladie polycyclique. Les pycnipass libérées en présence d’humidité
constituent donc le moteur de I'épidémie. Plus bans ce texte, on les appellera ‘spores’ par
facilité.

La germination des spores:La germination des spores a lieu si les conditions
environnementales sont favorables, notamment esepcé d’eau libre sur les feuilles, de
températures élevées (entre 10 et 25°C avec umoptiaux alentours de 20°C) et
d’humidité relative a saturation de 15 a 20 heuagboul et al, 1992). Le tube
germinatif pénetre dans I'épiderme de la feuile plus souvent, a travers les stomates
(Kemaet al, 1996b). L'infection commence quand le pathogémstslle dans les tissus
colonisés.

La période de latencell existe une polémique sur la définition de laipée de latence,

si elle s’étend depuis la germination des sporsguid I'apparition des chloroses, des
nécroses ou des premiéres structures sporularggsi(ket al, 2004), apparitions qui sont
décalées de quelques jours. Une estimation stardkarcktte période ne peut de toute
fagcon pas étre établie a cause de la non standdodisdes conditions expérimentales
utilisées dans les diverses études (choix destgarge blé et degré de sensibilité; étude
en serre ou au champ; techniques d’inoculationhatlits de mesure) et de la diversité
des souches pathogenes testées (Shaw, 1990; letvall 2004). Ce qu'on cherche a
caractériser, c’est la phase biotrophedéveloppement du champignon, ou la progression
mycélienne s’effectue plutét lentement et de fapem destructrice dans les espaces
intercellulaires. La durée de la phase de latemeae le rythme des épidémies: dans le
cas de la septoriose des feuilles, elle est londae200 a 400 dj base zéro depuis la
contamination (Lovelkt al, 2004). Dans le cas du blé, cette durée correspgreu prés
au temps entre I'émission de la derniere feuilla doraison.

La sporulation: La fin de la latence correspond a I'entrée _en phe&sgotrophe Le
développement du champignon s’intensifie et conduitla destruction des parois
cellulaires (Keonet al, 2007). Elle conduit rapidement a la phase deusgtion, qui
correspond a I'émission de pycnidiospores, desespidiformes de 50 - 8gm de long et

de moins de xm de diamétre. Ces dernieres, produites dans @sd®s, sont exsudées
sous forme d’'un amas mucilagineux nommé ‘cirrhei s protége des conditions
climatiques défavorables (Eyetl al, 1987).

La dispersion: Les pycnidiospores représentent la forme majoeitagnt responsable de
la dispersion de la maladie pendant la saison ttareules cirrhes, quoique protégeant
les pycnidiospores, les alourdissent et ne leumptent pas d'étre transportés en
suspension dans l'air. Ce sont les éclaboussurpfudss qui les projettent vers les étages
foliaires supérieurs du blé (Eyat al., 1987), assurant ainsi de nouveaux cycles de la
maladie. Cette dispersion est une deuxieme phasaacis le développement épidémique
de cette maladie et va fortement dépendre de tpérice et de lintensité des pluies de
printemps. Des caractéristiques liées au couvayeteé (densité de feuilles, distances
entre organes et vitesse d’émission des feuillesppttent de minimiser ou maximiser les
probabilités de contact entre couvert et inoculuovéll et al, 1997; Savaret al, 1995).

c. Symptdmes et nuisibilité

Les symptdmes provoqués pdr graminicola apparaissent successivement sous forme de
chloroses, taches de couleur vert clair, avantadiér en taches brunatres appelées nécroses.
Ces nécroses finissent par se fondre les unes W@nsutres (coalescence). Ensuite,
apparaissent sur ces nécroses les pycnides, iitatibhs noires a peine visibles a I'ceil nu. La
nuisibilité de la septoriose en terme de pertesghaigosynthese, croissance ou rendement a été
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étudiée par plusieurs équipes de recherche (Sktigebal, 1990; Shtienberg, 1992; Robert
et al, 2006) et convergent pour dire que la baisserdéuation a chacune de ces échelles est
quasi proportionnelle a la baisse de surface wE$atissus malades. On peut aussi définir une
nuisibilité qualitative, exprimant I'impact de laafadie sur la teneur en protéines des grains
récoltés. Comme I'impact des maladies n’est pastigge pour le carbone et I'azote, celles-ci
peuvent aboutir a des diminutions, constances aiggnentations de cette teneur (Baratal
al., 2008). A cause de l'importance économique ddelzeur protéique des grains, la
nuisibilité qualitative de la septoriose nécesgiére approfondie car, comme pour la plupart
des maladies ou ravageurs, elle est bien moingét8avaryet al, 2006).

2. Cycle biologique du blé tendre

Selon Gate (1995) le cycle de développement dupkldét étre divisé en quatre phases

principales (figure 2):

» Levée:elle se déroule a 'automne, a partir du semispatespond aux étapes suivantes:
germination, élongation du coléoptile puis croissame la premiére feuille. Le brin
maitre (celui qui est issu du grain) poursuit sassance jusqu’au stade 2-3 feuilles.

» Tallage: il se déroule principalement de la fin de l'autom@da fin de I'hiver. La
premiéretalle (= ramification) apparait a I'aisselle du tnedbrin quand celui-ci posséde 3
a 4 feuilles. D’autres talles primaires (sur le tneabrin) ou secondaires (sur une talle)
vont se développer par la suite. Toutes les talesoutes le méme rythme d’émission des
feuilles, le phyllotherme, qui est de I'ordre deD1d) base zéro. Pendant le tallage, le blé
ne semble posséder que des feuilles. Cependariveaurde son apex a lieu linitiation
florale, sous la dépendance de trois types de gémes le blé: des genes de précocité
intrinseque, des genes de vernalisation détermieanbesoins en froid pour I'aptitude a
fleurir, et des génes de réponse a la photopérieds¢ étant une plante de jours courts.

* Montaison: la tige principale commence a s’allonger ce quiespond au stade épi 1 cm
(fin Mars). L’émission des talles s’arréte généradat, tandis que les tiges des talles les
plus agées s’allongent avec une probabilité fonatie 'acces aux ressources (lumiére et
azote) du milieu. Les autres talles, notammenples jeunes, vont régresser puis mourir.
Au début de Mai, la méiose pollinique, puis le stgdnflement précedent I'épiaison, qui
correspond a la sortie de I'épi hors de la gainéad#erniére feuille (feuille drapeau). La
montaison s’achéve fin Mai a début Juin avec leafimn (ou anthese), moment ou a lieu
la fécondation. C’est & ce moment que le nombrpisligar m2 est fixé.

* Remplissage des graindes grains se forment puis murissent suivant g&apes dont la
fin est marquée par:

» le stade grain laiteux(200-300 dj apres floraison) marque la fin des iplitations et
différenciations cellulaires au sein du grain, fikée poids potentiel, car le nombre
maximal de cellules est atteint. Les grains entadmts dans une phase de croissance
linéaire;

» le stade grain pateux(500-600 dj apres floraison) correspond a la éralcroissance
des cellules de l'enveloppe et du remplissage degloplastes par des sucres,
essentiellement sous forme d’amidon. La croissenamatiere seche du grain ralentit,
et celui-ci se desséche lentement. C’est a pagtcedstade que les feuilles jaunissent
et cessent de fonctionner;

» la maturité physiologique (700-1000 dj apres floraison) est atteinte quamuatet
migration vers le grain a cessé. Dans nos conditagricoles, le maximum d’azote
par grain est fréquemment observé une semaine df)5@pres la fin visible du
remplissage en matiere séche. Une phase rapidesdechtion se met alors en place,
aboutissant a la « maturité récolte », lorsquerdgngest devenu suffisamment sec et
dur pour pouvoir étre récolté.
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Figure 2: Phases de développement d’une plante de blé
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Le remplissage des grains va étre assuré par tgidonement d’organes végétatifs, dont la
mise en place est achevée la floraison. Il n'y medaus de possibilité de récupération et toute
atteinte a l'appareil végetatif se traduira par Unaésse du potentiel de récolte. Ainsi, la
surface photosynthétique pour le remplissage ehooar des grains est fixée; de la méme
maniere, la croissance racinaire est terminée (@GdvtexPhersonet al, 1998). En
conséquence, c’est le fonctionnement de ces captiilumiére et d'azote, ainsi que les
réserves sur pied en carbone et en azote, qui pemmbettre le remplissage des grains en
fonction des aléas climatiques. Notons seulemeatl'quigine du carbone et de I'azote des
grains est tres différente. Le carbone des grairwvignt pour pres de 80% de la
photosynthése des trois dernieres feuilles au ahwnremplissage. Quand le blé pousse dans
de bonnes conditions, la contribution des résepabonées présentes dans les tiges a la
floraison est faible (Gebbingt al, 1998). Par contre I'azote des grains provienir pa plus
grosse part de la remobilisation I'azote stocké mied dans les parties végétatives a la
floraison. L’absorption de I'azote par la planteéspla floraison, a une contribution faible a
I'azote des grains (Hiradt al, 2007).

3. Fonctionnement du pathosysteme

Du fait de sa longue période de latence et malget présence des le semis sur les jeunes
plantules, la septoriose diminue la croissance e¢hdement du blé principalement en phase
de remplissage des grains. En effet, si une conttion intervient pendant la croissance
végeétative, le blé a le temps d’émettre deux arquabuvelles feuilles avant que les
symptémes n’apparaissent sur la feuille contamiBéeconséquence la feuille qui se nécrose
est une feuille ombrée de peu d'importance dah#de de carbone de la plante. A ces stades
précoces, la croissance des plantes est peu &fpeatéla maladie, mais la proximité des
feuilles au stade tallage rend la dispersion dunghignon particuliérement efficace (Lovel

al., 1997; Roberet al, 2008). A l'inverse, la montaison éloigne lesangs les uns des autres
et rend les occurrences de contamination plus.r@gsendant la durée de vie de ces feuilles
peut étre bien plus longue que celles des précési€ptus de 1000 dj), ce qui donne a la
maladie le temps de s’exprimer. Or les trois deesideuilles ne seront plus remplacées, et les
dommages liés a la baisse de leur surface vettadi@ront en termes de baisse de carbone et
d’azote des grains (Goodimg al, 2005; Roberet al, 2004; Bancagt al, 2007, 2008). C'est
pourquoi dans ma these, je m'intéresse plus pégiement a la phase de post-floraison qui
correspond au remplissage du grain, car c’est perogdte phase que les maladies foliaires de
fin de cycle comme la septoriose sont les plus |Eardes aussi bien pour le rendement que
pour la qualité des grains.

Je vais maintenant décrire le métabolisme azotdgmgne remplissage chez les plantes saines
ainsi que sa régulation aux différentes échellegames, plantes, couvert. Dans une deuxiéme
partie, jaborderai la sénescence foliaire pourpeéciser également les processus, et les
modes de sa régulation aux différentes échellas, Boe troisieme partie sera consacrée aux
modifications du fonctionnement azoté entrainéedgsamaladies foliaires. La derniere partie
traitera de la sénescence induite par les maladids sa cinétique, dans le cas de réactions
‘compatibles’ et ‘incompatibles’, ainsi que sa riagwn selon la nature du pathogene.

lI- Métabolisme azoté d’'une plante saine

Au cours du remplissage du grain, il existe deuxsess d’azote: I'absorption post-floraison
et la remobilisation. La remobilisation de 'azets le processus qui permet le recyclage des
protéines des organes végétaniis, leur dégradation en acides aminés, et leur treinstes

les organes en croissance (les grains en postsitora Les contributions respectives de ces
deux sources au remplissage varient selon les esgglirelet al, 2007) en fonction de la
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taille de leur appareil végétatif et de leur caga@ maintenir une absorption importante
pendant la floraisonChez le blé, la remobilisation assure a elle seulee 60 et 90% de
I'azote du grain alors que I'absorption de postdison en fournit une moindre partie (Hirel
et al, 2007; Kicheyet al, 2007).

A- Métabolisme azoté dans les plantes en cours demplissage

1. Absorption et assimilation de I'azote inorganige

a. Absorption

L’azote est principalement absorbé par les racgmes forme de nitrates (N La forme
ammonium (NH') est surtout importante dans des conditions enmEmentales
défavorables d’anoxie ou d’exces d'eau, peu frétpged ce stade. L'absorption est un
processus actif qui fait intervenir des transpasespécifiques situés dans la membrane
plasmique des cellules racinaires. La membrand étapartie permeéable, il existe un efflux
naturel qui redirige une partie des nitrates vensolplasme (voir la revue de Touraieeal.,
2001). L’absorption qui nous intéresse est donésaltante de deux flux contraires: I'efflux
d’'une part, et d’autre part un influx vers l'intéur des cellules, sous la dépendance de
nombreux transporteurs, certains constitutifs atites inductibles, actifs a forte affinité pour
le nitrate ou facilités a faible affinité. L'enselalronstitue un réseau qui permet aux plantes
de moduler leur absorption en fonction de la digpbe du milieu en azote. Une fois
absorbé, le nitrate est réduit en nitrite @@uis en ammonium (NF). La premiére réaction
est catalysée par la nitrate réductase (NR), darytbplasme des cellules des racines et/ou
des feuilles. La réduction du nitrite en ammoniwshensuite assurée par la nitrite réductase
(NiR) dans les chloroplastes des tissus photostigthes ainsi que dans les plastes des
racines et des tissus non photosynthétiques (Melyetitt, 2001). Cette étape a un cout
énergétique élevé (15-16 ATP /mole de )NGQuand elle a lieu dans les racines. Cependant
Justes (1993) a estimé dans une large gamme dmurndue la réduction racinaire n’atteint
au maximum que 30% de la réduction totale destegran période printaniére chez le blé.
Kicheyet al (2006, 2007) ont montré en post floraison quetivdé de la NR des feuilles est
fortement corrélée a [I'absorption, ce qui suggérae gcette enzyme contribue
significativement a I'absorption d’azote apréesltadison chez le blé.

b. Assimilation

L’ammonium est ensuite intégré dans une molécui@roque grace au couple d’enzymes
glutamine synthétase (GS) /glutamate synthase (GDGles acides aminés glutamine et
glutamate sont ainsi formés; c’est d’eux que seénivéds les autres acides aminés, utilisés par
la suite pour la formation de macromolécules conteagrotéines (Masclawet al, 2001). La

GS existe sous deux formes: cytosolique (GS1) Eraplastique (GS2). L'importance et
I'implication de ces deux isoenzymes dans l'assitith de I'azote dépendent aussi bien de
I'espece végétale considérée que du stade du ¢perient de la plante. Chez les plantes de
type C3 comme le blé, la forme chloroplastique (G&2 la plus importante. Elle intervient
majoritairement dans I'assimilation primaire demifmonium dans les feuilles jeunes et dans
le recyclage de 'ammonium photorespiratoire, atpre la forme cytosolique (GS1) est plutot
impliquée dans la remobilisation de I'azote desangg sources vers les organes puits (Dubois
et al.,1996; Masclawet al .,2000, Miflin et Habash, 2001). Ces deux isoformesa GS ont

la méme activité. Elles ne peuvent étre sépangegitro que par chromatographie des
protéines, ein vivo par I'emploi de sondes moléculaires.

Une troisieme activité enzymatique a un role cordreé dans I'assimilation de 'ammonium
chez les plantes. Il s'agit de la glutamate désbgéinase (GDH), localisée dans les
mitochondries des cellules compagnes du phloénw eblduite dans le cytosol de ces
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cellules sénescentes (Dubetsal.,2003). Cette enzyme a une activité réversibléaetivité
d’assimilation de lI'ammonium (activité aminante: B& utilisant une molécule &
cétoglutarate pour synthétiser du glutamate egodos plus forte que I'activité dé-aminante
(GDHd) in vitro. Mais des expériences de marquage avec I'azbtdAubertet al., 2001)
montrent que la GDH intervient surtauat vivo dans la désamination du glutamate (GDHd).
Le rapport GDHa/GDHd augmenti&n vitro dans les extraits de tissus stressés et/ou
sénescents, ce qui suggere un rble accru de ctitteéadans ces cas-la (Masclaux-Daubresse
et al, 2006), mais des confirmatioms vivo restent nécessaires. Kichelyal. (2006, 2007)
n’'ont pas trouvé de corrélation de I'activité dé&3BH avec d’autres marqueurs métaboliques,
et certaines hypothéses affirment que cette enaym@uerait pas de réle direct pendant
I'assimilation et la remobilisation chez le blé ¢Kkeyet al, 2006) ni chez le mais (Hirek

al., 2005). Le rdle de la GDH semble donc assez cexepét tributaire de I'espece étudiée.
Labbounet al. (2009) vont jusqu’a faire I'hypothése que la Gp&tticiperait a un cycle futile
visant a maintenir les concentrations cytoplasngqus ammonium a des niveaux
physiologiquement viables avant son utilisationrdawsynthese de glutamine ou de substrats
pour la photorespiration

Conclusion De nombreux travaux de génétiques sur blé commemsis suggerent que
I'absorption d’azote est une étape limitante car ‘ariations d’absorption d’azote sont a
I'origine des améliorations d’efficience d'utilisan des engrais azotés c'est-a-dire du rapport
entre azote apportés et grains récoltés. Au nivesllulaire, I'assimilation de Il'azot
inorganique met en ceuvre une cascade de réactiagmatiques pour aboutir a la synthése
protéique. Différents compartiments cellulairestsompliqués: le cytoplasme, le chloroplaste
et les mitochondries. Par ailleurs, cette assimitagst couteuse en énergie et est étroitement
dépendante de la fourniture d’ATP et/ou de pouvéducteur issus de la photosynthése:
métabolisme carbonés et azotés sont donc étroitdiéen

2. Remobilisation de I'azote

La remobilisation proprement dite ne peut étrenesti que par des marquad@s d’emploi
assez délicat. On considére souvent la remobdisapparente qui est le bilan de deux flux
opposés dans les organes des parties vegeétatimefiuxu entrant, alimenté par le flux
d’absorption et d’assimilation, et un flux sortagti résulte du turn-over protéique et assure
la redistribution a 'ensemble de la plante desl@Eiaminés nécessaires a leur croissance. Ces
deux flux sont permanents dans la plante végétatinags la sénescence monocarpique apres
la floraison conduit a l'arrét de I'absorption tédiue la remobilisation vide complétement
les organes au profit du grain.

a. Métabolisme azoté et recyclage pendant la sénesdoliaire

La remobilisation azotée et la sénescence sont geosessus fortement lieésf(partie
suivante) La sénescence n'est pas seulement un phénomgamédatif, mais aussi un
processus de recyclage permettant I'exportationndéisments des feuilles sénescentes vers
les organes en cours de formation (Gan et Amadifi®7). En effet, la remobilisation de
I'azote et la sénescence foliaire partagent ceztairoies métaboliques. On peut notamment
citer les différentes protéases (endo-, exo-preggasysteme ubiquitine/protéasome, les
protéases a aspartate et les protéases a cysteipggdominent dans les feuilles sénescentes
(Hortensteiner et Feller, 2002; Masclaux-Daubressel, 2008). Celles-ci sont ensuite
relayées par les enzymes de synthese des acidedsamai GS1, la GDH, les transaminases et
les asparagine-synthétases, puis par des tranggsodiei chargent le phloeme.

La GS1 est la plus étudiée pour son réle majeus danremobilisation de I'azote. Son
importance dans le recyclage de l'azote et le remsgde du grain a été déemontkéa des
approches de QTL et de génomique fonctionnellgmaotent chez le riz et le mais (citées par
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Figure 3: Schéma du métabolisme azoté dans une plante @prbléessus par compartiment cellulaire
dans les feuilles jeunes et les feuilles sénessente

Chez une plante saine, apres I'absorption du ajtralui-ci est réduit en nitrite par la nitratduétase
(NR) puis le nitrite en ammonium par la nitrite wéthse (NiR) principalement dans les feuilles
jeunes. L'ion ammonium est incorporé au glutamaitelg glutamine synthétase (GS) pour synthét|ser
la glutamine. La glutamate synthase (GOGAT) coogilau transfert d’'un groupement amide deg la
glutamine vers un acide cétonique-tétoglutarate pour former 2 molécules de glutardate I'une
sert comme substrat pour la GS pour former la glirta et 'autre comme source d’'N organique pour

les réactions de transamination aboutissant ldhégetde I'ensemble des AA. La phase de sénesgence
commence par la dégradation des chloroplastesle®protéines sont transférées vers la vacuole pu a
lieu la protéolyse. Le recyclage des AA a lieu deessmitochondries et le cytosol des cellules|du

mésophylle et les cellules compagnes. La glutamé@shydrogénase (GDH), la glutamine synthétase

(GS1) et l'asparagine synthétase (AS) sont les rmagymajeures de synthese de la glutamijne,
glutamate et asparagine.
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Masclaux-Daubresset al, 2008), qui ne seront pas abordées ici. Selohd&siet al (2006,
2007) l'activité GS chez le blé est fortement cléeéavec la remobilisation de I'azote vers le
grain indépendamment des variétés ou du niveaertigshation azotée utilisés. Masclaek

al. (2001, 2008) ont proposé un schéma simplifié epgalnt les modifications métaboliques
ayant lieu pendant la sénescence (figure 3). Léenten sénescence correspond a une
réorientation du métabolisme N depuis I'anabolisrees le catabolisme. Le démantelement
progressif des chloroplastes fait ainsi intervesniccessivement les protéases, la GDHd et la
GSL1. Les acides aminés libérés par la protéolysepa#éines chloroplastiques subissent une
série de réactions de transaminations, ce qui anignhe pool de glutamate pouvant servir de
substrat & la GDH. La GDHd permet la dégradatiorgldtamate eru-cétoglutarate et en
ammonium (Oaks1995; Miflin et Habash, 2002). Elle procure auxilles agées des
squelettes carbonés a respirer alors que la phutasse décline (Masclawt al, 2006) et
libére de 'ammonium. Cet ammonium est ré-assirpdé la GS1 et produit la glutamine,
forme riche en azote, qui sera exportée vers lamgmpar le phloéme. C’est donc tout le
métabolisme N qui est réorienté (voir la synthasdigure 10). Masclawet al. 002) ont
remarqué sur des feuilles en début de sénescerclke geéne codant pour la NR est actif de
jour, tandis que celui de la GDH est nocturne, wesgggere que les voies d’assimilation et
de remobilisation sont régulées de facon antipeleall

b. Contribution quantitative des différents orgaadsa remobilisation vers le grain

D’aprés Foulkest al (2009), I'azote de la plante a la floraison égiarti majoritairement
dans les limbes foliaires (35%), puis dans lessti(0%), I'épi (20%) et enfin les gaines
(15%). Nos propres estimations suggerent une ¢aniton moindre des tiges et plus
importante de I'épi (voir Chapitre 1V). Simpsat al. (1983) ont estimé la contribution des
organes veégeétatifs dans I'accumulation journal@dee’N du grain a mi-remplissage. Selon
leurs calculs, les feuilles, glumes, tiges et raginontribuent au remplissage pour 40, 23, 23
et 16%, respectivement. Sur de larges gammes deypés et de conduite agricole Barbottin
et al. 005) et Bancal (2009) ont montré qu’environ 75%08c de I'azote présent dans les
parties végétatives a la floraison est finalemeamdféré vers les grains. Cette fraction varie
légerement selon I'organe considére: Kicleyal (2007) ont estimé par des marquages au
15N que le recyclage de I'azote des limbes atteib &ntre 76% pour le reste des parties
végeétatives. Les agronomes ont ainsi remarqué quentilisation précoce, en augmentant la
densité de tiges et d’épis du couvert, est moian kalorisée par le grain qu’une fertilisation
tardive. D’'un autre coté, si les feuilles sont réitisées plus efficacement, elles sont aussi
irremplacables pour le remplissage carboné du gkdamélioration des plantes cherche donc
a augmenter la durée de vie des feuilles. Fouliteal (2009) proposent d’examiner la
variabilité génétique pour augmenter la capacitéstdekage et de remobilisation des tiges
afin de retarder la remobilisation des feuilles.dbpérent ainsi combiner la concentration en
protéines des grains avec leur remplissage en maatEhe.

Conclusion La remobilisation de I'azote organique stockégli®s parties végétatives verg le

grain représente la part majoritaire de I'azotegtesns de blé a la récolte. Son déterminisme
génétique et physiologique est mal connu, et eticplier la contribution des différents
organes végétatifs et leur compensation potentialtes le remplissage du grain en azote.
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B- Réqulation des flux d’azote au cours du remplisgie

1. Flux d’azote a I'échelle de la plante

a. Régulation par les sources ou par les puitehplissage du grain

De nombreuses manipulations expérimentales desesodéfoliation totale ou partielle) et
du puits (réduction du nombre de grains) ont étéli@es pour éclaircir le déterminisme
source /puits du remplissage N des grains. Cewxtifini par déboucher sur des modeles
évaluant par simulation différentes hypothéses.figare 4 récapitule la régulation des
relations source/puits pendant le remplissage dungr

La défoliation aboutit souvent a un retard de séerae des feuilles restantes (Guitneaal,
1991). La remobilisation d’azote des balles estinii@e (Maet al, 1996) ou retardée (Feller,
1979; Guitmaret al, 1991). Enfin I'absorption post-floraison est &gaént réduite (Nealst

al., 1963; Guitmaret al, 1991). Par conséquent, I'azote du grain se gaéduit (Feller,
1979; Guitmaret al, 1991; Maet al, 1996; Neal®t al, 1963). Ainsi, la défoliation suggere
une régulation par les sources du remplissagean gn N.

La réduction de la taille du puits par ablation3@& a 100% des grains retarde la sénescence
(Feller, 1979, MacKowret al, 1992), et également la remobilisation d’azoteaitiviez-
Carasco et Thorne, 1979; Thorne, 1981). L’absonpiast-floraison est généralement réduite
(Mi et al, 2000; Péreert al, 1989), mais selon Met al (1996) elle ne diminue que dans le
cas de petits épis. Dans les variétés a gros é&pisombre de grains restant aprés la
manipulation suffit & maintenir I'absorption. Macko et van Sanford (1988), retirent I'épi
du maitre brin mais pas des talles, puis obsemanimarquage atrN (1) une diminution
d’absorption de la plante correspondant a I'absempdu maitre brin chez les témoins et (2)
un transfert massif des deux tiers de l'azote dutrendorin vers les talles. Ces résultats
suggerent que I'absorption d’azote est réegulédadaille du puits a I'échelle du brin, mais
probablement pas la remobilisation. Toutes ces rexpeges d’ablation aboutissent a une
augmentation considérable de I'azote dans les grastants (Ma&t al, 1996; Martreet al.,
2003; Pérezt al, 1989; Thorne, 1981). En effet, la réduction addrce de puits ne réduit
pas en proportion les sources d’azote (remobiisagt absorption de post-floraison).
L’approche de modélisation (Jamieson et SemendQ;2dartreet al, 2003) suggere que la
sensibilité source/puits du remplissage du grailN elépend de la fraction azotée considérée.
Les albumines et globulines du grain, protéinesa@iques’ qui apparaissent précocement,
seraient régulées par les puits. Les gliadineségines et globulines, protéines de réserve qui
s’accumulent plus tard, ne dépendraient que dexa®uCe modeéle recoupe les résultats de
MacKown et al (1992): apres réduction de I'épi a la floraisbazote par grain n’est pas
modifié par rapport au témoin pendant dix jourscetn’est qu’ensuite qu’une différence
s’installe.

b. Régulation hormonale de I'absorption et de taakilisation

L’absorption des nitrates peut étre inhibée par desits exogenes d’acides aminés et
d’ammonium (Glasst al, 2002). Par ailleurs, les pools d’acides aminésnseques peuvent
indiquer 'état azoté de la plante en régulantd@ption des nitrates (Milleat al,, 2007). Les
cytokinines semblent aussi jouer un réle dansdaadisation de I'état azoté de la plante. En
effet leur concentration varie avec la disponiéin azote dans la plante, et d’ailleurs leur
synthése est induite par les nitrates (T&keil, 2002).

Dans une revue de synthese, Barneix (2007) propos®eodele sur le passage irréversible
d’'un métabolisme construit sur I'absorption d’azeters une remobilisation généralisée
(figure 5). Selon son hypothése, des que I'absampte peut plus satisfaire la demande de la
plante, il y aurait une baisse de la concentral®oytokinines, hormone anti-sénescence ce
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Figure 5A: Hypothése sur la régulation de la relation entrablorption et la remobilisation d’'N en
conditions de satiété (d'apres Barneix, 2007)
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Figure 5B: Hypothése sur la régulation de la relation entrabsorption et la remobilisation d’'N en
conditions de carence en N (d’aprés Barneix, 2007)

Dans une plante saine, I'élaboration de la teneotémue du grain est régulée par I'absorption aef]
remobilisation de I'N, qui représentent 2 sourc#8 dntagonistes fournissant au grain 2 pools desi
aminés (AA): des AA provenant de l'assimilation &0 et des AA issus de la remobilisation N. Cet
antagonisme est illustré a travers 2 situatioesirichissement du sol en N et la carence N.

Dans le cas d’'une augmentation de la teneur ennN ldasol, la teneur protéique des grains augnmantese
sature malgré la disponibilité de I'N dans le $@s AA du phloéme sont fournis par la voie de l@ipsion et
de I'assimilation N, alors que les voies de la séance et de la remobilisation sont plut6t régduigsm raison
de l'augmentation du taux de cytokinines hormoranti’sénescence. D’autre part, la teneur élevééddetu
phloéme va inhiber I'absorption racinaire des tésace qui expliqgue que la teneur en N du graamigrmente
plus en dépit d’'une forte teneur dans le sol. Daras d'une carence azotée dans le sol, les Aphtheme
sont fournis principalement par la voie de la séemse et de la remobilisation N, suite a la badkseaux de
cytokinines alors que la voie de I'absorption et'dssimilation est plutdt réprimée.
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qui déclencherait irréversiblement la dégradatioes dorotéines foliaires et donc la
remobilisation. Seul le maintien d’'un niveau élala disponibilité en azote dans la plante
assurerait un niveau élevé de cytokinines évitamt &ps protéines chloroplastiques et
particulierement la Rubisco ne soient dégradéessiAies cytokinines qui régulent la
remobilisation azotée et la sénescence seraiesitr@ggilées par le niveau azoté de la plante.

2. Flux d’azote a I'échelle du couvert

A TI'échelle du couvert, plusieurs variables micnotiques diminuent du sommet vers la
base, telles que la vitesse du vent, la tempérétliegre, la quantité et la qualité de la lumiere
(rouge clair/rouge sombre). Dans une revue de égntHikosaka (2005) a montré que dans
un couvert, la remobilisation de l'azote est ac&déa partir des feuilles ombrées. Par
conséquent, un gradient de remobilisation croigsast observé du sommet vers le bas du
couvert (figure 10).

Rousseauet al (1999) concluent que la qualité de la lumiéremvienne dans la formation
du gradient vertical d’azote apres un suivi deyaamnique de la lumiéere interceptée par les
feuilles basales dans un couvert de tournesol delpufin de leur expansion jusqu’a leur
sénescence. L’'azote foliaire surfacique (SLN) de fmiilles montre en effet une bonne
corrélation positive avec I'éclairement journaliet, plus encore avec le ratio rouge clair
/rouge sombre. Selon Onet al (2001), le gradient quantitatif de lumiere semble
prépondérant sur celui de sa qualité dans la foaomales gradients d’azote verticaux dans les
couverts. D'une facon générale, en passant du sonvees la base d'un couvert,
I'éclairement devient de plus en plus limitant,itant de plus en plus le potentiel des feuilles
inférieures. Gastal et Lemaire (2002) ont propase lgs gradients d’azote foliaire observeés
dans le couvert représentent une maniére d’optinfisssimilation du carbone au niveau de
la plante entiére.

Selon Sadrast al (1993) la distribution d’azote dans les difféemfeuilles suit celle de la
lumiére pendant la phase végétative chez le toaknemis plus pendant le remplissage des
grains. L'azote est remobilisé a partir de touessfeuilles, mais le taux de variation du SLN
est plus élevé dans les feuilles supérieures, | @oncentration d’azote est la plus éleveée.
Selon Bertheloogt al. (2008) au contraire, la distribution verticales @LN resterait paralléle
avec celle de la lumiere pendant tout le remplisshggrain de blé.

Synthesela régulation du remplissage du grain en azoteessiore mal connue d’un point de vjue

agro-physiologique en dépit des nombreux travauxéselessus. Les résultats penchent plutbt vers un
déterminisme source du remplissage. Des travaugléopentaires sont donc nécessaires pour mjeux
éclairer la régulation par les sources, leur synergt les compensations éventuelles entre elles pou
assurer le remplissage du grain.
D’autre part, la remobilisation est estimée le phmuvent par la méthode du bilan entre la floraigon
et la maturité des grains. Toutefois, cette méthestempe les variations au cours du temps. Une
facon d'y remédier est de suivre des cinétiques pamote total, les protéines, ou des marqueprs
(enzymes et métabolites) caractéristiques de labdisation et de I'assimilation d’azote.
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Figure 6: Progression de la sénescence au niveau d'une deuaillec les différentes classes des
génes SAG (Senescence Associated G@liapyés Buchanan-Wollaston, 1997).

L'échelle de développement foliaire et de sénesczeest basée sur les contenus |en
chlorophylle et en ARN. Les feuilles jeunes (FBsantent des contenus en chlorophylle et en
ARN optimum. Deux stades de maturité sont distisg@M1 et SM2, ainsi que trois stades
de sénescence successifs (SS1, SS2, SS3). La slesg®upe les gen&AGprécoces alorg
gue la classe 6 regroupe les génes tardifs. Laeckgst intermédiaire
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llI-Sénescence foliaire chez les plantes saines

A- Généralités

1. Types de sénescence

Trois types majeurs de sénescence peuvent étragdiés. La sénescence monocarpique en
relation causale avec la mise en place des orgapsducteurs existe chez les plantes
annuelles dont les céréales (Nooddnal, 1997; Feller et Fischer, 1994). La sénescence
séquentielle, indépendante de la reproductionew@ diu cours du développement quand de
nouveaux organes végétatifs, notamment des feusites émis (Hikosaka, 2005). Ce type de
sénescence est observé chez des herbacées avegatiif (Nooderet al, 1997; Limet al.,
2007), et notamment pendant la montaison chezélela troisieme type de sénescence est
défini pour les arbres a feuilles caduques, ouaddgutit & la chute automnale des feuilles et a
un réle dans la résistance au gel et au froid éFeit Fischer, 1994; Hikosaka, 2005). Dans
cette analyse, seules les sénescences monocagpisgguentielle seront discutées.

2. Phases de sénescence

Les définitions respectives de la sénescence dhaneet de la mort cellulaire programmée

(PCD) d’autre part, sont trés discutées dans tirditure. Je vais définir ces deux termes en

essayant de clarifier au mieux leur lien avec latnde la cellule, du tissu, de I'organe et

méme de l'individu.

» D’apreés Feller et Fischer (1994), la sénescencke eigrnier stade du développement de la
feuille avant sa mort. Il s'agit d'un processus teaent régulé ou des changements
ordonnés ont lieu aux différentes échelles: mobkioeyl cellulaire, de I'organe, et de la
plante, méme dans les conditions environnementedgsius favorables (Gan et Amasino,
1997).

e La PCD est généralement reliée a I'apoptose, psosesréquent dans les cellules
animales. D’'un point de vue cytologique, I'apoptas@male est caractérisée par la
condensation de la chromatine, le bourgeonnememaoyau en petites vésicules qui
seront phagocytées, (Danenal, 2000; Noodert al, 1997). Chez les plantes, il est plus
judicieux de parler de phénomeneappbptose-likea cause de I'absence de I'émission des
corps apoptiques et de la phagocytose. Une voigaligse est plutdt impliqguée (Danen
al., 2000). Ces auteurs ajoutent qu’a I'échelle mdbare, I'un des points communs entre
la PCD chez les animaux et les végétaux est lafeatation de I’ADN.

Yoshida (2003) définit trois phases de la sénescemee phase d'initiation, une phase de

dégénération et une phase terminale qui corresponid mort cellulaire (figure 6).

L’hypothése la plus acceptée est qu’avant la pterseinale la feuille peut encore récupérer

ses capacités photosynthétiques: la sénescenceéwasible. Ce n'est qu’au-dela que

commence l'apoptoséNooden etal., 1997) La description des mécanismes a I'échelle
cellulaire, dans la section suivante, permettravale plus clair la séquence des événements
conduisant a la mort cellulaire.

3. Mécanismes de sénescence

a. Echelle moléculaire

Buchanan-Wollaston (1997) distinguent ainsi un essas en sept étapes depuis I'émission
d'un organe jusqu’a sa mort. lls subdivisent laeséance réversible en trois étapes: la
sénescence commence des que la chlorophylle deac@8fb de son niveau initial, les étapes
suivantes sont 60% et 35% de chlorophylle. C’'d&rarée de ce denier stade que la quantité
d’ARNm décroit. Avant méme l'entrée en sénescerniseconstatent un changement de

I'expression des geénes, et suggérent ainsi unsifitasion des génes selon le moment ou ils
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sont induits ou réprimés. Les génes qui sont isdeit appelés communémeBAGs
(Senescence Associated Géreesicernent notamment des facteurs de transariidRKY,
NAC), la dégradation protéique, la remobilisatiorotée, les voies de signalisation, les
antioxidants, la biosynthése d’hormones (acide gasque, éthyléne) ainsi que des genes de
défense (Buchanan-Wollasten al, 2003). L'induction de ces géenes suggere le disode
diverses voies métaboliques, mais aussi de sigiialisavec le processus de sénescence.

b. Echelles cellulaire et tissulaire

La dégradation de la chlorophylle, dont le process@été largement décrit par Hortensteiner
et Feller (2002), représente le premier symptomia de€nescence foliaire. La diminution de
I'activité photosynthétique est mesurée suivie lpadégradation ordonnée des constituants
cellulaires (Wingleet al.,2004). Les chloroplastes qui contiennent presQdé @es protéines
foliaires, sont les premiers organites dégradéscl{Boan-Wollastonet al., 2003). La
dégradation des protéines foliaires au cours denebilisation de I'azote est catalysée par un
systeme complexe de protéases représenté par faposants du systeme ubiquitine
/protéasome, par les protéases a aspartate eigpardtéases a cystéine qui prédominent dans
les feuilles sénescentes (Hortensteiner et FEI(2; Gepsteiet al.,2003).

Dans les feuilles sénescentes, les activités migales sont maintenues jusqu’a la fin du
processus, afin d’assurer la dégradation des pesgéet I'exportation conséquente des
produits dégradés vers le phloeme (Gregerseral, 2008). Les mitochondries restent
fonctionnelles (Crafts-Brandnet al, 1998; Hortensteiner et Feller, 2002), et assuas@rsi

les activités liées au recyclage de I'azote damddate évoquées plus haut.

Au cours de la phase réversible, les feuilles sgT#es se caractérisent par une diminution de
leur concentration chlorophylle lente d’abord (Espage a 98% de chlorophylle est difficile a
repérer), puis s’accélérant. La couleur jaune réapip que dans des tissus pratiguement vides
de chlorophylle: la sénescence est alors irréviersiet les tissus deviennent nécrotiques
quand la perte de lintégrit¢ de la membrane marbugassage a la mort cellulaire
(Hortensteiner et Feller, 2002). Chez les céréabes,observe une zone nécrotique qui
progresse de la pointe vers la base des limbesguicéocalise les études autour de cette
sénescence ‘apicale’ (Gregersral, 2008).

c. Echelle de la plante

A l'échelle de la plante, on a vu qu'un un gradientogénique vertical s’observe en phase
végétative: la sénescence évolue de bas en hagts Apfloraison, tous les organes végétatifs
vont progressivement entrer en sénescence au plwfitemplissage N des grains. Cette
sénescence monocarpique ne touche pas tous les ¢issnéme temps: les limbes meurent en
premier, en commencant par le bas. Le role taeifglumes quand la feuille drapeau meurt a
été montré par Lopest al (2006). Au champ, on observe souvent que les sacsolt les
derniéres parties vertes, suggérant que la plaatatient le plus longtemps possible son
systeme de transfert vers le grain, notammentn&xon xyleme/phloéme qui existerait a ce
niveau (Bancal, comm. pers.)

La figure 10 récapitule I'ensemble de ces gradiemsplus d’autres gradients qui vont
apparaitre dans les sections suivantes.

B- Facteurs influencant la sénescence

1. ROle des sucres, invertases et cytokinines

Certaines études suggerent que des niveaux élevésiale peuvent induire la sénescence
alors que d’autres stipulent que ce sont plutétniesaux faibles qui la causent. Dans le
premier cas, des traitements d’interruption de g@mie chez des plantes de blé (Feller et
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Fischer, 1994) ou d'orge (Parrat al, 2005) entrainent une accumulation de sucrenet u
sénescence précoce. Dans le deuxieme cas, I'inonlde feuilles coupées dans I'obscurité
résultant en une carence de sucres entraine lacafme (Noh et Amasino, 1999). Par
conséquent, différentes voies de signalisation Ipar sucres existent. Selon Masclaux-
Daubresseet al, 2005), les SAG précoces (induites des 98% deraphylle) et la GS1
seraient plutdt induits par I'excés de sucres,itagde les SAG tardifs (induites vers 60% de
chlorophylle) et la GDH seraient réprimeés.

Quelques hypothéses sont posées par différentsuraufmur expliciter les apparentes
contradictions entre les résultats: (1) le ratixdses/saccharose pourrait étre un meilleur
indicateur d’entrée en sénescence que leurs coatiens prises isolément, ce qui
expliquerait lI'importance des invertases dans lescgssus de sénescence (Wingler et
Roitsch, 2008); (2) un métabolisme différent dassdources et les puits (Balibrea Leral,
2004); (3) linteraction entre métabolisme des ss@t de I'azote, rendant le ratio C/N des
tissus plus pertinent dans la régulation de laszaree (Wingleet al, 2006).

Par ailleurs, les invertases font partie de la dgesignalisation des cytokinines (Balibrea
Laraet al, 2004), hormones anti-sénescence (Gan et Amakd®a, Jordet al, 2000) , alors
que I'éthylene (Grbic et Bleecker, 1995), l'aci@gsmonique (Heet al, 2002; Wasternack,
2007) et l'acide salycilique (Morrist al, 2000) sont connus pour leur effet inducteur de
sénescence. Dans des plantes transgéniques deetglranant un gene de biosynthése de
cytokinine fusionné a un promoteur de sénescenacdégradation de la chlorophylle et des
protéines ainsi que la perte de l'activité photasgtique sont retardés (Wingler al, 1998).
Dans ces plantes transgéniques les cytokinineaimeatit un gradient vertical inversé d’azote
avec une accumulation préférentielle de I'azotesdas feuilles sénescentes par rapport aux
feuilles jeunes (Jordet al, 2000). L'éthylene semble intervenir dans l'api@m de la
sénescence, comme I'a montré le travail de Grbi@leecker, (1995) sur des mutants
d’Arabidopsisinsensibles a I'éthyléne. Le retard de sénesceontgecide avec l'induction
retardée des genes SAG, mais également avec ume éopression des genes de
photosynthése. Inversement, chez les plantes sesivage application exogéne de cette
hormone accélére linduction de génes SAG et dimirlexpression de geénes de
photosynthese. L’acide salycilique est impliqué & régulation de certains géenes SAG
chezArabidopsistel queSAG12 gene de la protéase a cystéine (Maetial, 2000).

La figure 7 récapitule la régulation hormonale deskénescence a I'échelle foliaire, en
fonction de I'age de la feuille.

2. Interaction de I'azote avec les voies de signsdition

La disponibilité en azote dans la plante représkumedes facteurs dont dépendent l'initiation
et la vitesse de la sénescence. Par exemple, Guéira (1991) notent qu’un apport azoté a
la floraison provoque un délai de dégradation dsrophylles et de protéines solubles de la
feuille drapeau. Crafts-Brandnet al (1998) vérifient par immunologie que la carenzetée
induit une diminution rapide du contenu en Rubisa82 et GOGAT, alors que la GDH reste
inchangée.

L’effet de la nutrition azotée sur la sénescenderagit avec la lumiere, les sucres et les
relations source/puits. Par exemple Gaaal (1996) ont cultivé des plantules de tournesol
sous deux niveaux de lumiére et deux niveaux déada carence en azote induit moins vite
la sénescence chez les plantes ombrées, ou les aueis’accumulent pas. Cela suggére que
les sucres servent de signal pour déclencher kessénce sous carence en azote (Wirgler
al., 2006). Pourteast al (2004) estiment qu’un rapport C/N élevé déclenehsénescence
foliaire. On rappellera d’autre part l'intricati@u métabolisme de I'azote et des cytokinines,
hormones anti-sénescence, selon le modele de Bg@®37). Signalons enfin un rdle direct
de signal de certaines formes azotées. Mas@tak (2002) ont incubé des disques foliaires
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de tabac en début de sénescence. Le niveau de t@iShgensible a la présence d’acides
aminés tels que la glutamine, le glutamate ou M@irg. Par contre la GS1 répondait
positivement a des niveaux croissant de glutamatie groline. La synthése de GDH, elle,
était activée par toutes les formes d’acides amaiési que par les ions ammonium.

:— Sénescence éthyléne-dépendante -:

Pas de sénescence Sénesce nce éthylene -
indépendante

AS Al

Figure 7: Régulation hormonale de la sénescence a I'échdligire (d’aprés Schippers et al., 2007)

A: Effets de I'éthylene sur la sénescence: A pariimdcertain stade du développement,
I'éthyléne peut induire la sénescence foliairefarction des conditions environnementales. |Le

développement subséquent de la feuille aboutitestua la sénescence, méme en absenge de
I'éthyléne.
B: Au cours de la sénescence, les effets des hornaniesénescence tel que les cytokinines
diminuent alors que les effets des hormones inidestrde sénescence augmentent commie le
montrent les 2 triangles respectivement.
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3. Interaction de la lumiére avec les voies de siglisation

L’effet de la lumiére sur la régulation de la sé@sexe dépend évidemment de son intensite,
qui va jouer sur la quantité de sucres dans lesidiselon les rapports source/puits. Par
exemple Weaver et Amasino (2001) ont montré queiheescence peut étre induite en placant
des feuilles individuelles &rabidopsisa I'obscurité, alors qu’elle est plutdt retardéezdes
plantes végétatives entiéres placées dans les neameésions.

La qualité de la lumiere intervient également:tsurnesol, la vie des feuilles est diminuée en
réponse a une réduction du rapport rouge claigg@ombre par augmentation du rouge
sombre (Rousseaust al, 1996); a linverse elle est augmentée pour desllés agées
lorsque du rouge clair est appliqué (Rousseeinal, 2000). La voie des phytochromes
(senseurs de qualité de lumiére) serait donc imgbqdans le déclenchement de la
sénescence, du moins chez certaines especes (@amasino, 1997; Onet al, 2001). En
conditions naturelles, le phytochrome est sensibiephotopériode, mais aussi a la densité du
couvert. Le rapport rouge clair /rouge sombre astedfet diminué par l'absorption
préférentielle des photons rouges par la chlordphygs étages foliaires supérieurs (Gan et
Amasino, 1997). Par ailleurs, la qualité de la kmipeut influencer I'impact des sucres sur la
sénescenceEn effet, Wingleret al (2006) rapportent que les sucres peuvent indese
mémes effets que le rouge sombre sur I'expressiem geénes. Ces interactions entre
signalisation par les sucres et par le phytochrpeweent déterminer la réponse des feuilles a
la base du couvert qui sont sujettes a un ratigealair /rouge sombre réduit (Wingletrral,
2006).

Synthése.L'initiation et la vitesse de la sénescence s@guiées par des facteurs internes et des
facteurs environnementaux qui interagissent entee (figure 8, figure 9). Les phytohormones telles
gue l'éthyléne, les acides salycilique et jasmomidoduisent la sénescence. Particulierement,
I'éthyléne joue un rdle dans le temps d’apparitide la sénescence en interaction avec I'age |des
feuilles. Les cytokinines inhibent la sénescentles eagissent notamment sur la régulation ges
relations source/puits, en entrainant un métabadignits, et tout en impliquant l'invertase dans|sa
voie d’action. La régulation par les sucres estamccontroversée, induisant la sénescence a faible
ou forte concentration. Parmi les facteurs exterré@ggulant la sénescence, une carence azotée induit
une sénescence précoce et interagit avec la vaiegekinines, celle des sucres et de la lumiéae,. L
lumiére peut agir sur la sénescence par la voie slgsges, et par la voie des relations source/pyits.
Son action dépend de son intensité, de la photogériet de la qualité de la lumiére qui ya
conditionner son effet sur la sénescence d'unetpldans le couvert. Plus qu'a des concentratipns
élémentaires en métabolites, les ratios C/N et $&dsaccharose résultant du fonctionnement integré
de la plante sont de bons candidats pour le déblement de la sénescence.
Les facteurs qui ont pour rdle de promouvoir la esience agissent a travers des voieq de
transduction respectives qui mettent en actionfdeteurs de transcription tels que WRKY et NAC.
Ces derniers auront pour effets d’activer I'expiessdes génes SAGs qui méne a I'exécution de la
sénescence: dégradation de macromolécules et sggyale nutriments avant d’aboutir & la mort
cellulaire.
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Lumiére Niveau N
IQu:-alité Photopériode Intensité | | Satiete
RS/RC JL. JC ® P
o 0® ® o
"

Invertases

Saccharose —@.Hexoses —#—(=— Cytokinines

g

Sénescence

RC/RS: rouge clair/ rouge sombre

JL: jours longs; JC: jours courts
# :blocage - blocage partiel

Figure 8: Régulation de la sénescence a I'échelle foliaiian et interaction des facteurs
endogenes et exogénes majeurs
Les différentes voies sont représentées par déswsudifférentes
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IV- Fonctionnement azoté des plantes malades

Les effets de la nutrition azotée sur la dynamidas épidémies fongiques sont largement
abordés dans la littérature. Walters et Binghan®@T2@spérent utiliser la fertilisation azotée
comme moyen de lutte agronomique. Solorabal (2003) étudient les voies d’alimentation
du pathogene en azate planta pour les mémes raisons. Divon et Fluhr (2007) @datr les
interactions plante x pathogene au niveau métalmlign fonction de leurs stratégies
invasives. Les travaux abordant 'effet inversd’detion des champignons phytopathogénes
sur le métabolisme azoté de la plante sont plesrdrien que cette action soit directement
liée & la baisse de surface verte, la cause didecta nuisibilité des maladies. Les maladies
foliaires affectent le fonctionnement azoté desnfga aux niveaux de I'absorption,
I'assimilation et la remobilisation. Les recherchsent souvent réalisées a [I'échelle
macroscopique de l'organe, la plante, voire du ediivmoins frequemment a I'échelle
biochimique et moléculaire.

1. Effet des maladies foliaires sur I'absorption pst-floraison

Chez le blé, I'absorption apres la floraison repnés de faibles quantités d'azote en
comparaison avec la remobilisation. Cependantadegulteurs ne raisonnent pas comme les
expérimentateurs. Ces deniers changent souventotiecple pour maximiser la variabilité,
alors que les agriculteurs ont tendance a défing pratique optimale et a la répéter d’'une
année sur l'autre. A conduite agricole constanse\variabilité interannuelle de l'azote
remobilisable est assez faible. La variabilité rateuelle du rendement azoté est alors tres
corrélée a celle de I'absorption post floraisonsaliéen dans les peuplements sains que les
malades (Bancatt al, 2008; Goodinget al, 2005). Les agronomes estiment la plupart du
temps I'absorption post-floraison en effectuant ddans de l'azote des parties aériennes
depuis I'anthése. Ainsi, Bancat al (2008) ont observé que I'accumulation d’azotesdas
parties aériennes s’arréte plus tard dans desllegr¢mitées aux fongicides que dans celles
victimes d’une attaque par la rouille ou la sepsel De facon assez générale, le bilan d’azote
entre floraison et maturité montre que I'absorptam post-floraison est significativement
réduite chez les plantes malades avec un effeffisafif de 'année, donc de la sévérité des
maladies et souvent aussi de la fertilisation azoBfes études anciennes montrent que des
champignons phytopathogénes biotrophes peuveniréndoe diminution de I'absorption des
nitrates (Murray et Ayres, 1986; Walters et Ayr&880). Verreet et Hoffman (1990) n’ont
pas trouvé d’effet sur I'absorption aprés une itatbon tardive ave®. nodorum Par contre
Ruskeet al (2003) observent une réduction de I'absorptiost{iloraison dans le cas de blés
septoriés. La diminution de I'absorption sembledfonction de la précocité et de la sévérité
de l'infection. Leitch et Jenkings (1995) ont ob&eune réduction de 11% de I'absorption
post-floraison dans le cas d’'une infestation pasdptoriose foliaire, mais sans effet de la
fertilisation azotée.

2. Effet des maladies foliaires sur I'assimilatiorde I'azote

L’absorption est suivie par I'assimilation qui e@st processus couteux en énergie. Cependant
Bancalet al. (2008) n'ont pas pu relier simplement les bilarnszdte des cultures malades a
des indicateurs de fonctionnement de la plante diealeomme par exemple, la durée de vie
verte des feuilles ou encore le rayonnement inpéécagui rendent bien compte de I'énergie
disponible pour ce processus. A notre connaissamg®n autre travail n'a été réalisé sur
'assimilation de l'azote par des céréales attagjugar des pathogenes nécrotrophes ou
hémibiotrophes.
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Figure 9: Schéma simplifié des voies nécessaires pour |'egfme des genes au cours de la sénescence
(d’aprés Buchanan-Wallaston et al., 2003)

La sénescence peut étre déclenchée par des sidaaléveloppement en relation avec le stad¢ de
croissance et la position de la feuille dans IatglaLe niveau de sucres (saccharose, hexoses), et
les changements des niveaux de cytokinines peugprésenter aussi des signaux d'initiation|de
la sénescence. Parmi les stress qui peuvent indogesénescence prématurée se trouvent: le
stress oxydatif, causé par des facteurs de I'enmgment tel que I'ozone, les radiations UV pu
des stress de nutrition dus a des carences en paptexemple. L'initiation de la sénescence
résulte en l'induction de voies de signalisationl'd¢hylene, I'acide salycilique (AS), I'acid
jasmonique (AJ). Les niveaux de radicaux libresA8ede AJ, et d’éthylene augmentent au cours
de la sénescence et I'expression de certains ginsénescence dépend d’un ou plusieurs dg ces
facteurs.
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Les études disponibles se sont attachées a casact€assimilation dans le cas d'une
inoculation avec des pathogénes biotrophes (rodil@reau: Roberts et Walters, 1988;
oidium /orge: Sadler et Scott, 1974; Walters eteAyrl980). D’apres Sadler et Scott (1974),
les concentrations de nitrate et de nitrite ne pastaffectées dans les feuilles d’orge infectées
par l'oidium Erysiphe graminis) lls constatent une accumulation d’ammonium, sans
modification de I'activitéin vitro des enzymes de I'assimilation de ce métabolite, (NURD-
GDH et NADH-GDH). Walters et Ayres (1980) ont égaént montré pour le méme
pathosystéme une accumulation d’ammonium dans deseas et les feuilles malades
conjointement a la conservation des activités NiRNRB. L'accumulation de I'ammonium
proviendrait de la réduction de son assimilatior fgs voies de la GDH ou de la
GS/GOGAT. De maniere intéressante, Murray et Ayt@86) constatent une inhibition de la
réduction racinaire des nitrates, paralléle a adldabsorption, avant la sporulation. Lorsque
la sporulation arrive, c’est I'assimilation foliaiqui est inhibée. Les auteurs considerent que
c’est parce que I'énergie nécessaire a la réductemnitrates devient alors plus limitante.
Enfin, Roberts et Walters (1988) obtiennent deslltés assez différents dans le cas de
poireaux adultes infectés par la rouille. Douzergoapres inoculation, ils observent une
accumulation de nitrate et une diminution d’ammanila baisse de I'activité de NR, mais un
faible effet sur la NiR et 'augmentation de la GS.

Il semble donc que les effets des maladies caugéeddes biotrophes ne peuvent étre
généralises, car ils dépendent fortement du stadecdlation des plantes et du pathosysteme
considére.

3. Effets sur la remobilisation azotée

La remobilisation azotée est toujours réduite saiitme attaque par des pathogenes foliaires.
Cette réduction a été notée a I'échelle du couwat]a plante entiere et a I'échelle des
organes; quoique ces différents niveaux d’étudaent pas recu la méme attention.

a) Modifications métaboliques de la remobilisatitvez les feuilles malades

La littérature, assez abondante, peut étre compariselumiere des principes posés chez la
plante saine (Masclaugt al, 2008): l'infection conduit a une réorientationtiaipée du
métabolisme N de I'assimilation vers la remobilizat

L’effet de divers stress dont des stress biotigaigsle métabolisme azoté (Pagestuall,
2006) montre une grande convergence: une diminaksnactivités d’assimilation de I'azote
(GS2, NR) et de I'expression des genes associéanetaugmentation de l'activité des
enzymes liées a la remobilisation précoce (GSiardive (GDH) et I'expression des génes
associés. Solomoret al (2003) notent également que la plupart des acalemeés
s’accumulent lors d’'une infection; en particulies Iformes riches en azote assimilables par
les champignons (GABA, glutamate, asparagine) gomsents a des concentrations
millimolaires. Ces auteurs soulignent que l'accuatioh des ressources azotées dans
I'apoplasme est liée a I'action conjointe des pas&s de la plante et de celles des pathogénes.
Dans leur synthése, Divon et Fluhr (2007) citentmméles cas ou le pathogene induit ou
modifie des activités protéases de la plante pétouiner le métabolisme azoté a son propre
usage. Taverniegt al. (2007), en étudiant I'effet d€olletotrichum lindemuthianurchez le
haricot, montrent que [I'activité d’assimilation d&zote spécifique des feuilles non
sénescentes (GS2) chute plus rapidement que cellrdoin non inoculé. De plus, les
mutants deC. lindemuthianundont le développement est bloqué en phase derpéogtde

la cuticule ou en phase biotrophe, ne montrenimiraition de GS2, ni induction de GS1 et
augmentation de glutamine associée. Les auteurgesrf que l'augmentation de la
concentration en glutamine et le passage a la méptoe sont en lien de cause a effet,
coincidence déja notée par Rossttal. (2001) dans le cas du pathosystéBnassica napus
/Leptosperia maculans
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Figure 10: Récapitulation des différents gradients métabokqumrmonal et de la lumiére observés
pendant la sénescence foliaire dans une plante Bacsuvert (d’aprés Masclaux et al., 2000)
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L’accumulation de la GS1 a été observée dans pitssipathosystemed?seudomonas
syringae chez la tomate (Perez-Garca al, 1998); C. lindemuthianumchez le haricot
(Tavernieret al, 2007); les virus CMV, TEV, PVY chez le tabac gPauet al, 2006).
Stephensoet al (1997) ont repéré une augmentation d’expressigtantade la GS des les
stades précoces de l'infection gaolletotrichum gloeosporioidefans le cas de l'infection
de la tomate paP. syringae une nouvelle isoforme de la GS1 cytosolique edtiiie et
localisée dans les cellules du mésophylle. Perezi®Gat al (1998) font d’ailleurs
I'hypothese que cette nouvelle GS1 assure dangttplasme la synthése de la glutamine,
précurseur de l'asparagine, acide aminé trés rwhezote et forme de transport dans les
tissus infectés. Dans le cas de l'infection dudwrpar une souche virulente champignon
hémibiotropheC. lindemuthianum,Tavernieret al (2007) ont trouvé une accumulation
progressive de la GS1, parallele a celle de laglirte dans les feuilles malades du haricot et
qui débute au moment du passage de la phase liieteopécrotrophe.

L’accumulation de forme d’azote libres est souvebservée au moment de la transition
biotrophe /nécrotrophe. Or Snoeijees al. (1999) ont obtenu l'induction de génes de
pathogénicité chez plusieurs champignons en lésvant sur des milieux appauvris en azote.
La disponibilité en azote pourrait donc étre uneseadirecte de la transition biotrophe
Inécrotrophe. C’est pourquoi Stephensoal (1997), quand ils montrent que I'expression de
la GS deC. gloeosporioide®st stimulée dans des cultures axéniques paudrezae, en
concluent que la GS pourrait jouer un role danmlevoir pathogene.

Synthése.Les attaques par des champignons phytopathogemepaur conséquence ume
profonde modification du métabolisme de la plaaig, augmente la disponibilité en azagte
dans les tissus infectés. L'induction de nouvalegymes (GS1) permettant I'assimilation fles
ions ammonium issus de la protéolyse, et la madifio d’activités d’enzymes (protéases)|de
la plante semblent nécessaires a la pathogénidtés enzymes sont induites chez|les
champignons afin d’optimiser I'absorption des acideninés ou métabolites ainsi libéreés.

b) Remobilisation par les organes malades

Pour beaucoup de pathosystemes foliaires (Baical, 2008; Bastiaans, 1993; Gaeval,
1996; Roberet al, 2004; Verreet et Hoffman, 1990), la remobilisata partir des feuilles
malades est réduite et s’arréte plus tét que obezdmoins, suggérant un blocage d’azote
dans ces organes. Ce blocage est généralementrfpyopel a la sévérité et a la précocité
d’attaque de la maladie.

Robertet al (2004) ont suivi I'évolution de I'azote spécife(rapporté a la surface) des
feuilles drapeau de blé infectées en conditionaraliés par le complexe parasitaire rouille
brune + septoriose foliaireP(iccinia tritici + M. graminicolg. La cinétique du SLN des
feuilles malades differe de celle des saines enx dmmps. Tout d’abord, lors du
développement des symptémes, leur SLN diminue pites Cette perte d’azote par les
feuilles malades a été interprétée soit par un@bdisation d’azote plus rapide, soit par une
exportation d’azote par les spores riches en aobertet al, 2005). Dans un deuxiéme
temps, avec la nécrose des tissus, le SLN restpidlalors que celui des témoins continue a
descendre. Cette dynamique est retrouvée en émdémturelles quelle que soit la
combinaison entre les sévérités respectives deuidler brune et de la septoriose (Banetl
al., 2008). La bonne relation trouvée entre la duréevié verte et I'azote remobilisé des
feuilles suggére que le blocage d’azote dans &ssigi morts est la principale cause de la
baisse de remobilisation.

Dans le cas de l'anthracnose du pdi#y¢osphaerella pinodgsles cinétiques des acides
aminés libres et des protéines dans les feuillgp@sses malades ont été suivies par Garry

33



Analyse bibliographique

al. (1996). A forte infestation, les protéines saapidement bloquées, alors que les acides
aminés sont remobilisés plus longtemps au courBirdection. C’est tardivement que les
acides aminés et protéines sont bloqués danssksstnécrosés. Les auteurs suggerent que
I'hydrolyse des protéines est inhibée dans ledlésuet gousses malades, et que le transport
des acides aminés est lent a cause du stress tggniqvoqué par la maladie.

Dans le cas de la pyriculariose du y(icularia oryza¢, Bastiaan®t al. (1993) constatent
que la teneur en azote est plus élevée dans tes tierts des feuilles malades que chez les
témoins, et ce d’autant plus que I'inoculation ggtcoce. Cela suggeérerait que l'azote serait
remobilisé des zones malades vers les zones s#sdsuilles infectées contrairement au cas
de M. pinodesx Pois. En termes de bilan global cependant, tecyariose réduit nettement

la remobilisation a partir des tiges et des fesiit@culées, suggérant quand méme un blocage
d’'azote dans les tissus nécroses.

Ces diverses approches montrent que les bilangésareindent mal compte de la perturbation
des flux d’'azote a partir des organes malades. tE¥guart, la prise en compte des formes
azotées présentes pourrait rendre compte de paiatsblocage dans les étapes de
remobilisation. Enfin, une compartimentation das<ft’azote au sein de la feuille malade
pourrait permettre de mieux appréhender les étdpda cinétique de remobilisation vers le
reste de la plante.

c. Remobilisation par les organes non atteints

Pour tous les pathosystemes précédemment citésutiaulation d’azote dans les grains est
réduite par les maladies foliaires. Cependantitérermajeur de qualité des récoltes chez le
blé est plutdt la teneur protéique des grains,ndfpar le rapport entre leur azote et leur
matiere seche. Or la teneur protéique ne varie @l@are stable ni avec la sévérité et le type
de maladie, ni avec le climat (Dimmock et Goodi2g02). Goodinget al. (2005) aussi bien
gue Bancakt al. (2008) ont suggéré que la variabilité de la teqpeatéique pourrait étre liée

a celle de la remobilisation, soit par I'année walle, soit par un impact spécifique des
maladies.

Les maladies foliaires telles que la septoriosia ebuille induisent généralement une baisse
de remobilisation a I'échelle de la plante moye(Bancalet al, 2008; Rusket al, 2003)
voire un arrét de remobilisation plus t6t que chez témoins (Goodingt al, 2005).
Cependant, trés peu d'études se sont intéressé&eeffmtis des maladies foliaires sur la
remobilisation a partir des organes sains d’'unetplanalade, alors que ces organes jouent un
réle non négligeable dans l'azote remobilisé versgtain. Par exemple les limbes ne
représentent qu’'un tiers de l'azote remobilisé cleeblé. Ces organes sont généralement
regroupés partiellement (Verreet et Hoffmann, 1980)totalement (Bancadt al, 2008)
guand on étudie leur contribution. Selon Bareahl. (2008), la remobilisation a partir de
'ensemble des organes non atteints n’est pastééfiepar une attaque par la rouille et
septoriose. Une étude plus fine a I'échelle de gbaype d’'organe serait nécessaire pour
s’assurer de I'absence de compensations entre esgargétatifs pendant le remplissage du
grain.
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Synthése.Le métabolisme azoté des organes malades estnpéafient modifié lors de

I'attaque par les pathogénes; des enzymes clé gugdis dans la remobilisation d’azote spnt

exprimées ou synthétisées de novo. L'origine végétgfense) ou fongique (pathogénic{té)

n'en est parfois pas certaine. L'expression despg§mes aboutit a un blocage d’'azote d
les tissus nécroseés. Il en résulte que la cinétdgieemobilisation des organes malades

ns
est

profondément modifiée et in fine, I'azote remobilers les grains diminué. La réponse fles

autres organes sources d'azote pour la plante eat oconnue et demanderait a étre

approfondie pour la modélisation des flux d’azaamslla plante malade.

Un schéma de synthese (figure 11) présente |I'é@satcdnnaissances sur le fonctionnement

azoté dans une plante atteinte par une maladarkt souligne les points manquants.
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Figurell: Etat de I'art de I'impact d’'une maladie foliaire sle métabolisme N chez une graminée

pendant le remplissage du grain

Le fonctionnement azoté d’'une céréale est pertsong I'effet d’'une maladie foliaire
plusieurs niveaux: la remobilisation N est bloquée fin de remplissage, |
remobilisation nette est réduite. Si la remobil@mat partir des feuilles malades est blen
cernée, celle a partir des autres organes sousstbkaucoup moins. L'absorption ge
post-floraison est réduite. Le remplissage en Ngdhin se trouve alors réduit. Des
points d’interrogation demeurent toujours concettiaffet sur I'assimilation

[ 2
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V- Effets des maladies foliaires sur la sénescence

L’attaque parasitaire peut provoquer soit uégction compatible la plante n’oppose pas de
résistance spécifique au pathogeéne et ne panadand gtopper I'infection et le développement
du parasite; soit ung2action incompatible qui aboutit a la résistance de la plante. Cette
derniére est accompagnée par tégonse hypersensibldHR), qui s’exprime sous la forme
de zones nécrotiques au site primaire d’infection.

A. Réactions incompatibles

Des similitudes entre la sénescence naturelle etdation hypersensible ont été mises en
évidence a I'échelle moléculaire. Ainsi Bat al. (1998) ont visualisé la réaction HR par
I'expression du gene rapporteur GUS pour un patmedgotrophe et un autre nécrotrophe.
Dans les deux cas, c’est le promoteur du gene detallothionéine, une protéine associée a
la sénescence, qui s’exprime au niveau du siteRletrhussi dans les tissus aux alentours. De
la méme maniere, la corrélation dans des feuilkéses entre l'initiation de la sénescence
(chute du contenu en chlorophylle) et I'accumutatdes transcrits de genes de défense
suggere I'existence de voies de signalisation cones@ntre ces deux processus (Obregon
al., 2001). Par ailleurs, lors d'une interaction ingatible entre I'oidium Blumeria
graminig et l'orge, I'augmentation rapide de I'activitédmvertases dans la zone infectée
induit une accumulation d'hexoses dans les zonssfalelles montrant des réponses de
résistance (Swarbriadt al, 2006).

Certaines hormones sont impliquées a la fois damédulation de la sénescence naturelle et
dans celle de la HR (voir la revue de Bari et JpA889). Bartlet al. (2004) remarquent que
des mutants 4. thaliana exhibant des teneurs élevées en acide salycilgoetrent une
faible croissance de la bactérie hémibiotrophe syringae De plus, l'augmentation
d’expression desSAGs spécifiguement induits par l'acide salyciliQueSAG27 et
I’ABA/éthylene (SAG15et SAG13 ont pour conséquence l'apparition précoce dessénee
chez le mutant. L’éthylene et I'acide jasmoniquetsEgalement impliqués dans la résistance
aux nécrotrophes (Glazebrook, 2005; Robert-Seidniat al, 2007). Thaleret al. (2004)
semblent méme montrer qu’il existe un continuunmeshiotrophes et nécrotrophes. lls notent
gue les mutants ne synthétisant pas d’acide jagmeront une sensibilité accrue a une large
gamme de pathogenes et la restauration de la adsistpar apport exogene d’acide
jasmonique permet de classer les pathogénes seioddgré de biotrophie.

Les différences entre la HR et la sénescence latsmnt dues notamment aux différences de
distribution spatiale des réponses, de leurs ¢jnés et conséquences. Alors que la
progression de la sénescence naturelle est refaivielente, permettant la remobilisation des
nutriments, la HR est plus rapide et génére unedbamphysique qui limite la propagation des
pathogenes (Lers, 2007). D’autre part, Obregbal. (2001) ont montré que la distribution
spatiale de I'expression des génes varie entrédesions compatibles et incompatibles. Dans
les réactions incompatibles, I'expression des gesesonfinée aux alentours des lésions HR,
alors gu’elle s’étend a toute la zone inoculée demséactions compatibles.

B. Réactions compatibles

1. Cinétique de sénescence induite par les maladies

Dans le cas du tournesol infecté par I'hémibioteylerticilium dahlia,Sadraset al. (2000)
n'ont pas remarqué de modification de la vitesss@eescence apres la floraison. Toutefois,
ce résultat n’est pas étaye par des données quiavetit ce qui ne permet pas d’aller plus loin
dans les interprétations. Dans le cas général,oostate généralement une disparition des
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surfaces vertes plus précoce que chez le témoiparfr du moment ou I'on rapproche la
sénescence des malades de celles des sains, otigiggfuer ce qui releve de I'accélération
(la sénescence progresse plus vite) et/ou dedipation (la sénescence est déclenchée plus
tot). La distinction peut paraitre un peu théoriqueniveau moléculaire ou I'on a tendance a
considérer la sénescence comme un continuum miglame des I'émission des organes
(Buchanan-Wollaston, 1997). Dans le cas de pathesgdrémibiotrophes cependant, la
transition nécrotrophe suggére fortement qu’'unaigtidn est a I'ceuvre (Taverniet al,
2007). C’est dans une perspective de modélisatiodéleloppement de la maladie que la
distinction devient pertinente. Or les cinétiquésarvées sont généralement exponentielles
ou sigmoides, et un décalage temporel (anticipptipeut facilement passer pour une
accélération. De plus une certaine imprécisiontexdans la littérature. Le terme LADgaf
Area Duratior) désigne tantét I'aire sous la courbe des surfaee®s, et tantbt leur point
d’inflexion.

2. Différentes sénescences dans une feuille malade

La plupart des études considerent la sénescenleefeeille uniguement a travers sa perte de
surface verte, sans distinction entre symptémagaseiportant des pycnides dans le cas de la
septoriose) et zones sénescentes asymptomatitiyes donc confusion dans la définition de
la sénescence induite. Dans une optique de moti@tisal est important de séparer les
symptomes de la sénescence proprement dite. Oraiauéme décomposer cette derniére en
une sénescence ‘naturelle’ et en une sénescerale Bdéveloppant autour des symptomes.
a) Cinétigue de sénescence locale

Dans le cas de la septoriose, on constate géndmleque la zone nécrotique n’est pas
entierement fructifére. On pourrait comparer ceteescence induite locale a la sénescence
souvent observée autour des lésions HR dans lesosincompatibles (Butt al, 1998;
Pontieret al, 1999). Magboukt al. (1992) ont suivi la cinétique de la sénescencaléodes
symptémes de la septoriose. Selon eux, la vitess#edeloppement de cette sénescence est
fortement et linéairement reliée a la vitesse dedeérité d’attaque. Malheureusement les
auteurs n’explicitent pas clairement comment ijsasént la zone contenant les pycnides du
reste, ce qui pose le probleme de la reprodudéhile leurs résultats. D’autre part, Kegata

al. (1996a) estiment a partir d’'une large gamme deétési et de pathotypes, que le
déterminisme génétique de l'apparition et I'extensde symptébmes sporulants differe de
celui des zones asymptomatiques avoisinantes. Qesura utilisent méme ces deux
parameétres pour caractériser les interactions datrésistance de I'hdte et virulence de la
souche. Dans les cas de surface nécrosée impontaigeavec peu de pycnides (configuration
frequemment retrouvée au champ), le champignon Iseanbne coloniser que faiblement les
tissus. Cela suggére selon eux un contrble desszoéerotiques par le champignon, mais
impliquant plutdt I'avirulence que la virulence.

En conclusion, méme au niveau local, la sénescimutgte par I'infection d’'un pathogéne
peut étre analysée comme résultant de I'action aodebdu pathogene et de la plante, ce qui
ne facilite pas sa compréhension.

b) Cinétigue de sénescence apicale

Chez les graminées, la sénescence des feuillessgatiogresse a partir de leur pointe. On peut
donc considérer la sénescence apicale hors denkinfectée comme caractéristique de la
gestion par la plante seule de sa propre sénescénp&st cependant pas impossible
d’'imaginer que la maladie, en perturbant les éougB trophiques et hormonaux des feuilles
malades altere indirectement sa sénescence ensdidooute action directe du champignon.
Les effets de la septoriose sur la sénescencel@piobété quantifiés par Robert (2003) dans
le cas d’une inoculation & la maladie & une forsedde 19 spores /mL en conditions
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controlées. La sénescence apicale dans les fenilddades augmentait exponentiellement
avec la sévérité d’'attaque. Selon l'auteur, le oapentre sénescence des malades et des sains
devient supérieur a 1 pour des sévérites supésieurk2% de la surface foliaire. Toutefois
cette relation a été construite en mélangeant aspettique et variation interindividuelle de
réussite de [l'inoculation. Sans distinction des rbes individuelles, la vitesse de la
sénescence apicale n'a pas été quantifiée. Il mest pas vraiment possible de parler
d’accélération de sénescence apicale. Les fortggig#s correspondaient a un jaunissement
brutal en réponse a une dose d’'inoculum excédeggr@ent ce qui est observé dans la nature
(Lovell et al, 1997).

Synthésell ressort de cette analyse la nécessité, danshjactif de modélisation de I'effet
d’'une épidémie sur la perte de surface verte, gared les composantes de la sénescgnce
induite. La sénescence locale autour des lésionsutmtes et la sénescence apicale spnt
deux processus différents. Actuellement, tres [¥udks sont disponibles sur les cinétiquies
de ces deux formes de sénescence. Toutefois,sem ide la simplicité relative du suivi de |la
progression la sénescence apicale chez les céréalesomparaison avec la sénescepnce
locale, 'une des priorités est de se pencher sucihétique de la sénescence apicale|de
feuilles de blé dans le cas d’'une attaque par [s@@ose.

3. Perturbation des facteurs internes (sucres, horanes, azote)

Le métabolisme des sucres est trés perturbé daras ldes biotrophes (figure 12, figure 13).
Dans le cas du pathosysteme oididgryéiphe graminis/blé, I'activité de I'invertase double
entre 2 et 7 jours aprés l'inoculation. Selon Wrigthal. (1995) cette augmentation d'activité
serait conséquente a un signal émis par le champigiutdét que liée a la taille de puits
supplémentaire représentée par le champignon plutro Dans le cas d'une attaque
d’ArabidopsisparAlbugo candidgChouet al, 2000), l'activité des invertases augmente dans
les régions de la feuille attaquées par le mycélidtars que l'augmentation de l'activité de
I'invertase apoplastique est d'origine végétalmjghentation de l'activité¢ de linvertase
soluble est d'origine fongique (nouvelle isoforn@&edtée dans la région attaquée). D’apres
Roitschet al. 003), c’est I'induction de l'invertase qui entrainne accumulation de sucres
dans les feuilles malades qu'ils justifient pactiteation d'une cascade de réactions de défense
qui nécessite une énergie supplémentaire. L'asgimient de la teneur en sucres pourrait
aussi étre lié a une perturbation de I'exportatiélfe génére un signal métabolique qui inhibe
la photosynthéese et induit I'expression de genedéfiense en plus de signaux dérivés des
pathogenes. Ces auteurs estiment que linvertasacelulaire n'est pas seulement une
enzyme métabolique mais qu’elle peut étre consadéognme une protéine PR (pathogenesis
related). Dans le cas des nécrotrophes (figure Id4),0ie des sucres semble également
impliquée (Bergeet al, 2004), en dépit de la rareté des études quailizit.

La perturbation de la sénescence par le métabolegrot est documentée dans le cas des
biotrophes. Dans le cas du pathosyst&uecinia coronatéolcus lanatusyan den Bergpt

al. (2008) supposent que c’est le pompage de l'azaie @ pathogéne qui déclenche
l'apparition anticipée de la sénescence. Van deg Beal. (2007) ont méme modélisé la
relation entre la dynamique du pathogene biotrdpimxinia triticinaet la sénescence apicale
du blé. Dans leur modéle, la durée de la sénesagricale est déterminée par la demande
d'azote par les puits et par la vitesse de corwerde |'azote indirectement utilisable. La
durée de sénescence apicale est réduite aveolssmment de la demande des puits.
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Figure 12: Régulation de la sénescence foliaire dans le cas dathogéne biotrophe
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La régulation hormonale est perturbée par lesdpbies qui semblent utiliser les cytokinines,
pour retarder la sénescence dans les réactions atiep, et permettre une meilleure
croissance du pathogene (Walters et McRoberts,)2@@phénomene serait a l'origine de la
formation des ‘ilots verts’, anneaux ou la séneseesst trés retardée juste autour des sites
d’infection. Chez les nécrotrophes, les cytokinimes seraient pas impliquées (Robert-
Seilaniantz et al., 2007). Des informations comé@es existent concernant le role de
I'éthyléene dans les interactions plantes-pathogéeseffet, cette hormone peut agir en tant
gue facteur de virulence d&otrytis cinerea comme elle peut intervenir dans les voies de
défense contre les nécrotrophes (van Lebal, 2006). Ces auteurs proposent que ce soit le
moment d’application de I'éthylene qui expliqueffie induit.

Enfin, chez les nécrotrophes, la sénescence ebttaellulaire peuvent étre induites par des
toxines. Par exempl&otrytis ellipticainduit la PCD chez le lis (van Baarlenhal, 2004).

Des effets similaires ont été observés lors deéetrant de feuilles de tomates sensibles a la
toxine dAlternaria alternata(Wanget al, 1996). L’'application de filtrats d®lagnaporthe
grisea carencé en azote (donc susceptible de déclenchetudtion de genes de
pathogénicité) sur des feuilles de riz, entraing Benescence 48 heures aprées le traitement
(Talbot et al, 1997). Dans le cas de la septoriose aucune taxi@epour l'instant été
identifiée, bien que Kema (comm.pers.) affirme eoiradétecté une qui agirait en interaction
avec la lumiere.

SynthéselLes pathogénes biotrophes et nécrotrophes modfiefiondément et différemment
les métabolismes du carbone et de I'azote, ceajginvcascade avoir des conséquences syr la
régulation de la sénescence foliaire. Alors que degrophes, en créant un nouveau puits

pour la plante, sont associés a la voie des cyio&s) hormone antisénescence, |les

nécrotrophes empruntent la voie de I'éthylene Idesl'induction de nécroses; pour cgs
derniers, et dans certains cas seulement, la bibgge de toxines par le champignon [est
associéee a la sénescence qu'ils induisent.
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Problématique

PROBLEMATIQUE

Ce travail de thése vise a identifier les détermimanajeurs du remplissage en azote des
grains de blé chez les plants de blé infectéetapmaptoriose, avec pour objectif a long terme
de modéliser les flux d’azote entre les différartmpartiments d’'une plante malade.

Chez une plante saine, une forte relation de causdfet relie la remobilisation a la
sénescence foliaire car les protéines foliairesatées sont converties en acides aminés puis
remobilisées vers le grain. Dans ce travail, nbyqgothese centrale est que les relations entre
la sénescence foliaire et le métabolisme azoté Ilssninémes chez les plantes saines et les
malades.

Au vu de la littérature précédemment citée, tradficits majeurs de connaissance ont été
identifiés, auxquels nous allons tenter de répandre

1- Comment le remplissage en azote du grain est-legulé quand les relations
source/puits sont perturbées?

Chez une plante saine, en période post-floraisanote du grain provient de deux sources
essentielles: I'absorption N qui représente 10-8d% remobilisation N qui présente 60-90%
de l'azote grain. Toutefois, le déterminisme du pissage du grain en N par les sources
(absorption et remobilisation N) ou par les pugsai(ns et parties vertes) est encore mal
connu. La littérature semble indiquer un déternmmir@ssource, mais elle travaille en bilan sur
tout le remplissage, ce qui ne permet pas de hppméhender I'effet d’'une perturbation
dynamique comme les maladies. A partir de leurédiifice de sensibilité aux stress, nous
poserons I'hypothése d'une différence de détermmaisentre les deux sources d'azote:
absorption post-floraison d’'une part, et remobiisa de I'azote stocké dans les parties
végétatives d’autre part. Afin de décortiquer lded@inisme de la remobilisation, on a
appligué des traitements a des peuplements n'gamnt’absorption d’azote post-floraison.
Nous avons artificiellement mimé sur des planteésesales effets extrémes d’'une maladie
foliaire par une défoliation, qui supprime brutatgthd’'une source d’azote, ou un emballage,
qui enclenche la sénescence brutale des feuillesecoées. Les flux d’azote dans les
différents compartiments végétatifs et reproducteainsi que les activités enzymatiques
associées a la remobilisation de I'azote ont éteunés et interprétés en termes de régulation
de I'azote a I'échelle de I'organe et de la plg@bapitre 1)

2-Quel est le mode d'action de la septoriose sur Isénescence apicale des feuilles:
accélération, anticipation ou conservation ?

La septoriose foliaire, maladie hémibiotrophe dé, lperturbe le flux de carbone et d’azote
vers le grain en modifiant le ratio source/puitstamment via la réduction de surface verte.
Cette baisse de surface verte a plusieurs origimes:sénescence locale se développe autour
des lésions sporulantes tandis que la sénescemtaeapaturelle, qui progresse chez les
plantes saines parallelement a la remobilisatiazate vers les grains pourrait étre altérée par
la maladie. Dans un objectif de modélisation d#dted’'une épidémie sur la perte de surface
verte, il est nécessaire de comprendre I'actiotadseptoriose sur chacun des deux types de
sénescence. Actuellement, tres peu d’études sepbmibles sur leurs cinétiques séparées.
Les chapitres 1l et Il ont pour objectif d’analyda cinétique de réponse de la sénescence
apicale a l'infection artificielle ou naturelle dia feuille. Des variations de cinétiques de
maladies et de sénescence apicale sont créégsasales interactions compatibles variété x
isolat connues pour leurs différences dans I'exgioesdes symptémes (Chapitre II), soit par
I'attaque artificielle ou naturelle de couvertshdé ayant des indices de nutrition azotée et des
structures tres différents (Chapitre Ill). Lorsqdes inoculations ont été effectuées, on a
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utilisé des doses moyennes d’inoculum, pour obtgsrcinétiques de maladie comparables a
celles des épidémies naturelles. Les cinétiguedédeloppement de la septoriose ont été
mises en relation avec les dynamiques de sénesepitae, suivies par photos numériques
au cours du temps sur les mémes feuilles. Cettiediarmet donc de clarifier 'impact de la
septoriose sur la sénescence naturelle, celle emungi la remobilisation efficace de I'azote
des feuilles pour le remplissage N des grains.

3- Comment est-régulé le remplissage du grain en N chaine plante affectée par la
septoriose?

Dans une plante malade, les sources de remplidéalyegrain (absorption de post-floraison
et remobilisation N) sont réduites. Toutefois,itetature disponible actuellement ne fournit
d’informations qu’en termes de bilan et rarementegmes de cinétique. L'inconvénient de la
méthode de bilan est gquelle estompe les variatewnscours du temps; d'ou l'intérét de
quantifier I'effet de la septoriose sur ces deuscpssus en terme de cinétique d’'azote total
d’'une part, et d’activités enzymatiques associéasti@ part pour une caractérisation plus
fine du comportement des marqueurs métaboliques/la®sorption, assimilation et
remobilisation. Par ailleurs, la réduction de lenobilisation d’azote résulte de sa rétention
dans les organes sources, particulierement dangelédes. Toutefois, dans les travaux
précédents, celles-ci ont été traitées dans lalrajté, sans distinction entre étages foliaires.
Or la sénescence foliaire naturelle et donc la ®lisation ne concerne pas toutes les feuilles
de la méme facon: les étages inférieurs meurenttdea supérieurs. C’est pourquoi une
caractérisation plus fine de la remobilisation M @tage foliaire est nécessaire pour détecter
et analyser les compensations éventuelles entranesget donc pour caractériser la
remobilisation foliaire a I'échelle de la planten Butre, la rareté des études sur I'effet des
maladies sur la remobilisation d’'N a partir desesiget balles nécessite aussi des études
supplémentaires dans ce sens, aussi bien en tder@sn que de cinétiques.

Enfin, cette partie permet de comparer les effetdadseptoriose sur le flux d’azote vers le
grain, avec ceux des traitements chirurgicaux exgés du chapitre I. On testera finalement
si une plante atteinte par la septoriose est lé&gent d’une plante saine avec moins de
surface verte.
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Chapitre 1

LA VITESSE DE REMOBILISATION AZOTEE EST REGULEE
PAR LE HAUT LORSQUE LA DISPONIBILITE EN AZOTE
VARIE PENDANT LE REMPLISSAGE

Article soumis a Annals of Botany

Contexte et objectifs

C’est un défi majeur pour l'agriculture modernelideter ['utilisation excessive de produits

chimiques tout en améliorant la qualité des graires sans affecter le rendement. U
attention particuliere doit pour cela étre appodéa régulation de la remobilisation azo
(N) depuis les organes végétatifs vers les gragnssda floraison.

Méthodes

Ine
tée

On a cultivé du blé sous fertilisation azotée fildonduisant & une absorption N négligeable

en post floraison. Dix jours aprés l'anthése, ilebés des " et 3™ feuilles supérieures or
été soit coupés au niveau de la ligule soit embaléns du papier aluminium. L’évolution

la chlorophylle, la surface verte, la matiere seethkazote a été étudiée dans tous les org
jusqu'a la maturité. Différents métabolites (progd, acides aminés, nitrates) et activ
enzymatiques (glutamine synthétase, glutamate déspgnase, nitrate réducta
endoprotéase) liés a I'azote ont également étéssd@ans les limbes.

Principaux résultats .

L’azote manipulé des®2®et 3™ limbes représentait de 15% du N final des grams pes
témoins. Le remplissage N ralentit immédiatememéspa défoliation dans une proporti
correspondant a la vitesse de remobilisation N lilebes coupés (fig. 1-3). Aucur
modification du métabolisme N ou de la sénescermeitd repérée dans les autres pal
végetatives (tab.1-3). En revanche, tous les estélu métabolisme N ont montré une fg
accélération de la sénescence des limbes embtdlésl (4). L'azote de ces organes a
completement libéré dans les deux semaines, ca gattement augmenté la disponibilité
pour le reste de la plante. Pourtant, aucune difféga# dans I'azote des grains n'a été obse
entre les plantes a feuilles emballées et les t@&snd@e sont les tiges et les gaines qui
temporairement stocké I'azote supplémentaire liparées limbes emballés. Le métabolis
N était a peine affecté dans les autres feuillemes la balle.

Conclusions

Les grains ne sont pas impliqués dans la régulationour le jour de leur vitesse
remplissage par I'azote remobilisé. Par contreyilesse de remplissage N est régulée
maniere asymétrique par les tiges ou les gainabalssement de la disponibilité N entra
un ralentissement immédiat du remplissage N desgyrdandis qu’'une disponibilité
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croissante N ne change pas la vitesse de rempisaause du stockage temporaire.
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NITROGEN REMOBILISATION RATE IS UP REGULATED
WHILE VARYING NITROGEN AVAILABILITY
DURING GRAIN FILLING IN WHEAT

Ben Slimane R Bancal B, Bancal M-O

1 INRA, UMR 1091 INRA/INAPG Environnement et Grar@elures, F-78850 Thiverval
Grignon, France

* Contact: bancal@grignon.inra.fr

ABSTRACT

Background and Aims

A major challenge of modern agriculture is to linie excessive use of chemicals and at the
same time to improve grain quality without affegtiyield. Attention should thus be paid to
regulation of N remobilization from vegetative ongato grains during the post-anthesis
period.

Methods

Wheat crops were grown under low N fertilizatiomyg without N absorption post anthesis.
Ten days after anthesis®and &' leaf blades under the flag leaf were either cubhatligule

or wrapped in aluminium foil. Evolution of chlorogh green area, dry matter and N was
studied in all organs from anthesis to maturityreMaited metabolites (proteins, amino acids,
nitrate, ammonium) and enzymatic activities (gluteen synthetase, glutamate
dehydrogenase, nitrate reductase, endoprotease Jalser assessed in blades.

Key Results

Nitrogen manipulated in"2and 3 leaf blades was 15% of final grain N in contrdibe rate

for grain N filling immediately decreased followirgitting treatment and to the same extent
as N lost in cut blades, while no modification ehescence or N metabolism occurred in
other vegetative parts. In contrast, all indicesNanetabolism indicated that wrapped blades
exhibited strongly accelerated senescence. N tleEnoempletely released from these organs
within two weeks, thus markedly increasing N avallty for the rest of the plant. However,
no difference in grain N was observed between stijef the leaf wrapping treatment and
controls. N metabolism was hardly affected in ofleaves or in the chaff, whereas stems and
sheaths temporarily stored the extra-N releasedrbpped blades.

Conclusions

Grains were not involved in current regulation leéit filling rate by remobilized N. Instead,
N released by leaf senescence seemed to be ddlivegeains with up-regulation by stems or
sheaths. Lowering the N availability immediatelysukted in a lower grain filling rate,
whereas increasing N availability did not changargfilling rate, due to temporary storage.

Key words: wheat, grain filling, nitrogen flux, remobilisatipleaf wrapping, defoliation
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Introduction

Wheat {riticum aestivurpis an annual crop, which means that grains avdymed at the end
of the life cycle. Nitrogen (N) remobilization ihdé process by which nutrients are
translocated from vegetative organs to grains dutire post-anthesis period. In intensive
wheat crops, up to two third of grain nitrogen sypded by N remobilization during grain
filling, while a lesser fraction comes from posttasis N absorption (Hirel et al., 2007;
Kichey et al., 2007). By opposition, carbon and semuently dry mass (DM) is mostly
acquired by photosynthesis during grain filling wibM remobilization only around 10%
(Austin et al., 1980). The contradiction betweestamed photosynthesis, which means N
remains in leaves, and senescence linked to N néiradlon suggests the latter is tightly
regulated. Over the past decades, the increasm@fusitrogen fertilizer afforded high gains
in grain yield without the need to account for ragjon pathways. Now the rising cost of
fertilizer, the effects of climate change and thecrdase in pesticide use because of
environmental protection imply that crops will fadéferent stresses during their life cycle.
Foliar diseases, by altering both N and DM procedead to unpredictable grain protein
concentration, while the latter is a major priciagtor on the market. A major challenge of
modern agriculture is to limit the excessive uselmicals and at the same time improve
grain quality without affecting yield (Masclaux-Danesse et al., 2008).

The literature identifies one main sink (grain ifi) and two main N sources (N
remobilization and post-anthesis N uptake) for Mipaning during grain filling in wheat.
Numerous alterations of the source/sink ratio hlasen obtained by means of defoliation,
shading or ear trimming. Following defoliation, Bmobilization is reduced (Ma el al, 1996)
or delayed (Guitman et al., 1991). Similar resalts found in the case of shading, where N
accumulates either in stems at maturity (MartinexaSco and Thorne, 1979) or in straws
(Barneix et al., 1992). On the other hand, N rermdiion is generally slightly reduced by
ear trimming (Feller, 1979; Ma et al., 1996; MacKkKgwl992; Perez et al., 1989), but when
trimming is added to defoliation, remobilization ike same as with defoliation alone
(Guitman et al., 1991). Clearly there is a substhdifference between the regulations of the
two N sources. Plant’'s ability to absorb N in tlal sapidly declines after anthesis, thus
limiting the extent of post-anthesis N uptake (Retnal., 2006). Barneix (2007) even
postulated that N remobilization and post-anthBisigotake are antagonistic in that when one
of them is up-regulated, the other one is downdegd and vice-versa. From an ear
trimming experiment, MacKown and van Sanford (1988)ggest that contrary to N
absorption, which is probably regulated by sinlersgsth, N remobilization is regulated by
sources. Sinks are not easily defined, as accotdii@gmpson et al. (1983) less than one half
of N exported from leaves on the™8ay in grain filling is translocated directly tioet grain.
This observation suggests that vegetative partpitdetheir negative N balance, might also
act as additional sinks competing with grains. [keminore, the grain number, which
commonly characterizes sink strength, is very lyigtdrrelated to N amount at anthesis,
determining source size (Demotes and Jeuffroy, ROBancal (2009) broke down this
correlation by ear trimming, which led to sink ltation in one out of two genotypes.
Trimming ears thus strongly modifies the regulatadrN fluxes, whereas in intact plants the
correlation between grain number and N remobilgapermits to accurately model grain N
filling without regard to grain N demand (Jamiesod Semenov, 2000; Martre et al., 2003).
Hence, on the one hand N remobilization and potemis N uptake are not equivalent
sources, and, on the other the response curvéngeksink and source activities is non linear
(Jenner et al., 1991). The source/sink ratio cah&tefore be a misleading index which is
difficult to relate to plant functioning. Moreovex fluxes regulation is clearly not a simple
trophic balance linked to the overall processesemfescence and eventually ending in plant
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death even under an overwhelming supply of N. talhy, reducing sinks (Feller, 1979;
Mackown et al., 1992pr sources (Feller, 1979; Guitman et al., 1991)hbwmight delay
senescence. The various sinks and sources shoufd kb manipulated independently.
Therefore the experiment in this paper was camigdin N deprived crops, thus minimizing
post anthesis N uptake, and consequently its wbilit vary due to treatments. N
remobilization was manipulated in two contrastingys/ by wrapping or cutting leaf blades 2
and 3 during grain filling. N metabolism was thebserved in all organs till full grain
maturity to clarify the relative roles of vegetaiwrgans as source or temporary sinks for
nitrogen derived from senescing tissues. Furthfermmation on the regulation of vegetative N
fluxes during grain filling is expected. Leaf defdion and wrapping moreover could give a
new insight into epidemic effects on yield and giglality.

Indeed, late foliar diseases primarily induce eaygen surface inactivation as does our
cutting treatment, and perhaps also an accelesategscence of surrounding tissues similar to
that provoked by our wrapping treatment. The expent thus mimicked certain fungus-
induced disorders, although in an accelerated wayath no purely pathogenic effects such
as plant defense reactions or assimilate diverfsiofungal growth.

Materials and Methods

1. Field experiment

The experiment was conducted at the INRA statiomhiverval-Grignon, France (48°50’ N;
1°57' E). Two plots of the winter wheat cultivargbarn (Triticum aestivuni.) were sown in

a silt loam, a typical Eutrochrept soil (accordingsoil taxonomy), at a density of 250 seeds
m. Either no N fertilisation was added, or 15 § of ammonium nitrate was provided at the
beginning of stem elongation, thus leading to sogen nutrition index (NNI; Justest al,
1994) of 0.5 and 0.8 respectively around heading.

Plants were sampled weekly from late heading on MHYy 2007 corresponding to 79 degree
days before anthesis (-79 °Cd), to full grain magu@uly 11", 2007; 949 °Cd). At the two
first sampling dates, in each plot, three 0.35 am@es were harvested at ground level, each
of them yielding about 100 plants. Main shoots wseparated from tillers, which were
discarded. The average fresh mass per main shaothe@a determined for each sample, and
15 main shoots were selected in a + 0.5 g windogurad this average fresh mass. At
maturity, the same sampling procedure was usecoiatrol plants.

From the first two sampling dates, the ear lendtthe average main stem was determined.
300 shoots were then tagged in each plot in a #rbwindow around this target. The tagged
plants stood isolated in the unchanged crop. On, 4§, 2007 (121 °Cd), one third of the
tagged shoots were saved as controls while on tter shoots the"2 and ¥ leaf blades,
downward numbering, were either cut at the liguleveapped in aluminium foil. Six kinds of
plants were thus studied using a fully cross-faebgperimental setup designed to analyse
both individual effects of fertilization or the Idalade treatment and interactions.

2. Sample proceeding

At each sampling date, 30 labelled main shoots \Wwareested per treatment, from which 15
were saved on the basis of their mean fresh weigttdivided into three replicates from
which organs were dissected from the leaf bladesps with surrounding sheaths and ears.
The leaf blades, when still green, were scannedtlaga recuperated. For one replicate, the
leaf blades were then sliced into 1 cm? pieces,auit 300 mg was weighed then frozen in
liquid nitrogen for assays of enzymes related tonBtabolism. The remaining part of the
sample was weighed then lyophilized. For the otepticates, the whole leaf blades were
lyophilized. The ears were lyophilized whereas siems were oven dried at 80 °C. All
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organs were dry weighed. Grains were separated ftbaif and the grain number was
determined. All dry samples were then ground tma powder for subsequent analyses.

Total and green areas of scanned leaf blades weasured per leaf layer by image analysis
using the APS Assess program (University of MaraiolVinnipeg, Canada). Radiation
interception by the canopy was then calculated ralaeg to Bancal et al. (2007). The total N
content of each organ was determined, using thed3ucombustion method. Nitrates and
chlorophyll content were estimated from all orgawsjle soluble protein and amino acid
were obtained from the lyophilized organs (leafdek and chaff). Nitrates and soluble
proteins were estimated in water extracts usingees/ely a modified Griess method
(Miranda et al., 2001) and a commercial dye usimgm@ssie blue (Bradford, 1976).
Chlorophyll was estimated after extraction in wataetone 4:1 according to Arnon (1949),
and total amino acid using the picryl sulfonic agidthod (Brown, 1968) on ethanol extracts.
Afterwards, all presented results were normalizeidgithe grain number per ear recorded for
each treatment or sampling date. The mean grairbauper ear over the whole experiment
was 49 £ 3 in the 0.5 NNI plot and 54 + 7 in th& BINI plot. Both treatment and fertilization
effect and treatment x fertilization interactionrer¢ested by a two way analysis of variance
for each organ and each sampling date usingStaggraphics Plugprogram ((Manugistics,
Inc., Maryland, USA). Significant differences betmelinear regressions for the different
treatments were tested when necessary. Significaindéferences between parameter values
in different treatments were tested with an oveealdr rate ofo = 0.05 using the Student-
Neuman-Keuls test for pair comparisons when dalfd the requirements of normality as
evaluated by Skewness and Kurtosis tests. Alterglgtirank and sign tests were used.

3. Blade enzymatic activities

Nitrate reductase (NR), endoprotease, Glutaminghsyase (GS) and both NADH- and
NAD-dependent Glutamate dehydrogenase (GDH) aiesvivere measured in blade extracts
using methods adapted from Masclaux et al. (200®st blade samples were ground under
liquid nitrogen with 80 mg poly vinyl pirrolidond”{/P), then stored at -80°C until extraction.
Samples were then thawed in 2.5 mL pH 7.6 buffetaiaing MOPS (4-morpholine propane
sulfonic acid) at 25 mM, [-mercaptoethanol at 3 nakid EDTA at 1 mM. After
centrifugation for 10 min at 2000 g, 0.5 mL of sumgant was added to 0.25 mL of T1
buffer, 0.25 mL of T2 buffer, or 50 pL of T3 buffen azocasein.

a) GS and GDH activitiesThey were obtained from thawed extract mixed with buffer
(MOPS 25 mM, 3-mercaptoethanol 21 mM, Mg&ImM and EDTA 1 mM; pH 7.6). For GS
assay, samples were mixed with a reaction buffdriacubated for 30 min at 30 °C at pH 7.6
in MOPS 100 mM + Hydroxylamine 20 mM + MgQ0 mM + ATP 20 mM + EDTA 4 mM

+ [3-mercaptoethanol 3 mM. Blanks were obtainechbybating samples in extraction buffer.
The reaction was then stopped and activity wasutatled according to O’Neal and Joy
(1973). From the same samples GDH activities wétaioed by modification of the Chafei
et al. (2006) procedure. NADH-dependent GDH wasiakd by incubating samples for 30
min at 30°C at pH 7.5 in MOPS 100 mM + NEl, 75 mM + oxoglutaric acid 10 mM + R3-
mercaptoethanol 3 mM + CaClL mM + NADH 0,5 mM. NAD-dependent GDH was
obtained by incubating samples for 30 min at 30f@H 8.0 in Triethanolamine 100 mM +
glutamic acid 200 mM + 3-mercaptoethanol 3 mM + IGAGnM + NAD 1 mM. Absorbance
at 340 nm was read against a blank lacking onermsbgeither oxoglutaric acid or glutamine
acid).

b) Nitrate reductase measurement of NR activity in thawed extract mixath T2 buffer
(MOPS 100 mM + NaF 15 mM + EDTA 4 mM + FAD 30 pMNgMoO, 3 uM; pH 7.6)
was adapted from Ferrario-Mery et al. (1998). Sasmplere then mixed with a reaction
buffer and incubated for 30 min at 30 °C at pHiA.MOPS 50 mM + KNQ@9 mM + NaF 5
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mM + EDTA 5 mM + B-mercaptoethanol 1 mM + NADH 053/M + FAD 10 pM +
NaMoO, 1 uM. The reaction was stopped by adding acidmsudjpamide either alone (blank)
or with NNEDD (N-(1-naphthyl) ethylendiamin) forsesys. Coloring was allowed to develop
for at least 1 h at room temperature, then therbsce at 520 nm was read using Na,IWO
the same buffer as the external standard.

c) EndoproteaseEndoproteolytic activity was measured from extnacted with T3 buffer
(MOPS 300 mM; pH 6.65). The substrate consisted®@fmg of commercial azocasein
(Megazyme T-PRAK, Ireland) swelled overnight at 5tC50 uL T3 buffer. Preliminary
assays indicated that when 500 pL thawed extrastaslded, assays indicated that to T3, the
obtained pH was 7.0, which is the target for meam@nt of proteolytic activity. Samples
were incubated for 3 h at 30°C, before being ckrgeid 10 min at 2000 g. Thereafter, 150 pL
of the supernatant were used to read the absorbahc&95 nm. According to the
manufacturer's warning, the substrate response higisly dependent on the measured
activity. Commercial trypsin (Sigma T4799) was thesed to prepare the standard curve. In
this paper 1 Arbitrary Unit (AU) is defined as gigithe same response as 1 BAEE of trypsin.

Results

From -79 °Cd till 949 °Cd post-anthesis, two-waxlgsis of variance was calculated for each
organ and each sampling date to discriminate tlfectebf leaf-treatments from that of
fertilization and to highlight possible interactidmetween these factors. The two-way
ANOVA indicated that the extent of N shortage diot mualitatively change the results.
However, as 0.8 NNI crops could remobilize morehidnt 0.5 NNI crops, the trends in data
were clearer in the first case. Plants were imjtiAbmogeneous within plots, therefore no
significant differences between leaf treatmentsawsdyserved before they were applied at 121
°Cd. From that point on, statistical analyses ae@egally not shown for the effect of
fertilization as it is not the scope of this paped was moreover quite obvious.

1. Green area evolution
a) Chlorophyl

Table 1-1: Multiple ANOVA for Chlorophyll AUPC after 121 °Cd

Blades Stem Above
Factors Blade 1 Blade 2t Blade 3t Blade4 1+4 Chaff  +sheaths ground
N N I * k% *k% *kk *% **% **k% * k% **%
0.5 70 a 117 a 57 a 1l1a 8la 39a 118 a 298 a
0.8 191 b 255 b 129 b 31lb 222 b 71b 285b 706 b
Treatment NS nd nd * NS * *x *kk
Control 132 a 186 93 16 a 148 a 5la 180 a 658 c
Wrapping 138 a nd nd 26 b 165 a 60 b 236 b 461 b
Cutting 122 a nd nd 21 ab 142 a 55a 190 a 387 a
Interaction NS nd nd NS NS - *k NS

Multiple factor ANOVA was carried out at each saimgldate fully crossing crop NNI and blade treatinen
effects. First order interaction between factors wgamined. A probability lower than 1% denotegyaificant
effect of a treatment or an interaction, withd.1% < p <1%3*: 0.01% < p < 0.1%**: p < 0.01%; NS denotes
non significant effects (p >0.05). nd refers toadabt available (chlorophyll in wrapped or cut kdafd T For
blades 2 and 3 the reported mean values referreatools only.

At anthesis, total chlorophyll was 1.6 + 0.3 mgrctlin the NNI 0.5 plotvs 3.6 + 0.6
mg-culm® in the NNI 0.8 plot, from which blades 2+3 amouhtne half in both cases.
Analysis of variance with treatment classificatisrshown only for chlorophyll AUPC after
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treatments were applied (Table 1-1). Figure 1A shdole evolution of the chlorophyll in
blades 2+3 in the case of the NNI 0.8 plot. At 288l, one day after treatment started, the
wrapped blades did not differ from the control leled One week later chlorophyll had
declined by two thirds in the wrapped blades, &bisize from 337 °Cd at a constant value of
0.20 + 0.02 mg-culth Such darkened chlorophyll was however ineffigiemd the AUPC in
blades 2+3 shown in table 1 can be consideredlak réached 384 + 18 mg-°Cd-cutnin
controls, where the chlorophyll of blades 2+3 desdi at a constantly lower rate until it
reached zero at 599 °Cd.

In the other leaf blades (flag leaf and lower legyehlorophyll declined linearly over time
(Figure 1-1B), with no significant differences beem treatmentsP(> 0.05): the AUPC of
chlorophyll in these blades was 225 + 25 mg-°CdhculChlorophyll in non-blade organs
(chaff, stem and sheaths; Figure 1-1C) increasghtll up to 227 °Cd in controls and cutting
treatment subjects and up to 337 ° Cd after bladgping. It declined only thereafter. In the
case of the NNI 0.8 plot, chlorophyll was thus vergnificantly higher P < 0.001) after
wrapping than in controls and cutting treatmentjetts with AUPC reaching 424 + 35
mg-°Cd-culrit vs 323 + 29 mg-°Cd-culth The trend was the same in the NNI 0.5 plot,
although the difference was not significant, agdatéd by significant interactior®(< 0.001)

in table 1. At the whole plant level, the chloroph&UPC was clearly reduced by the
treatments® < 0.0001), but significantly less by wrapping (7@&%controls) than by cutting
(63% of controls). Chlorophyll AUPC of non-bladegans was one third of whole plant in
controlsvs. two thirds after blade treatments.
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Figure 1-1: Green area evolution within the 0.8 NNI crop

Chlorophyll (mg.culrit) in pooled leaf blades 2 + 3 (A), in other unteshteaf blades (B), and in non blade
organs (C). DM evolution (g culfy in above ground parts according to absorbed PBRffom anthesis to
maturity either in controls (filled squares), irapts with wrapped leaf blades 2 and 3 (open tr&s)gbr in
plants with cut leaf blades 2 and 3 (open circles).

The points are means of triplicates and the batisdte standard deviation. The time of treatmen¢j®rted by
the dotted line.
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b) Green area and absorbed PAR

The evolution of green area was assessed onlyddes from -79 °Cd before anthesis till 720
°Cd post-anthesis, when the latest flag leavestugellow. Results essentially repeated that
of chlorophyll. Green blade area (GBA) of the uateel flag leaves and lower leaves declined
linearly over time (data not shown), and compariebnegression lines did not indicate any
significant effect of treatments on the slopes fr@®@to 720 °CdR > 0.10). The average rate
of GBA loss was -6.3 + 0.2 mmz-°Caulm® in the NNI 0.8 plot versus -4.7 + 0.2
mmz-°Cd"-culni* in the NNI 0.5 plot.

GBA evolution was then used to calculate the PARodied by enlightened blades
throughout grain filling. Figure 1-1D shows that DNl above ground parts could be fitted
with r2 > 0.8 to the absorbed PAR accumulated framthesis until 720 °Cd, when GBA
reached zero. Treated plants absorbed less PARctdrols but the average slope over this
period (Radiation Use Efficiency; RUE) did not exhiany significant effect of treatments (

> 0.10). The average RUE for all treatments was 8 + 0.2 g-MJ in the NNI 0.8 plot. At
720°Cd however, the blades from control plants Absorbed 0.48 MJ-culmversus 0.36
MJ-culm for plants from both the cutting and wrapping tmeents.

2. DM evolution

The DM in above ground parts (figure 1-2A) increhgeite linearly in the controls until 720
°Cd. It increased at a slower rate after 138 °CHdth the wrapping and cutting treatments
subjects. Comparison for the slope of regressiogslindicated that average net assimilation
rates did not statistically differP(> 0.10) from 1.8 + 0.2 mg-°Ceculm’ in either the
wrapping or cutting treatments. However, they wemer (P < 0.01) than for the controls
(2.4 + 0.3 mg-°Cd-culm®). Note that for an easier comparison betweenrtreats in figure
1-2A, DM in above ground parts was corrected d&#&fCd for leaf cut plants, by adding the
recorded DM that was removed through the cuttingplafies 2+3. After 470 °Cd, DM was
significantly higher in control plants than in tleowith either cut or wrapped bladd? €
0.01; table 1-2) by 0.4 + 0.1 g-culniThe DM plateau was attained at 720 °Cd in therotm
compared to one week earlier for the two othertineats.

- 5.51 ? 0.3

2 ~ 501 &

8 451 .

>E S 7021

o o 401 8 £

> Q L5

Q @ 351 % °

] 2 30 2 20.11

<% A = B

s Q 251 s i

0 20— |8 o+
-200 200 600 1000 -200 200 600 1000
Time from anthesis (Td) Time from anthesis (°Cd)

8 35 - o~ 25-

© .

g 30 £ 20-

_02-’ ’_\2.5 L 3

® ¥ 20 2 159

o E %)

235157 £ 101

> 2101 g

£ 054 C £ 059 D

o ¢

e 00 E0.0 R e

= 200 200 600 1000 200 200 600 1000

& Time from anthesis (Td) Time from anthesis (Td)
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The DM of leaf blades 2+3 declined in all treatnseaftter anthesis (figure 1-2B). In control
plants, the DM loss from 138 °Cd to full maturitynaunted to 0.08 + 0.03 g-cufmand
therefore as much DM was directly lost by the agttireatment. DM of the wrapped blades
2+3 decreased abruptly from 138 °Cd to 470 °Cdhat time it had lost 0.11 + 0.02 g-cutm
versus only 0.06 + 0.02 g-cufin controls. The blade wrapping thus resulted rinearly
additional DM loss of 0.05 g-culfn DM then stabilized in the wrapped blades 2+3levhi
still decreased until 720 °Cd in the control lekfdes 2+3. DM then remained stable in both
treatments at 0.16 + 0.01 g-cuinFinal DM was slightly heavier in controls thanvimapped
blades, but the difference was not significant.rBdirect DM loss by cutting or early DM
release by wrapping amounted to less than 3% af §rain DM, and therefore their effect on
grain filling was not detectable.

Table 1-2: Effect of blade treatments throughout grain filliag extracted from multiple ANOVA on
DM in the various organs

Time Above Blade 1 Blade 2 Blade 3 Blade 4 Chaff Stem Grains
(°Cd) ground t T T +sheaths

-79 - NS NS NS NS NS NS nd

12 - NS NS NS * NS NS NS
138 NS NS NS NS NS NS NS NS
227 NS - * - NS NS NS NS
337 - NS bl *x NS NS * *
470 NS NS *x - NS NS NS -
599 * NS *x NS NS * - Fxk
720 *x - *x NS NS NS - Fhx
840 * NS - NS - NS NS roxk
949 * NS * NS - NS NS *x

ANOVA is shown only for the blade treatment effette two levels of N fertilization led to significa
differences in DM mainly in leaf blades 1 and Zath sampling date, in chaff from 470 °C until 72@l, and

in grains after 337 °Cd. Taken as a whole, no auiton was observed between N fertilization lewsid blade
treatments on DM. T For an easier comparison betwemtments, DM in above ground parts was cordecte
after 121°Cd for leaf cut plants, by adding theoreled DM removed in blades 2+3. t1 Conversely ANOMA
blades 2 and 3 only compared controls and the Madpping treatment after 121°Cd

In the other vegetative parts (figure 1-2C), DMeafeither wrapping or cutting was not
significantly different from that of controls onyasampling dateR > 0.05).

Grain DM increased quite linearly from 138°Cd t®5€d (figure 1-2D), and stabilized after
720°Cd. No difference was identified between effectf either wrapping or cutting
treatments. Statistical analysis of regressiorslinem 138 to 720 °Cd indicated that the grain
filling rate was very significantlyR < 0.001) higher in controls (3.8 + 0.1 mg-“Eelln?)
than following either the cutting or wrapping tre@nts (3.2 + 0.1 mg-°Ceculm?). At 599
°Cd and later, grain DM from control plants wasn#igantly higher P < 0.0001), by 0.3 +
0.1 g-culnt, than that of other treatments.

3. Evolution of total nitrogen amount

In the control plants from the NNI 0.8 plot, thadl grain N was 41 + 5 mg-cufmN uptake

by above ground parts was 9 + 7 mg-ctland N losses from vegetative parts amounted to
30 + 6 mg-culrt, while in the NNI 0.5 plot, the final grain N wa$ + 1 mg-culri, N uptake
was 8 + 3 mg-culfh and N losses from vegetative parts amounted te: 20mg-culn.
Hence, post anthesis N uptake was similar in the pbots whereas N remobilization was
higher in the NNI 0.8 plot. The nitrogen amountreased linearly with time in above ground
plant parts, but statistical comparison of the eofsom 138 °Cd to 720 °Cd did not indicate
any significant effect of treatments. The averageMuptake was 10.2 + 1.2 pg-°Edulm’*

in the NNI 0.8 plot versus 8.3 + 0.9 ug-°Eculm® in the NNI 0.5 plot. Nitrogen amount
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evolutions in the different plant organs are shanvfigure 1-3 for the plot at NNI 0.8. For an
easier comparison between treatments, N in abovendr parts (fig. 1-3A) was corrected
after 121°Cd for leaf cut plants by the recordedhdt was removed through the cutting of
blades 2+3. Such corrected plant N did not diffeoag treatments(> 0.05; table 1-3) from
-79 °Cd to 720 °Cd.

In control plants, leaf blades 2+3 lost about 8&%heir N after anthesis (figure 1-3B) The N
loss from 138 °Cd to full maturity was 6.3 + 0.6 wmgni*, amounting 15% of the final grain
N. The direct N loss by blade cutting was thusmegligible for grain filling. The N amount
decreased abruptly in wrapped blades 2+3 from tm¢ of the treatment until 470 °Cd. At
that time, it had lost 5.5 + 0.4 mg-cutreersus only 4.2 + 0.6 mg-cufhin control blades.
The N amount stabilized thereafter in wrapped da2e3 while it continued to decline at a
slower rate until 599 °Cd in control blades 2+3eTh amount was very significantly lower
(P < 0.0001) in the wrapped than in the control bdafilem 227 to 599 °Cd, with a maximum
difference around -3.0 + 0.1 mg-cutmat 337 °Cd, which could be regarded as an early
release of N induced by the wrapping treatment.s Tdifference was smaller although
significant at -2.1 + 0.1 mg-culiin the NNI 0.5 plot. Later on, N stabilized in hot
treatments till full maturity. The final N amountw slightly higher in the wrapped than in the
control blades 2+3, but the difference was sigaiftconly in the NNI 0.8 plot.

Table 1-3: Effect of blade treatments throughout grain filliag extracted from multiple ANOVA on N
in the various organs

Time Above Blade 1 Blade 2 Blade 3 Blade 4 Chaff Stem Grains
(°Cd) ground t T TT +sheaths

-79 NS NS NS NS NS NS NS nd

12 NS NS NS NS NS NS NS NS
138 NS NS NS rxk - NS NS NS
227 NS NS rxk ok *x NS *x NS
337 NS - *%k%k *%x% * NS *% *
470 NS - *%k%k *%x% NS * - *
599 - *k%k *k%k *% N S *% *% *k%k
720 NS *% *% *% - NS NS *k%k
840 NS * *% *k%k * * NS *%
949 NS NS Fxk ok * - NS *

ANOVA is shown only for the effect of blade treatm Significant differences in N amounts betwdentivo
fertilization levels were observed in all organsept lower leaf blades, which were already send¢seban the
experiment started. Taken as a whole, no intemnacti@s observed between N fertilization levels apdtments
on N. T For an easier comparison between treatminiis above ground parts was corrected after 121f@
leaf cut plants, by adding the recorded N removetlades 2+3. 11 Conversely ANOVA of blade 2 and 3
compared only controls and the wrapping treatmftat 421°Cd

In the other leaf blades (Figure 1-3C), N was reitizsa slightly less rapidly following the
wrapping and cutting treatments than in the costrekhibiting a maximum difference of 1.1
+ 0.6 mg-culrt at 337 °Cd. The leaf layer where this extra N whserved switched with
time (data not shown): significantlf? € 0.01) more N than in the controls was foundindr
leaf blades at 227 and 337 °Cd and in the flagh&ade at 599 °Cd and later. In chaff (Figure
1-3 D), less N was recovered in the controls tmatne cutting treatment before 599 °Cd and
more thereafter. These differences were howevetowaf significance P < 0.01) and
magnitude. Chaff N in the wrapping treatment waswvben the ones of the two other
treatments and not statistically different fromheitof them. In stems and sheaths (Figure 1-3
E), the N amount was markedly higher after bladeppmg P < 0.001) from 227 to 599 °Cd,
exhibiting a maximum difference of 3.8 + 0.4 mgratilat 337 °Cd. Then the N amount
declined rapidly in the wrapped leaf treatment befstabilizing at the same amount as the
other treatments at 840 °Cd. No difference was dobetween the controls and the blade
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cutting treatment on any sampling date. While camngaN amount differences in stems and
sheaths, the latter could be regarded as tempsiakg for extra-N released from wrapped
blades 2+3. By opposition, stems and sheaths waraffected at all when remobilized N
fluxes were decreased by cutting blades 2+3.

In grains (Figure 1-3 F), N accumulated quite Inhedrom 12 to 720 °Cd, stabilizing
thereafter. No difference was observed in N amoletsveen the controls and the blade
wrapping treatment on any sampling date, wheretes afade cutting the N amount was
significantly lower in grains at 337 °Cd and lat€he regression lines of grain N from 12 to
720 °Cd in the controls and the wrapping treatnweete no different® > 0.10), with an
average grain N filling rate of 50.910 pg-°Cd-culm®. In the blade cutting treatment, the
slope indicated an average grain N filling ratetdf2 + 1 pg-°Cd-culm?, significantly lower
than in the controlsR < 0.0001).Thus cutting blades 2 and 3 probably édtiately reduced
the grain N filling rate whereas wrapping blade8 2ad no significant effect on the grain N
at any time.
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Figure 1-3 Nitrogen evolutions (mg.culthin the 0.8 NNI crop in above ground parts (A)pivoled
leaf blades 2 and 3 (B), in other leaf blades (@);haff (D), in stems and sheaths (E), and in mgai
(F) from anthesis to maturity.

Symbols are as in figure 1. The points are measphitates and the bars indicate standard denaflhe time
of treatment is reported by the dashed line.
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4. Evolution of nitrogen-related metabolite conterd and enzyme activities

Data were recovered in blades only until 599 °C amdeported in table 1-4. Paired samples
comparison suggested no difference occurred bdfesgments were applied. Both nitrate
content and nitrate reductase activity were alwagyy low except at -79 °Cd in the NNI 0.8
plot (3 pmol-culrit and 0.2 nkat-culih respectively). Later on, they were at zero, not
modified by treatments. Soluble protein content &®lactivity exhibited patterns like those
of chlorophyll and total N. In blades 2+3 they wérigh at anthesis (9 mg-cufmand 21
nkat-culnT, respectively) and progressively declining in toatrols to nearly zero at 599°Cd.
Wrapping led to a sudden fall in both protein cahi@nd GS activity to 1.5 mg-cufhand 4
nkat-culn, respectively, at 227 °Cd. Protein content themyedd constant at around 1
mg-culm® while GS activity was at 1 nkat-cufmWrapping thus resulted in lowe? & 0.01)
protein content and GS activity in blades 2+3, wherno significant differenceB & 0.05)
were observed in other blades. In the three blesgrhents, protein content and GS activity
declined at a constant rate from 8 mg-clilamd 18 nkat-culthto approximately zero at 599
°Cd. Both amino acid content and NADH-dependent Gaxtlvity were quite constant in
control blades 2+3 from anthesis until 599 °Cdaraiund 4 pumol-culthand 1.2 nkat-culh
respectively. In response to wrapping, they maskédtreased at 227°Cd (15 pumol-citim
and 2.5 nkat-culfh respectivelyP < 0.05), falling thereafter below the control ley@.6
pmol-culm® and 0.5 nkat-culih respectivelyP < 0.001). By contrast, amino acid content
and NADH-dependent GDH activity were not modified ather bladesR > 0.05). NAD-
dependent GDH activity declined in wrapped blades 0.01), but not as sharply as did GS
activity and without transient increase as obserf@d NADH-dependent GDH activity.
Lastly, endoproteolytic activity progressively imased in control blades from 1 to 4
AU-culm™. It was slightly but significantly increased byAU-culm in wrapped blades 2+3
but not in other blades. Altogether, changes imogén-related metabolite contents and
enzyme activitiesvere observed in wrapped blades 2+3 but not inrdbhedes following
either the wrapping or cutting treatments.

Table 1-4: Paired sample comparisons to control for the vasimitrogen-related metabolite contents
end enzyme activities

J‘ Amino NADH- NAD- Proteolytic
Blades Period  Treatmemt Nitrates NR Protein GSacids GDH GDH Activity
Blades Before

2+3  treatment Wrapping NS NS NS NS NSt NS NS NS
Blades Before

2+3  treatment  Cutting NS NS NS NS NSt NS NS NSt
Blades  After

2+3  treatment Wrappind NS NS |* R il I T
Blades  After

2+3  treatment  Cutting nd nd nd nd nd nd nd nd
Other  Before

blades treatment Wrapping NSt NST NS NS NSt NS NS NS
Other  Before

blades treatment Cutting | NSt NST NS NS NSt NS NS NS
Other After

blades treatment Wrapping NS NSt NS NS NSt NS NS NS
Other After

blades treatment Cutting NS NSt NS NS - NS NS NS

T means that sign and rank tests should be uséehth®f t-test because of data heteroscedastaitgws
indicate the trend in treated plants, as comparemmtrols.
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Discussion

1. Effect of blade wrapping

Blade wrapping was not a shading treatment. Becauhsy were below the light
compensation point, the fate of wrapped bladesdcoather be compared to that of excised
darkened blades, a classical model for inducedssenee. In such leaves, chlorophyll and
proteins break down within a few days. Amino aciti&n ammonia accumulate and diffuse
somewhat in the medium (Peeters and van Laere,)1992vrapped blades 2 and 3, both
soluble protein and chlorophyll fellfailed withinveeek after treatment, while amino acid and
endoproteolytic activity markedly increased at g@ne time. Moreover, wrapped blades
differed from excised darkened blades in that theyld efficiently export their released
amino acid to unchanged sinks. As a consequendepaauid declined soon after 227 °Cd,
ammonia never accumulated, and total N amount metirapidly in these leaves following
treatment. Wrapped blades remobilized their nitnogea faster rate than control blades, but
they were depleted earlier too. Actually, both enotand chlorophyll measurements
suggested remobilization stopped in wrapped blatleslevel slightly higher than in control
blades, suggesting remobilization could not be deted in such a condition. Nevertheless,
total N measurements indicated a balance of remedilN between anthesis and maturity
only marginally affected by blade wrapping. The ested result was therefore a temporary
increase in available remobilized N at the wholanpllevel. Thus the paper dealt with N
regulation at the level of the whole plant, as ed®@ by the induced changes in fluxes of
remobilized N.

2. Effects of treatments on DM fluxes

Although the experiment was designed to vary Ndhjt also modified DM, which in turn
could impact N regulation. DM therefore receivedmso attention. The DM directly
remobilized from blades 2 and 3 throughout grdim§j amounted to less than 3% of final
grain DM, and therefore was not detectable atekiellof the whole plant. Hence, differences
between the two leaf treatments could be expeatédibdifferences in photosynthesis then
occurred. As treated plants were isolated in ungbdrcrop stands, it could be considered that
cutting blades 2 and 3 did not result in more liggdaching the lower leaves. Therefore any
change in carbon balance could be attributed tot gf@tus and functioning. Both cutting and
wrapping treatments reduced carbon net assimildiipronly one third, the same level as
chlorophyll AUPC decrease, although GBA loss redchémost two thirds. This result
confirmed previous works where net assimilation waduced by 10% only by flag leaf
cutting (Guitman et al., 1991). Some authors (Ma@yet al, 2010) have suggested that the
photosynthetic contribution of non-blade organs Idobe increased when blades are
destroyed e.g.by diseases. However, the changebsesved in the senescence of both chaff
and untreated leaf blades following blade wrapmngutting were not significant, as judged
by both GBA and chlorophyll evolution. Converselghlorophyll and soluble protein
remobilization were delayed in the stems and skefilhowing blade wrapping, in which
case an increase in their photosynthetic capaoitjddoe suspected. However, any significant
variation in the contribution of non-blade organsérbon balance should result in a variation
of RUE, which was not observed. Variations in carbalance of the whole plant were fully
explained by the GBA loss using the non proportigeationships between leaf area and
absorbed radiation (Monteith, 1965). On the othard) the reduction of the net assimilation
rate was not compensated by DM remobilization faegetative organs. Consequently, the
grain DM filling rate declined immediately afteeitments were performed, and to the same
extent as the net assimilation decrease. No compayschange in grain filling duration was
observed, as previously noted by Alvaro et al. 806inal grain DM was then significantly
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lower than that of the controls, as commonly obsérnin both defoliation or shading
experiments (Neals et al, 1963; Martinez-CarasebTdrorne, 1979; Guitman et al, 1991; Ma
et al, 1996).

3. Effects of treatments on N fluxes:

According to our experiment, N uptake by above gobparts was neither accelerated nor
slowed down by treatments (blade wrapping or cg}timhereas it has previously been shown
that N absorption is reduced when the flag leaémoved (Neals et al., 1963; Guitman et al.,
1991). Paper discrepancy with previous studiesdcbal assigned to the low N uptake in the
controls, which amounted to less than 20% of fgrain N, approximately the same level as
N remobilization from the roots (Andersson et 2005). In plots with INN markedly lower
than 1, soil N availability is low (Justes et 4994), thus leading to nitrate in the tissues very
low and nitrate reductase activity no longer detécafter anthesis. The part of true N
absorption in N uptake by above ground parts wabably negligible. Therefore the pathway
of N remobilized from organs was not hidden by gagiation in N absorption in treated vs.
control plants, which makes it possible to analyhe effects of treatments on N
remobilization alone.

In defoliation experiments, N from excised leavesldst, and obviously final grain N is
always lowered. Nevertheless, the lowering of reitiednl N flux does not result in an
acceleration of N remobilization from other orgaRaradoxically, Guitman et al. (1991) even
reported that both N and soluble proteins decre&sted in remaining leaves following flag
leaf excision. Ma et al. (1996) indicated thatdaling a complete defoliation, the nitrogen
concentration at grain maturity was higher in chaffd stems, also suggesting lower
remobilization. It was sometimes hypothesized tplaints would somehow protect their
photosynthetic areas when their carbon balanceewdangered. In spite of this, when blades
2 and 3 were cut in our experiment, neither remagirleaves nor stems or chaff exhibited
either lower or delayed N remobilization. Not onheir N evolution pattern, but also their
final N concentration in tissues was the same asettobserved in control plants. Only
chlorophyll appeared to decline a little later ierss and sheaths following blade cutting. This
discrepancy with the literature might come from thent of post anthesis N uptake as N
remobilization from vegetative tissues results fritra balance between N input and output.
15N labeling studies indicate that N absorbed aftehesis is competitively incorporated into
vegetative parts (Oscarson, 1996; Kichetyal, 2007). Vegetative organs are not only
sources, but also temporary sinks. As N uptakeuslly higher at the start of grain filling, N
balance in these organs frequently shifts fromaweumulation by the first sampling times
close to anthesis to net decrease later on. Ifidiém studies where N uptake was important,
N input to removed leaves could be re-allocatethéoremaining organs, thus delaying the
time for net N decrease in such receiving vegegabtingans (Barneix and Guitman, 1993). In
our study, the weakness of N uptake made it passtbshow that vegetative organs did not
react to defoliation by any change in N output. &gesult, the rate of grain N filling
immediately declined following the leaf cutting datment. Moreover, it did so to the same
extent as the N remobilization rate from contradvies 2 and 3, which clearly advocates
against a sink regulation of grain N filling.

Wrapping blades 2 + 3 caused their N to be suddatdased to the plant, thus temporarily
increasing the fluxes of remobilized N. Howevestimcreased N availability did not result in
any change in grain N filling: released N was iadteentrapped in stems or in sheaths.
Interestingly, these organs then exhibited delagkbrophyll degradation. Such linkage
between chlorophyll and N has been reported alstay “green” cultivars whose longer leaf
duration is associated with higher N uptake (Bdretal., 2001). In our case at any rate, N
stored in stems and sheaths was further remobjlszethat the final grain N was the same as
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in the controls. This result might suggest a siagutation of the grain N filling rate in
opposition to defoliation results. A hypothesis Wbbe that lowering the source/sink ratio
heightened source limitation, while an enhancingreg'sink ratio leads to sink saturation
(Bancal and Soltani, 2002). Such saturation hasadir been advocated in the case of ear
trimming experiments (Jenner, 1991): the reduced ae usually not able to incorporate as
much N as controls (Martinez-Carasco and Thorné91Bérez et al., 1989; MacKown et al.,
1992; Ma et al., 1996). In trimming experiments koer, the N remobilization rate was
lowered, leading to enhanced final N concentrationegetative tissues, whereas in our case
neither the N remobilization rate nor the final Nncentration in stems and sheaths were
modified. In the flag and lower leaf blades no eneyactivity was significantly modified,
even for a while. In wrapped blades 2+3 the finalddcentration was actually slightly higher
than in the control blades, thus suggesting som&sllost, but it was found negligible at the
level of the whole plant. Moreover, although graimtein concentration was significantly
enhanced following the wrapping treatment (from %BM to 10.1 %DM in the 0.8 NNI
crop), it remained far below the physiological liation of around 20 %DM eventually
reached in ear trimming experiments. Lastly latdilization as well as ear trimming
experiments andh vitro ear culture (Jenner et al., 1991) reported thaingrwere able to
incorporate N at a much higher rate than contwlgch we did not observe. Clearly, data
shown in this paper did not suggest that the camditof sink saturation might occur, and
results should be interpreted through the usuahdraf source regulation. The results also
clearly pointed out that “source” should be segmerfor a better understanding of N flux
regulation: stems and sheaths were downstream cechp@ wrapped blades. Following the
wrapping treatment, stems and sheaths receivedneetiaN inputs, and, as observed
following late fertilization, they were able to mporate them (Oscarson, 1996), resulting in a
delayed net remobilization pattern. However, lailfizations also result in an enhanced rate
of grain N filling, which we did not observe, evear a while. The two following hypotheses
could be proposed to take this discrepancy inteauc Firstly, nitrogen travels in the plant
in different forms: remobilized N only in organiori travels through the phloem, whereas
absorbed N after late fertilization is largely inneral form and travels through the xylem.
Hence, in the latter case some mineral N could $gyplae stems and sheaths to be processed
in chaff, and then directly delivered to the graiAa alternative hypothesis would argue that
in our study the extra-flux of remobilized N ameenhtto 27 pg °Cd-culm® during the first
week after blade wrapping. This flux was clearlgh@r than average N uptake (13 ug
°Cd*.culni’), and not negligible as compared to grain N fijlif50 pg °Cd-culm?).
However it was far below the levels N uptake redameder high fertilization (around 100 pg
°Cd*-culmi®). It is then possible that in our study the fluxafsremobilized N were small
enough to be fully entrapped by stems and sheathieh would otherwise overflow from
these temporary sinks under high fertilization sate

4. Conclusion

Under our experimental conditions characterizetdypost anthesis N absorption, N released
by leaf senescence seemed to be delivered to gnatinsup-regulation by stems or sheaths.
Lowering the N availability immediately resulted a lower grain filling rate, whereas
increasing N availability did not change grainifif rate, due to temporary storage. Further
works are needed to identify the precise sitedigfriegulation, and both and to what extent it
is set up. If pushed to an extreme, the treatmappdied to plants in this paper somewhat
mimic what happens in the case of biotic attacksdéme cases, leaves prematurely fall
because of insect attackdrcosporasp. Leafspot and defoliating arthropods / peariosite

et al., 1980), which is well mimicked by the cugtireatment. In others, like most pathogen
attacks, green leaf area is covered by symptonwyltorg light (Scholes and Rolfe, 1996)
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and blocking nitrogen inside dead tissues (Bantal,e2008). Furthermore, necrotrophic or
hemibiotroph pathogens have been shown to dectsatbeN remobilization (Garry et al,
1996) and uptake, although not to the same exBandal et al, 2008). In these studies, the
decreased N leaf availability due to disease wagmeompensated by a higher or faster
depletion of N from healthy vegetative parts (Bdretaal, 2008). Although N uptake and
remobilization are often affected by leaf diseaséiser plant parts have never been shown to
compensate the resulting lack in N to carry oufilfgirain filling at the same rate. This
observation suggests that diseased plants may &abamntically but to a lesser extent to
plants either wrapped or cut in this paper.
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Chapitre 2

Les Iésions provoquées sur la feuille drapeau du bl € par une
inoculation locale de septoriose (  Mycosphaerella graminicola)
accelérent-elles sa sénescence apicale?

Version préliminaire d’un article a soumettre anPRRathology
NB: quelques insertions en francais ont été ajaupmr faciliter la compréhension

Contexte et objectifs

La septoriose est la maladie la plus fréquentaiisibie du blé dans le nord de I'Europe. Les

pertes de rendement ou de qualité des grains smdrglement liées a la perte de sur
verte qu’elle induit. Ce travail vise a clarifieia sénescence induite reste limitée autour ¢
zone d'infection ou [limplication directe du chamgpon peut étre soupgonné
Alternativement, l'augmentation de la sénescenceal@pdes feuilles suggérerait que

régulations a I'échelle de la plante entiere sagatement perturbées.

Matériels et méthodes

L'expérience a porté sur quatre cultivars de bié&/el de sensibilités variees a la septoric
et quatre isolats STB de virulences variées enesrsultivars choisis (tab.2-1). Des feuill
drapeau ont été inoculées avec les différentstissla 2 cm? a la dose de*Kpores / mL. A
partir de I'apparition des premiers symptomes @j0glus tard), on a mesuré par la prise

ce
ela
e,
es

)Se,
es

de

photos numériques (fig 2-1) I'évolution des surfasénescentes en distinguant les zones a

I'apex de la feuille 49) et autour de la zone d'inoculatics®g) Les mesures ont été répétg
jusqu’a 1003 dj, lorsque les zones sénescentsusianiné (fig 2-2). La sénescence diffy
causée par l'oidium a été évaluée et s'est réuddégerement favorisée chez les plar
inoculées (fig 2-3), mais elle ne modifiait I'éviddun ni desani deaa

Principaux résultats

L'évolution desa a suivi un modeéle logistique, mais il n'a jamai®iat son plateau fina
avant de fusionner avexa, bien qu’elle s'étende au-dela des 2 cm?2 inocllés.ajustement
(fig 2-5) suggerent une voie de résistance diffiremtre les Caphorn, dans lequel la mals
se développe plus lentement, et Koréli, dans lelguelaladie se développe rapidement, n
plus tard. La sénescence apicale suivait un madédenentiel chez les témoins comme ¢
les plantes inoculées. Le taux de croissancaad#ependait du cultivar, mais aucun effet

isolats de septoriose n’'a été détecté, malgrévatabilité en terme dsainduite (fig 2-8).
Des tests de comparaisons appariées entre bringingmet appariés des mémes plar
montrent queaa était plus faible chez les témoins des le débutedpérience, mais que sc
taux de croissance n'était pas augmenté par I'labon. Cela suggere plutét que

sénescence apicale était différente entre les t&radiles plantes inoculées dés l'inoculat
probablement en raison d'un artefact expérimental.

Conclusion

D’aprés ce travail la sénescence apicale desdsuilloculées n'a pas été accélérée par ra
au témoin malgré la large gamme de septoriose obtdra discussion porte sur la résista
des cultivars et la terminologie de la sénescendaitie, dans I'objectif ultime de modélis
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les flux azoté des grains par les plantes malades.

76



Chapitre 2

Does Septoria tritici blotch lesions induced by a | ocalized
Mycosphaerella graminicola inoculation accelerate apical
senescence of winter wheat flag leaf?

!BenSlimane Rym,'Bancal Pierre,?Suffert Frederic, ‘Bancal Marie-Odile

INRA, UMR 1091 INRA/INAPG Environnement et Grand€siltures, F-78850 Thiverval
Grignon, France

2 INRA, UMR1290 BIOGER, F-78850 Thiverval Grignon afce.

ABSTRACT

Septoria tritici blotch (STB) is the most frequeanid damaging disease of wheat in north
Europe. Yield or grain quality losses are usuadhated to green area losses disease induced.
The present work aims at clarifying if this inducednescence is restricted around the
infection zone where a direct involvement of thedus could be suspected. Alternatively,
increase in senescence at the leaf apex would sugggulations at the whole plant level are
also modified. The experiment involved four wintetheat cultivars varying in their
susceptibility towards septoria, and four STB isedadiffering by theirvirulence level
towards the chosen cultivars. Flag leaves weretiated with the different isolates on 2 Tm
at a dose of TUspores /mL. Starting 405 °Cd later, at the appearar the first symptoms,
senescence evolutions at leaf apaa) @nd around inoculation zonsg were measured by
repetitively taking numerical photos until 1003 SGQehen senescent areas merged. Diffuse
senescence caused by powdery mildew was assessesh@amwn to be slightly promoted in
inoculated plants, but not modifying eithea or aa evolution. Thesa evolution followed a
logistic pattern, but it never reached its finatphu before to merge widta, despite it could
extend beyond the inoculated 2 cm?2. Fits suggettadt the resistance pattern differed
between cv. Caphorn, in which disease developec mlmwly, and cv. Koréli, in which
disease developed rapidly, but late. Apical semescéllowed an exponential pattern in both
control and inoculated shoots. The relative rataaovas affected by cultivar, but no effect of
STB isolates was detected despite large variaiioss extent. Paired comparisons between
inoculated and control shoots showed taatwas lower in controls from the beginning of
experiment. However comparison of kinetic paransetedicated the relative rate a& was
not increased by inoculation. It suggested instdet apical senescence was different
between controls and inoculated shoots since the tf inoculation, possibly because of
experimental artifact. It is concluded from thisrkothat over a wide range of STB disease,
apical senescence was not accelerated in inoculategs as compared to control. These
results are discussed with regard to cultivarsstasce and terminology of induced
senescence; with the ultimate objective of modehnituxes to grains in diseased plants.

Key words

Septoriatritici, Mycosphaerella graminicolapical senescence, induced senescence, winter
wheat, cultivars, isolates
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Introduction

Septoria tritici blotch (STB), caused by the hemitophic fungus Mycosphaerella
graminicolg is among the most frequent and damaging foliaeales of wheaf (iticum
aestivum in northern Europe. The main damage of STB ontgdianctioning is the decrease
of green leaf area (GLA; Robert et al., 2004). SHBally expands after the maximum level
of GLA is reached, shortening the duration of graeem life (LAD) more specifically during
the grain filling period.Gaunt (1995) stated that LAD shortening by pathogetightly
related to the lower photosynthesis balance afidresis, and therefore to grain yield losses,
which could reach 60% in susceptible cultivars (@sr et al, 1990). By contrast, the
correlation between LAD and grain protein concdidra(GPC) was shown to vary with
environment, genotype and disease severity (Dimnasak Gooding, 2002). Then GPC of
diseased crops, the main quality index in wheatlingg becomes unpredictable as it
sometimes increases but more frequently decreaislesSWB attacks. In this context, Bancal
et al. (2008) pointed out that the decrease in GLA affedifferently the two nitrogen (N)
sources for grain filling,.e. post-anthesis N uptake and N remobilization, thkative
contribution of which to N grain filling may largelvary with environment and genotype.
Then GLA decrease should be separately related upthke, N remobilization and carbon
assimilation in order to predict GPC robustly.

It may then be worth modeling dynamically GLA eithe absence or in presence of STB.
After anthesis, leaves do senesce in healthy plahts remobilized to fill grain, while GLA
progressively declines. The mechanisms impliechendontrol of natural senescence remain
poorly described and are still not well understolldst reports however suggest control is
located in vegetative parts which are the main Nirgegs for grain filling through
remobilization (Feller and Fischer, 1994; Gan anda&ino, 1997; Gregersest al, 2008;
Masclaux-Daubressst al, 2008).

When diseased plants were assessed in field expeisSinSTB symptomsensu stricto
(necrotic area covered by pycnidia) were often dddenatural senescence, especially at the
end of the epidemic stage on the three last ledweged, most of necrotic areas around
infection sites could be directly or indirectly cad by the fungal infection. Tavernietr al.
(2007) observed an important decrease of chlorb@md protein content corresponding to
the appearance of anthracnose symptoms in peaslaakien the fungu<olletotrichum
lindemuthianumshifted from biotrophic to necrotrophic stage. tRarmore Talbot et al.
(1997) found that rice leaves showed a pronounea@stence 48 h after applying culture
filtrate extracts of Magnaporthe grisea This suggested that pathogens might induce
senescence following disease kinetics, not regulfrom a direct interaction with plant
tissues, but from the release close to infectidessiof toxic products. Such induced
senescence around the necrotic zone was repor@fBnGoodinget al, 2005; Rusket al,
2003; Gauntet al, 1986; Leitch and Jenkings, 1995), although to kmwwledge, toxins
involvement in STB-plant interaction has not yeéemdirmly established. Beyond, if natural
senescence is more or less controlled at the @diddaaves scale just like in healthy leaves,
the control of senescence could be affected itsekxternal factors such as pathogen attack
(Quirino et al., 2000).

In cereals, first events of natural senescenceressgs from the leaf apex to the ligulae and
may be assessed independently from STB lesions. ypethesis that could support an
increase in apical senescence of diseased leavbatishe pathogen diverts nutrients from
leaves for its own growth. Fungus thus acts astiatdi N sink and plant might maintain the
rate of grain N filling by accelerating N leaf depbn (Pageaet al, 2006). If among plant
pathogens, biotrophic fungi are the most cited migyas defined as new sinks (Ayresal,
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1996), hemibiotrophic fungi with a long biotrophatent period like STB may also behave as
new sinks interacting with plant functioning.

Components of senescence should be separated Eathlevel, into apical senescence and
local senescences, because they result from ditfgreysiological processes in reaction to
pathogen infection. Most papers however are bagsednooverall assessment of senescence
that mixes up natural and induced senescence;atke lbeing assessed by difference to a
healthy control. Moreover inoculation in literatdrequently leads to explosive diseases with
much higher rates than that encountered on thésfidihoculum concentration used in
artificial contamination are usually very high (I 1¢ spores/mL) and are applied on whole
leaves, which is hardly comparable with naturaltaonnation events. In such conditions,
separation between local and apical senescenckecanly obtained at the very beginning of
natural senescence (Robert, 2003). The aim ofattiisle is to investigate the effect of STB
on the dynamics of apical senescence, based on malistic experimental conditions,
especially inoculation on restricted leaf areafutther model epidemic effects on GLA loss.
If STB affects apical senescence, then all N reiirabion fluxes in plant should be modified
in forthcoming model. Otherwise damages are rdettito the local area mixing necrotic
zone and induced senescence around, all of theer tunalgus regulation. Restricted flag leaf
area of different winter wheat cultivars were inla¢ed using differentM. graminicola
isolates close to natural conditions and non destel assessments were repeated to
characterize senescence kinetics of both inoculzbe@ and leaf apex on the same leaves.
With this study, we test whether apical senescen@dfected or not in diseased leaves as
compared to healthy ones in a range of compatitdégactions between plant and pathogen.

Materials and methods

1. Greenhouse experimental design

The greenhouse experiment involved four winter whealtivars varying in their
susceptibility towards STB: Soissons and Apacheraoerded as moderately susceptible
(resistance rating 5), while Caphorn and Koréli el&ssified as moderately resistant and
resistant to STB (resistance rating 6 and 7, reébby).

Four isolates oM. graminicolawere used. Two of them were collected from whiedd$ (cv.
Soissons) of the INRA experimental station of Goigr{France, 48°50’ N, 1°57' E); a third
was collected in INRA experimental station of LeeRh(France48°01 N, 1°43 W; M.
Trottet, personal communication); the last one Wasreference isolate IPO323 (Kema and
van Silfhout, 1997). These isolates, later on desdigd in paper by i1, i2, i3, i4 respectively,
were classified based on their respective aggrelssss on each of the four cultivars (Table 1;
F. Suffert, personal communication).

Air temperature was registered automatically evi&ymin in greenhouse. The thermal time,
expressed in degree-days (°Cd), was calculatedufsyrsng the daily mean air temperature
adjusted for the base temperature 0°C.

Table 2-1: classification of isolates virulence othe cultivars

Apache Caphorn Koréli Soissons
il +++ ++ + +++
i2 +++ ++ + +++
i3 ++ - - +
i4 + - - +

- ho symptoms; +, ++, +++: ascendant degree opsyms
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Each experimental criterium (interaction cultivaiisolate), consisting of the inoculation of
the flag leaf of adult wheat plant with a singleBSiBolates, was replicated four times. This
gave a set of 64 inoculated plants. The same nuoflmentrol shoots was chosen.

2. Plants preparation

Seeds of the cultivars Soissons, Apache and Caphem sown in Jiffy peat pots at a rate of
two seeds per pot, on Decembeéf, 2008, while seeds of Koréli were sown one weedrlat
Seedlings were kept for eight weeks at 8°C witl® & light period and a 14 h dark period for
vernalization. They were then transferred to squaots (1.1 L) filled with commercial
compost (Klasmann substrat 4; Klasmann France SARL)lized with 4 g Osmocote Exact
(16N 11P 11K 3MgO Te), and placed in the greenholise plants were twice fertilized with
a commercial nutritive solution (1 | Hydrokani C&juted 1/100 in a 100 | water reservoir
and applied in the pot saucers five and seven walitdisthe seedling transfer in greenhouse.
Daylight was complemented by 400-W sodium latgpsbtain 9 h of dark period and 15 h of
light period. Temperature was regulated by a cgobgstem at 12 °C /20 °C during the
night/day. Secondary tillers were cut, and onleéhshoots were kept per plant, from which
one would have been inoculated while the two otisexd as control.

Treatments against aphids-Cyhalothrin, 1 mg /L; Pyrimicarb 20 mg /L) were péipd
steadily. Treatment against powdery mildew (Ethgfin2 mL /L; Quinoxyfen, 1 g /L) was
applied just after vernalization and was repeatedet a month until three weeks before
inoculation. After inoculation fungicides were nongier used, and some mildew attacks
occurred. Epidemics were slowed down gently swapf@af blades with a wet clean paper.

3. Inoculum preparation and inoculation

Inoculation was performed at heading stage for Gapland at anthesis for cultivars Apache,
Koréli and Soissons. The inocula were obtained feostock conidial suspension of the four
M. graminicolaisolates. Subcultures were grown onto Petri digtoegaining PDA (potato
dextrose agar 39 @) at 20°C in total darkness during one week. Spaere collected on the
day of inoculation in sterile distilled water. Thspore suspension was adjusted with a
haemocytometer (Malassez cell) to a concentratibri@ spores /mL. Two drops of
surfactant Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurateg@&mw20, Sigma) were added per 100 mL
of inoculum. Taggedlag leaf blades were inoculated with a paint brashApril, 14" 2009.
Inoculation was done over 2 cm of leaf length (8+4%) within the basal half of leaf blades.
The restricted inoculated area was marked with allswhite sticker. Inoculated leaves were
then bagged during 72 hours in a humid polyethyleaasparent bag by maintaining the
inoculated face inside. Additional lamps were regwwduring the three days of bagging to
avoid high temperature and to increase air humidithe bags.

4. Diseased and senescent areas assessment

At the appearance of the first symptoms, evolutbrapical senescence and STB lesions
inoculated leaves and controls were photographieldn@easured by numerical image analysis
at a resolution at 1000 pixels /inch. The devicaststed of a numerical camera fitted in a
closed body, the inside of which was equipped Wiht emitting diodes (LED), providing a
polychromatic white light (Figure 2-1). The benefftsuch a device is to keep photos free of
the external monochromatic light provided by theigm lamps of the greenhouse. Photos
were taken on a blue surface to easily separateedeby image analysis. The length of
pictures was about 10 cm, and therefore severalrpg should be linked up to obtain a single
leaf assessment. The whole surface was photografanedontrols only during the first
assessment, while later on only the front of sesrese and mildew lesions, when occurring,
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were pictured. Assessments were carried out ufitiplants were completely senescent.
Control were assessed seven times, while inoculaltaits were assessed ten times for the
three STB isolates i1, i2, i3, whereas plants itated with i4 were harvested after four or
five assessments only for other analyses not destin this paper. In most cases, inoculated
and control plants were assessed on the same daylafes of assessments were expressed in
sums of degree days after inoculation (°Cd).

LED

Figure 2-1 Dispositif de prises de vues numériques

5. Image analysis

In order to eliminate color dominance, the whitdocavas adjusted prior to any image
analysis, using a control area within each pictlitee resolution was then decreased to 700
pixels /inch precise enough to allow the analysth vssess software (Lamari L., American
Phytopathological Society, 2002). Image analysis warformed according to each picture,
and then results were added up for each leaf. Besele obtained in pixels and then ratios to
whole blade area of green and senescent surfacgescalteulated. Three kinds of symptoms
were measured: senescent area at leaf ag@x $TB lesions around the inoculation zone,
with or without pycnidia €8), and diffuse lesionsd@) within the remaining green area. At
later stages senescent areas merged, and themrtiteenof fair assessments faa andsa
was restricted to an average of six for the SThates i1, i2, i3yvs four assessments for i4.
By opposition, diffuseda symptoms were progressively recovered by the twiwero
senescences. Therefore at each new assessmentiasyraptoms merged with eithea or

aa. They were considered remaining equal to thahefgrevious assessment, while the other
leaf parts continued to evolve.

6. Statistical analyses and data transformation

The variances were compared between both cultigads isolates using Cochran’s and
Bartlett's test, leading in some cases to log-fiamns the raw data. Afterwards, the normality
of data sets was checked using skewness and Kautests. When data sets were not normal,
the equality of medians was compared using Krugkallis test to investigate the effects of
cultivars and isolates. Normal data sets were coaaplay analysis of variance (ANOVA) and
of covariance. At least part afla symptoms occurred from powdery mildew which could
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interfere with both monocarpic and STB-induced searces (assesseddg/andsakinetics,
respectively). Interactions wittha were then investigated, characterizing the logariof its
AUDPC as a covariate. Lastly, interaction betweanand sa kinetics was investigated by
analysis of covariance using the logarithns@AUDPC as a covariate.

The sa kinetics versus time expressed after inoculatias \adjusted for every plant to a
logistic function of time with r2 at 0.98 in avemga= M/ [1 + e"(™ ], where M is the
asymptotic plateau reached bg r the initial relative growth rate, and T the énat the
inflexion point, whensa reached M/2. Statistical analyses were performedhese three
parameters as well as on raadata.

The aa kinetic was adjusted for every plant to an exptiaéfunction of time: data were log-
transformed so that the parameters could be egtthiedm linear regression with r2 at 0.97 in
average. The slope represents the relative raégioal senescence while the intercept is the
logarithm of apical senescence at the inoculatie.dStatistical analyses were performed on
these two parameters as well as on aawlata.

Results

First STB symptoms were recorded 24 days afteruladion (405 °Cd). Senescent areas were
assessed until 74 days after inoculation (1323 .°6djne leaves still showed distinguishable
senescent areas until 1244 °Cd, but senescent are@ed much before in most of cases,
thus impairing any visual discrimination betweda sa and aa symptoms (Figure 2-2).
Therefore averaged results per treatments are rniegsén the current paper at 1003 °Cd,
using raw data still available for 36 plants. Egtiations were obtained, as later described,
from fitting of symptoms in the 28 other cases.Saahoice could however bias the results,
as the 16 plants inoculated with the less aggressolate4 were sampled earlier, at 768 °Cd
or 932 °Cd, before any STB symptoms appeared omwtbeesistant cultivars Caphorn and
Koréli. Those plants were considered as fully S€Bigtant although it can not be excluded
thatsawould have extend later.

}

405 °Cd
§12°Cd
636 °Cd
768 °Cd
932 °Cd
1003°Cd
1058°Cd
1153°Cd

Senescence merging with septoria symptoms

l:> Stopping assessment

100, |~ senescence
op) (22 Symptoms i

Apical senescence area
aa evolution

o ——

1] 200 400 BOO 800 1000 1200
time ("Cj post-inoculation)

Inoculated area
sa evolution

% sénescence | % septoria

Figure 2-2: Evolutions de la sénescence a I'apex (aa) et auleda zone inoculée (sa) d'une feuille
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1. Diffuse senescence

The da symptoms grew by exponential waves that stoppednwéwapping treatments

occurred. They reached a maximum of 11 cm?, ab8%i &f total leaf blade, but they were
generally much lower, in average 1.8 and 2.3 cntbimtrol and inoculated plant (5% and 6%
of total area, respectively) with very large vadatbetween and within treatments (Figure
2-3).
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Figure 2-3 Box plots for area of diffuse senescence (da) fhasrd corresponding AUDPC (drfiCd)

by control (A,C) and inoculated plants (B,D) at 300d, for each cultivar (A:Apache, C:Caphorn, K:
Koréli, S: Soissons) .The various isolates are poaip.

Box plots draw the range between first and thirdrtle. Medians are reported as thick lines and
minimum and maximum recorded values as open circles

Box plots draw the range between first and thirartjie. Medians are reported as thick line and
extreme recorded values as open circles.

After log-transformation, two-way ANOVA on botta level and AUDPC at 1003 °Cd
suggested that Apache was less affected and Seissore affected (p <19 than Caphorn
and Koréli. The difference between isolates wassigntificant (p > 5%). The area of diffuse
senescencda were significantly lower in control plants (p <30 The effect of inoculation
was confirmed by paired sample comparison betwaenulated and control shoot within
each single plant (p <1{. Diffuse senescence was significantly higherhe tnoculated
plants, but it was also observed in control. Moexaa never bore any pycnidia, therefore it
cannot be considered only as a STB sub-symptonitdeswas higher on inoculated plants.
2. Senescence around inoculated area

Except Caphorn and Koréli plants inoculated by sdlate, almost all inoculated plants
eventually exhibited STB symptoms around their ulaton zone. At 405 °Cd, the first
assessed date, one half of the plants were alidiadgsed, yet with large variations between
and within treatments (p <D At this stage, resistant Caphorn and Koréligierage 0.03
cmzi.e. 0.1% of total leaf area) on the one hand alreaiffgerdntiated from susceptible
Apache and Soissons (0.30 cne? 0.8% of total leaf area) on the other hand, wtihike less
virulent i4 isolate led to smallsa (0.01 cm?) than undifferentiated i1, i2 and i2@0Ocm?).
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Figure 2-4 Box plots for senescence area around inoculatioresa) in crh(A) and corresponding
AUDPC (dmi °Cd) (B), at 1003°Cd, for each cultivar (A: Apach@: Caphorn, K: Koréli, S:
Soissons). The various isolates are pooled up.
Box plots draw the range between first and thirdrtle. Medians are reported as thick lines and
extreme recorded values as open circles

At 1003 °Cd, including plants where STB did not elep, sareached an average of 3.1 cm?
(7.5% of total leaf blade), and whea and aa merged, a maximursa level at 24% was
recorded. Data fosa were homoscedastic, permitting the use of Kru$Kalls test without

log-transformation. Statistical analyzes on bedlevel (Figure 2-4A) and AUDPC (Figure 2-
4B) at 1003 °Cd essentially confirmed what was olesg at 405 °Cd. Caphorn and Koréli
were more resistant than Apache and Soissons (jf)<tile the effect of STB isolate (p
<10 could be explained by the lower virulencei#f The senescent symptorda andsa

were then of the same magnitude, but they werecoatlated (r2 = 0.00; p>5%). The

AUDPC of diffuse area was not accepted as a cdeaf@a > 5%), suggestinga was not

affected byda.
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Figure 2-5 Data for senescence area around inoculation zorm®. (8: evolution of sa by four

individual plants (cv. Soissons; i2 isolate) andresponding logistic fitting. Time is expressed as
thermal time (accumulated degree days from inomiabase 0 °C). B, C, D: Box plots of logistic

parameters (M: disease plateau, r: disease initehtive rate, T: time at inflexion point) for each

cultivar (A: Apache, C: Caphorn, K: Koréli, S: Seims) .The various isolates are pooled up.

Box plots draw the range between first and thirdrtle. Medians are reported as thick lines and
extreme recorded values as open circles
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Figure 2-5A illustrates thesa kinetics of the four replications obtained for theltivar
Soissons inoculated with i2 isolate. Despite lavgeiation in earliness and severity, the
overall evolution ofsa with time followed the ascending part of a sigmthdt justifies the
fitting of a logistic function to individual leafada sets. Parameters obtained for the fitting
were then statistically compared.

When the varying senescent zones mergadhad extended beyond the 3-4 cm?2 initially
inoculated, but it accounted for only about twadhof the asymptotic plateau M, which was
actually never reached (Figure 2-5B). NeverthethesM magnitude stayed realistic (from 8
to 20 % of total leaf area), and moreover M, unlikend T, was significantly correlatedga
AUDPC (r2 = 0.47), suggesting it was adequatebgdit Two-way ANOVA on M underlined
the lower resistance of Soissons, as comparedpbdta (p <5%) and the lower virulence of
i4 as compared td i2 and i3 (p <1d), while no interaction was characterized (p >5%er
parameter, initial relative rate ef was very variable due to Koréli behavior (Fig@r&C):
either no STB symptom occurred (and thhewas estimated null) osa extend much more
rapidly (median 18-19°Cd") than in other cultivars, which did not differ &iger (median
7-10% °Cd*; p >5%). No significant effect of isolate was ohsel on r (p >5%). Lastly the
inflexion time T (Figure 2-5D) was not defined fibre 11 inoculated plants which did not
exhibit STB. In all other casesa could be properly assessed until T was bypassexpée
some early sampled plants; T was then accuratébdfito values around 80 °Cd before
senescent area merged. Two-way ANOVA on T suggebkdSTB extend 200 °Cd later in
Koréli than in Apache; however the difference wasdly significant (p <5%). No significant
difference was assigned to isolates (p >5%), wiéiective data sets did not allow to test if
there was an interaction between the cultivar &edigolate on this parameter. As a whole,
thesaassessments confirmed aggressiveness and resisiaacgiven in Table 1.

3. Apical senescence

At 405 °Cd, the first assessed date, apical senesce&as clearly started, more in Apache,
with aa covering in average 3.5 cm? (8.6% of total le&ayy and less in Caphorn (0.7 cmz?;
1.5% of total leaf area) (data not shown). Thidicat effect was very highly significant (p
<10, while inoculated leaves were significantly msenescent than control ones (p <1%),
yet without effect of isolate (p >5%). The higlarat 405 °Cd of inoculated shoots was also
observed by paired comparison of the inoculated tiwedcontrol shoot in every plant (p
<0.1%).

At 1003 °Cd,aa reached an average of 9.5 and 14.5 cm? in coatrdl inoculated plant,
respectively (23% and 35% of total area), and there than three folda + sa Bothaa raw
data and AUDPC showed that apical senescence wasadwanced in Apache than in other
cultivars (Figure 2-6). ANOVA confirmed this culév effect in both cases (p <}0and it
also indicated that inoculated plants exhibited evaa (p <0.1%), what was also confirmed
by paired comparison (p <0.1%). Besides, isolatesevmot found to affect differently either
aa raw data orma AUDPC (p >5%) and no interaction was detected betwcultivar and
inoculation effects (p >5%). The AUDPC of diffuseea was accepted as a covariate (p <
1%), thus confirming inoculation promoted bath andaa. However analysis of covariance
led to the same conclusion than ANOVA: apical seeese was more advanced in Apache
than in other cultivars (p <1 and inoculated plants exhibited maaa (p <0.1%) yet
without difference between isolates (p > 5%). Asoaclusion, apical senescence was clearly
more advanced in inoculated shoots at least frobn°@@. Nevertheless, the largavariation
observed in experiment did not led to variatiomjiical senescence.
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Figure 2-6: Box plots for area of apical senescence (aa) i and corresponding AUDPC
at 1003°Cd (drffCd) by control (A,C) and inoculated plants (BfB)each cultivar (A: Apache,
C: Caphorn, Koréli, S: Soissons) .The various isdaare pooled up.

Box plots draw the range between first and thirdrile. Medians are reported as thick lines
and extreme recorded values as open circles
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Figure 2.7 Rapport des sénescences apicales entre brin inatulémoin correspondant selon la

seveérité a differentes dates apres inoculation: 768 (A), 932°Cd (B), 1058 °Cd (C) et 1153 °Cd
(D).

Chaque point représente un couple inoculé/témods. lirins de séveérité inférieure a 0,5% ont été
exclus. Les symboles représentent les variétéséd@dnds Apache, carrés Caphorn, triangles Koréli,
étoiles Soissons) et les couleurs les isolats pi@ese (i1 bleu foncé, i2 rose, i3 vert, i4 btzair).
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Apical senescence in diseased relative to contalds was plotted against septoria severity
(% total leaf area), date by date for various aswests (Figure 2-7). The correlation was
hardly found significant, further more only at 1153d (r? = 0,17; p < 5%). It could be
analyzed either as an absence of relation betwaeang @, or as a too large variability
between and within cultivar x isolate interactiopsgventing any significant correlation to
show up. Thereafter another way is proposed toacherize a possible effect sdonaa.

The four replicates obtained for Soissons are draither for control (Figure 2-8A) or for
inoculated with i2 isolates (Figure 2-8B). Befots mergence withsa the aa kinetics
followed an exponential pathway and then data wegeransformed and linearly related to
time. The effects of cultivar and isolate on sl@pgure 2-8C and 2-8D) and intercept (Figure
2-8E and 2-8F) of this relationship were then statally analyzed.
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Figure 2-8 A, B: Evolution of apical senescence (aa) and gponding exponential fitting by four
control plants (A) and four i2 inoculated plants. Soissons (B). Time is expressed as thermal time
(accumulated degree days from inoculation base)0CCD, E, F Box plots of aa logistic parameters
(relative growth rate and area at inoculation datey each cultivar (A: Apache, C: Caphorn, K:
Koréli, S: Soissons) in control (C, E) and inoceld{D, F) plants.The various isolates are pooled up
Box plots draw the range between first and thirdrtle. Medians are reported as thick lines and
extreme recorded values as open circles
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Intercept was found to vary significantly with theltivar (p <10%). Hence, intercept can be
regarded as the logarithm of the apical senescbyndbe inoculation day, which was thus
more advanced by Apache scoring an average valded4oéind 0.7 cm? in inoculated and
control plants, and less in Caphorn (0.13 and @3 respectively). Despite the effect of
inoculation was clear (p <0.1%), that of the iselatas not significant at 5% level, and no
interaction was found between cultivar and inogata{p >5%). Paired comparison between
inoculated and control shoots confirms that interde lower in control shoots (p <fp
Hence, apical senescence would then already difeveen inoculated and control shoots at
the time of inoculation. The slope of regressiors @waneasurement of the relative rataaf

A significant effect of cultivar (p <If) on the slope was found, with apical senescence
proceeding more slowly in Apache and more quicklyGaphorn (in average 2.7-1@s.
5.0-10° °Cd*, respectively). However, no effect of the inocidat(p >5%) nor interaction
between the two factors (p >5%) was found. Pairechparison between inoculated and
control shoots did not likewise show any senescetmeleration in inoculated shoots (p
>5%). Lastly neither the AUDPC dafa, nor that ofsa were accepted as covariates for the
relative rate oha (p > 5%), suggesting it was not affected eithedayr sa.

Altogether, these results strongly showed that epsenescence was not accelerated by
diseases between 405 °Cd and 1003 °Cd. The haghtvel in inoculated as compared to
control plants throughout the experiment deriveaimfra difference already observed at
405°Cd and likely present since inoculation day.

Discussion

The present study assessed the effect of a restriiteased leaf area (maximum 3-4 cm?) on
apical leaf senescence. It involved a range of wicedtivars varying according to their
susceptibility towards STB, the flag leaves of whwere inoculated with STB isolates
differing by their agressiveness towards the chasgivars.

Symptoms kinetics were in the same magnitude therset observed in the field with
senescence rates ranging from 1£.10d” to 35-1¢° °Cd*, as in Bancaét al. (2007), andsa
plateau ranging from 2% to 90%, as in Lowdllal. (2004). This contrasted to some previous
studies where STB was inoculated to induce a massid rapid disease development. In our
work for instance, inoculum concentration was ajdso a concentration 18pores /mL,
then 1000 folds lower than that used by Robert 3200ut close to that usually observed in
natural conditions (Lovekt al, 1997). While disease severity is usually posiyiverrelated
with inoculum concentration at a given assessmemtpShearer, 1978; Chunget al,
2001), increased inoculum concentration makes symgtto evolve either faster or earlier.
The median of fittega plateau in our work was 11% of whole blade ardagn@as severity
up to 100% were reported in the literature. Suokelke are possible only when apical
senescence is negligiblege. when disease develops early after inoculatiorm. iRstance,
Magboulet al. (1992) reported symptoms that appeared aroundags after inoculation at
20°C (200 °Cd) and inflexion time occurred ten déter, twice earlier than that reported
here. Logistic fitting reported by Magboeit al. (1992) also suggested a relative rate for STB
around 20-16 °Cd*, twice more rapidly than the median of our datathle present study, as
plant were not overwhelmed by sudden disease, ngrgsistance mechanisms differentiated.
The relative rate fosa was reduced in the case of cv. Caphorn, in otherdsvdisease
developed more slowly in this cultivar. This wag trae for cv. Koréli, for which the higher
relative rate was compensated by a later inflexioie; disease developed rapidly, but late. In
both Caphorn and Koréli part of plants failed te@lep anysasymptoms, then resistance not
only involved disease development but also probaulyer the triggering of necrotrophic
phase or the success of initial infection. The$ferdinces in the ways plant resist as well as in
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the virulence of STB isolates enhanced in our t¢hsevariability in the ratio between STB
and natural senescence,sasAUDPC was one third oha AUDPC by susceptible Soissons
vs 2.7% only by resistant Koréli.

At first glance, the level of apical senescence wmaseased in inoculated plants. However
this aa increase was never related to the varygadevels or AUDPC obtained by resistance
or virulence tested. Moreover it was recorded fthmfirst assessment and exponential fitting
of aa suggested control and inoculated already diffésed by the day of inoculation. An
experimental bias should be suspected; for instédmeanoculation treatmenger secould
have triggered an earlier senescence, as contoottshvere not bagged for three days. An
alternative hypothesis is that inoculation was Uimvgly performed on main shoot rather than
on associated tiller: main shoot are older thdertdnd could senesce earlier. In any case, fit
extrapolation suggested tlaa level was higher in inoculated shoots by less thanm? in
average the day of inoculation, which could explawas not experimentally noticed when
leaves were selected.

Altogether, our results suggested that the rataméal senescence was not affected by
disease. Apical senescence however is the waydeaawneobilize N to fill the grains. Absence
of variation inaa kinetics then suggests STB would at first notuefice the rate of N
remobilization. This result can be related to asjgneés work of Ben Slimanet al. (2009); by
cutting 2% and & leaf blades, plants were starved from 21% of Nveéoremobilized. As a
consequence, rate of grain N filling was immediatedduced by the same extent while
neither senescence nor N remobilization of untcedgaves was affected. On the other hand,
the opposite experiment that consisted in a complerkening of ¥ and &' leaf blades
results in sudden release of their N content tqothet, hardly modified N remobilization and
senescence of untreated leaves. Overall, it styosggested that the current rate of apical
senescence was not modified when change in N &ildyaoccurred somewhere in plant. It
could thus be hypothesized that in diseased plgnatis N filling would proceed unchanged
until aa andsamerge. At this later step only would grain fillisgddenly drop because N in
sais likely unavailable for grain. In diseased lesaehigh N content is frequently found at
harvest, suggesting late N blockage in tissues &yyndiseases (Garet al, 1996; Bancaét

al., 2008).

In an attempt to separate the components of indseedscence in the case of STB, this work
only considered the effects of the disease on #te of apical senescene&. However
senescence around the inoculation zemdikely mixes necrotic area beside the pycnidia a
induced senescence developing all around, which emglain whysa extended beyond the
inoculated 2 cm2. Previous works that mention are¢td or anticipated senescence because
of disease usually considered plants where apaascence remains negligible; it can thus
be supposed that by induced senescence authors lmeannot apical senescence. Magboul
et al. (1992) varied disease development through theitond of inoculation and found a
high correlation between the increased rates of S&\Rrity and that of inducedd. local)
senescence. By opposition Keraa al. (1996), inoculating 50 STB isolates to 23 plant
genotypes realized a cluster analysis for both oj@rand necrotic areas (likely necrotic area
and local induced senescence), and concluded ttahte of these two areas were not
correlated. Providing we properly identified anthted the different diseased areas in these
two papers, the discrepancy between their findmgy come from the way a disease range
was obtained, genetic variations in the one handy@mental variations on the other hand.
It suggests necrotic area and local induced senescelight not respond to the same
determinism (Kemat al, 1996). For instance, the effect of fungus toxiaald interact with

a plant hypersensitive response (HR) like that attarized with varying pathogen (But

al., 1998; Pontieret al, 1999). Not to mention that HR shares common featwith
senescence such as regulatory or signal transduygdithways and specific genes involved in
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the two processes (Budt al, 1998; Glazebrook, 2005; Obregat al, 2001; Robert-
Seilaniantzet al, 2007). Hence, it could be considered itself derm of local senescence
that limits disease expansion. Other studies, hewdave mentioned HR-like cell death as a
feature of disease susceptibility that may fad#itplant infection by various necrotrophic
pathogens (Govrin and Levine, 2000; van Baadenl, 2004), including STRKeon et al,
2007). On the other hand, the effect of toxins wlearacterized in pathosystems that involve
necrotrophs likeBotrytis elliptica /lily (van Baarlenet al, 2004), orAlternaria alternate/
tomato (Wanget al, 1996), orCochliobolus Victoriad oat (Navarre et Wolpert, 1999). In
these interactions, symptoms of senescence suchhlasophyll degradation or DNA
laddering, typical symptom of apoptosis, were dettcas a consequence of the specific
toxins secretion. Currently, to our knowledge, nblgshed work is available in the case of
STB tritici, although the possibility of toxins involvement tgp&in cell death has been
suggested previously (She#tyal, 2003; 2007; Kema, personal communication, 2010).

Conclusion and perspectives

Under our experimental conditions STB did not ireluen acceleration of the apical
senescence. The discrepancy of our results withiqure works could be attributed firstly to
the inoculation method, leading to moderate seyvemitd disease kinetics close to that
observed in the field, and overall to the defimtiof induced senescence which previously
mixed up symptoms, apical and local senescenceriBismating between necrotic symptoms,
and senescence induced all around was not assessbis study, partly because of the
difficulty of defining the boundaries of sporulajimreas. Thus, working on local senescence
needs further investigations. Developing a imagayais program would allow separating as
precisely as possible the pycnidia area from tmeameing diseased surface. The diseased
surface could be considered on the basis of pyanaiverage (density, number). A
complementary way would be to quantify the fungysgPCR, as it was recently shown to
correlate to area covered with pycnidia (Gial, 2006, 2007; Rohe#t al, 2002). If this is
achieved, our results hold the promise of an eanigdeling of the GLA loss induced by
foliar diseases, which is a key point in the manghf either yield or protein quality losses.
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Chapitre 3

Effets de la dose et de la date des fertilisations azotées sur les
cinétiques de la septoriose foliaire (  Mycosphaerella graminicola) et
de la sénescence apicale du blé d’hiver ( Triticum aestivum) en

conditions naturelles

Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons traitéefiet’de la septoriose sur la cinétique de la
sénescence apicale suite a une inoculation loeaksg# 2 cm2. Nous avions travaillé en
conditions contrblées en serre, et en combinant giemtypes de blé et des isolats de
septoriose différents. Dans cette partie, nousaltcavailler dans des conditions naturelles en
combinant une seule variété sensible a la sepwi(iBsissons), et des conduites agricoles
différentes. Nous considérerons d’'une part deséépies naturelles de septoriose sur deux
années consécutives (2008, 2009), et d’autre martirdbculations artificielles effectuées en
2009. Dans les deux cas, on étudiera les deuxdslipérieures de la plante responsables de
50 a 75 % de l'assimilation nette en carbone penidgaremplissage et de 25 a 55 % de la
remobilisation azotée pendant la méme période @anommunication personnelle).

Notre intérét pour les conduites agricoles décaldel’effet de la fertilisation azotée sur
I'extension du feuillage, ainsi que sur la tenear azote (N) foliaire. En effet ces deux
parametres sont soupg¢onnés de jouer sur le déwstapp des maladies foliaires (Walters et
Bingham, 2007).

L’extension du feuillage par la fertilisation corida des couverts plus denses, mais avec
deux conséquences opposees sur le développemennhaladies foliaires (Lovelket al,
1997). D’abord la densité foliaire facilite le caot entre feuilles ce qui favorise donc la
contamination. En revanche la densité foliairea@ng la fermeture du couvert végétal ce qui
diminue la pénétration et I'énergie cinétique desttes de pluie réduisant ainsi la dispersion
par splashing. D’autres auteurs ont mis en évidémapact microclimatique de la fermeture
du couvert (Savargt al, 1995). Dans un couvert dense, le développemepathogéne est
favorisé par 'augmentation de la durée d’humeatates feuilles qui facilite la germination
des spores; par contre la température est diminaégui prolonge la période de latence.
D’aprés Simoret al. (2003), I'effet de la fertilisation dépend desazéristiques variétales,
des pratigues agronomiques et des conditions d¢tjoed. La fertilisation favorise le
développement de la septoriose dans les conditbmatiques propices a la maladie. Un
effet similaire avait été observé dans le cas deefgtoriose des glumes (Tiedemagiral,
1995). Par contre Tompkiret al. (1993) ont trouvé que la sévérité de la septoraaggmente
avec les faibles fertilisations azotées: dans &msai sous semis direct, les couverts étaient
moins développés et plus sensibles a la maladielgoue le cas des semis conventionnels.

Par ailleurs, la feuille sert de substrat poulifi@ntation du champignon. Chez les biotrophes
(oidium, rouille brune), quand les tissus foliaismmt riches en N, la période de latence est
raccourcie, et la sporulation est augmentée (Tiaterst al, 1995). van den Bergt al.
(2008) ont mis en évidence, dans le cas du pattesagsrouille/Holcus lanacusque la forte
disponibilité en N entraine une apparition précdeela maladie ainsi qu’'une vitesse plus
élevée du développement du pathogene. Pour leotraggnes ou hémibiotrophes, une
augmentation de la fertilisation azotée augmenteeigdement la sévérité d’attaque de la
maladie telle queMagnaporthe grisedTalukderet al, 2005) etSeptoria tritici (Leitch et
Jenkins, 1995; Love#t al, 1997).

Olesenet al. (2003a) ont comparé les deux effets majeurs dertdigation azotée sur le
développement de la maladie. La sévérité de I'oidail de la septoriose augmentait avec la
fertilisation azotée d’abord en raison de l'acserment de la teneur en N foliaire a
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I'’émergence de la feuille drapeau (Olestral, 2003b). Des corrélations positives existaient
aussi entre la sévérité de la maladie et la tdillecouvert, mais elles étaient faibles ce qui
suggere que dans ce cas, la teneur en N foliaaiegtis importante pour le développement
de la maladie que la taille du couvert. Quelquesled se sont aussi intéressées a l'effet du
fractionnement des apports azotés sur le développede la maladie. Les apports précoces
favorisent la croissance du couvert tandis quelles tardifs jouent d’avantage sur la teneur
en N foliaire. Ainsi, Olesest al. (2003b) ont montré qu’a I'échelle de la planteséaérité de

la septoriosget plus encore celle de I'oidium, était d’autaluspélevée que la fertilisation se
faisait t6t. Par contre Leitch et Jenkins (1995)nmh’pas trouvé d'effet de la date de la
fertilisation sur la sévérité de la septoriose est{loraison.

Ces résultats apparaissent un peu contradictoin@slg septoriose des feuilles, et nous avons
entrepris de tester I'effet de la dose et de la dat fertilisations azotées sur les cinétiques de
la septoriose et de la sénescence apicale. L'artenes couverts et la teneur en N foliaire
ont été caractérisées, tandis que l'inoculatioificielle permettait de distinguer les effets de
la conduite agricole sur l'infection de ceux surdieveloppement de la maladie. Cette série
d’expérimentation nous a aussi permis d'étendgatame de sévérité de septoriose analysée
pour son effet sur la sénescence apicale.

Matériels et méthodes

1. Matériels
a. Les plantes

L’expérimentation a impliqué une seule variété etbndre, Soissons, qui a été utilisée dans
I'expérimentation en serre de 2009. C’est une t@rgi a eu un grand succes mais est a
présent dépassée (inscription en 1988); elle sacaise par un nombre élevé de talles et
d'épis mais des grains plutot petits. Selon du @imeyt Moris (2010), elle répond aux
criteres suivants:

Criteres Note CTPS modifiée Arvalis
Aptitude au Semis précoce 4 intermédiaire
Alternativité 3 Hiver

Précocité Epiaison 7 Precoce

Précocité Montaison 4 Tardive

Teneur Protéique 5,5 Assez elevée
Sensibilité R. brune 2 Tres sensible
Sensibilité R. jaune 6 Modérément résistante
SensibilitéS. nodorum 5 Moyenne

SensibilitéS. tritici 5 Moyenne

b. Les champignons

En 2008 comme en 2009 un témoin recevant une pledeerture fongicide (UNIX +
INPUT PACK 0.8+0.8 kg /ha) était comparé a des telamon protégées contre les maladies
foliaires tardives (UNIX seulement). En conditiaigpidémies naturelles (2008, 2009), une
ou plusieurs souches de septoriose sont impliquEgsendant des inoculations artificielles
ont été surajoutées les deux années.
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En 2008, I'inoculation utilisait la souche « Ryniselée a Grignon mais peu agressive (cette
souche correspond a l'isoli@ dans le chapitre Il) alors que I'épidémie naterélait nette, si
bien qu’on n’a pas observé de différence entrezteges inoculées et non inoculées dans la
parcelle et que seule la premiere a été étudie0BA, on a utilisé la souche « 22 » isolée a
Grignon et de forte agressivité (cette souche spmed a l'isolatil dans le chapitre II).
Comme I'épidémie naturelle était faible, les zoimexulée et non inoculée du champ étaient
trés différentes, et toutes les deux ont été canaées.

2. Dispositifs expérimentaux
a. Essais agricoles

Les deux années, la parcelle utilisée correspoadait précédent Mais, avec un reliquat azoté
faible (environ 30U) qui permettait de moduler aempént la fertilisation.

» En 2008, on a utilisé trois conduites agricoles wariaient par la densité de semis et la
répartition des fertilisations azotées (I'appotat@n engrais est identique):

Conduite Densité de Fertilisation 2°™apport 3*Mapport
agricole semis sortie d’hiver Montaison Gonflement
2008.1 514 grains/m?2 30U 90U 90U
2008.2 238 grains/m? 60 U 50U 100U
2008.3 238 grains/m?2 120 U 90U ou

Les trois conduites agricoles ont été raisonnéas ganduire aux résultats suivants
2008.1: avec une double densité et des apport®qeedaibles entraine deux carences
carbonée et azotée pendant la montaison.

2008.2: Le 8™ apport est trés important, ce qui maximise I'apson d’azote aprés la
floraison

2008.3: Le ' apport est trés important, ce qui maximise leat@l et minimise
I'absorption d’azote apreés la floraison.

» En 2009, la conduite de I'essai a due étre moddieeours de route a cause de problemes
de semis, cependant les protocoles 2008.2 et 2B@&2comparables, de méme que les
protocoles 2008.3 et 2009.3. Par contre les prtgec@008.1 et 2009.0 sont tres
différents, ce dernier se caractérisant par udgdalensité de peuplement et une carence
azotée severe maintenue tout le long du cycle.

Conduite Densité de | Fertilisation | 2°™apport 3eme 4°™ apport

agricole semis sortie d’hiver | Epi1lcm apport 2 | Gonflement
Noeuds

2009.0 179 grains/mj ou ou 55U ou

2009.2 162 grains/mj 45U 50U ou 100 U

2009.3 297 grains/ms 85U 120 U ou ou

Dans tous les cas, chaque conduite agricole gipliqaée a un seul train de semis de largeur
1,8 m et d’'une centaine de métres de longueundie é¢tait divisé dans le sens de la longueur
dont une moitié était traitée et I'autre non.
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b. Inoculation au spray en 2008

En 2008, on a procédé a une inoculation au sprag&un linéaires et 4 rangs au centre des
trains, ce qui assurait de pouvoir prélever au ;1800 plantes comparables (voir plus loin).

Apres repérage le 24 Auvril, lnoculation a étééfx au 13 Mai pour un stade de

développement prévu de Z39. En fait a cause depé&etures plus élevées que prévu, les
plantes avaient déja atteint le stade Z50.

* La souche d#l. graminicola(souche « Rym », peu agressive) a été repiquéeitas lule
pétri sur un milieu PDA (Potato Dextrose Agar),gpiacés a I'obscurité, a 20°C pendant une
semaine. Le jour de I'inoculation, l'inoculum a gigéparé en couvrant les boites de Pétri
d’eau stérile avant de les gratter au scalpel.uspansion contenant les spores a été prélevée
et ajustée & une concentration dé §Pores par mL & l'aide d’une cellule de Malassez.
L’inoculum a ensuite été conservé a 5°C jusqu’au so

» Les parcelles ont été irriguées de 5 mm la veplles de 15 mm entre 17 h et 21 h.
 Vers 19 h on a pulvérisé une premiere fois a I'paur refroidir les feuilles car la
température était assez élevée: Tmax = 26,1 °Geabkdp station météorologique.

e L’inoculation a eu lieu de 19 a 21 h par 2 persgne® vis a vis par train en pulvérisant
1,5 L, soit 1,2.10spores par m2 (on avait ajouté du tween & I'inocud la dose de 1%o)

» Les trois jours suivants, on a pulvérisé de l'eang ©h, 11h, 17h, 19h et irrigué le soir.

c. Inoculation au pinceau en 2009

En 2009, les traitements expérimentaux combinarert seulement les trois conduites
agricoles mais aussi deux étages foliaires: ldléedrapeau (F1) et celle au dessous (F2). On
a pratiqué deux types d’inoculation (sur la modee la feuille, en pleine ou demi-largeur a
partir de 2 cm de la ligule), avec 30 répétitiormimpchaque traitement. Les F2 ont été
inoculées les 11 et 12 Mai (Z39) et les F1 le 18 (4&0). Les plantes étaient sélectionnées
visuellement le jour de I'inoculation en excluaes Iplantes trop petites ou trop grandes. Le
suivi n'a été réalisé, par la suite, que sur latidales répétitions choisies d’apres la taille de
I'épi et la réussite de I'inoculation. La longuenoyenne des F1 et des F2 avait préalablement
éte déterminée pour chaque conduite agricole, ebtee inoculée ajustée pour couvrir la
moitié inférieure de la feuille (Table&kd).

Tableau 3-1:Caractéristiques des feuilles inoculées en 2009

Longueur des limbes Zone inoculée
2009.0 Feuille F2 15,0 +1,6 cm de 2 a7 cm de la ligule
2009.2 Feuille F2 22,6 +2,5cm de 2 210 cm de la ligule
2009.3 Feuille F2 26,6 £1,6 cm de 2 a 12 cm de la ligule
2009.0 Feuille F1 9,4+1,7cm de 2 a5 cmde laligule
2009.2 Feuille F1 15,0+2,6 cm de 2a7,5cmde laligule
2009.3 Feuille F1 17,0 £3,2cm de 2a7,5cmde laligule

L’inoculum a été cultivé comme en 2008, sauf gwg’hgissait de la souche « 22 » plus
agressive. L'inoculation a été réalisée au pincéda,dose de £Gpores par mL, en demi ou
en pleine largeur, sur la longueur sélectionnéenméguée au feutre fin. Les feuilles
inoculées ont ensuite été ensachées pendant 7@sh&lon la méthode mise au point par F.
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Suffert en 2007. La feuille repliée avec la facecuiée vers l'intérieur était recouverte par un
sachet transparent en polyéthyléne humidifié pamisation afin de maintenir I'humectation
nécessaire a l'infection. Pendant les trois jovesshchage, les plantes étaient couvertes par
une bache contre les pluies. Dans le cas desdguiliapeau, on a aussi installé un filet
d’ombrage réduisant la lumiére de 20% en raison @lusoleillement élevé pendant ces trois
jours.

D’autre part le 22 Mai, une pulvérisation agricdke fongicide a été réalisée sur la parcelle.
On a donc protégé la zone inoculée en appliqguabédhe plastigue. Malheureusement cette
opération s’est effectuée en plein soleil et a emdagé de nombreuses feuilles F1, ce dont il
faudra tenir compte méme si on a exclu de I'anatgsées les plantes présentant clairement
un probléme.

3. Suivi de la sénescence foliaire

a. Plantes inoculées en 2009

Dans ce cas le suivi a été réalisé de maniere asimuttive sur un nombre limité de plantes
par parcelle. L'apparition des chloroses a étéisunsuellement, et dés lors, les plantes
présentant ces chloroses ont été tagguées afire gdéises en photos quand les premieres
nécroses ont commenceé a apparaitre. Les datesaditamp des chloroses et des nécroses ont
été notées plante a plante. L’évolution des sympteat de la sénescence apicale a été suivie
par prise de photos (environ 1000 pixels par poagef le méme dispositif que celui utilisé
pour I'expérimentation en serre. Le suivi a ét@&fié jusqu’a ce que toutes les plantes aient
été 100% sénescentes. Malgré I'utilisation d’'umaiére blanche dans le dispositif utilisé, les
photos présentaient une dominante jaune marquéessitant un rétablissement du blanc
avec le logicielPhotoshop Elementda résolution des photos a ensuite été réduit@t
pixels par pouce qui permettait leur analyse patotgciel Assess Pour chaque photo,
'analyse d’'image a concerné la partie située elase2 traits de feutre délimitant la zone
photographiée, puis les résultats par photo ond@tgmés pour une méme feuille. Deux types
de résultats ont été obtenus: la sénescence apitales Iésions vers le bas dues a la
septoriose. Les résultats bruts ont été obtenupieels, puis convertis en émet en
pourcentage de surface totale. Pour une comparaissnfacile avec les autres plantes au
champ, les résultats seront présentés en poureediada surface totale plutbét qu'en cm?
comme dans le cas de I'expérience en serre.

b. Autres plantes

Dans ce cas, le suivi a été réalisé de maniéreudtiste par prélevements hebdomadaires de
plantes considérées comme représentatives de ideptaoyenne dans chaque conduite
agricole. A I'épiaison, un prélevement a été réadigr une surface de 0,5 m2 représentant 100
a 200 plantes selon la densité. On a sélectionméi s plantes des brins maitres dont le
poids frais était dans une fenétre de + 1g paradpla moyenne de la placette. La longueur
de I'épi de ces brins moyens a été caractérisparda suite et jusqu’a la maturité 15 brins ont
été sélectionnés chaque semaine en se basant somglzeur de leur épi. En 2009, on
procédait aussi a un prélévement hebdomadaire3&en@® pour contréler le nombre de brins.
Les deux années, les 15 brins sélectionnés omligtéqués, et leurs limbes classés par étage
scan a été réalisé sur fond bleu, au format Tiffceuleurs brutes et a une résolution de 300
pixels par pouce. Les lésions observées vers lae bides feuilles correspondaient
majoritairement a de la septoriose, cependant gaslgas étaient douteux; de plus I'apex de
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nombreuses feuilles était mécaniquement endommaigéri sélectif a donc été réalise
posteriori sur les scans afin de n'utiliser que des feuilegtoriées avec leur pointe intacte.
Tout comme dans le cas des plantes inoculées éh P&@lution de la sénescence apicale et
des symptomes de septoriose chez les plantes mataddé suivie jusqu’a ce qu'ils se
mélangent. Les feuilles étaient de longueur treémbke et de plus elles changeaient a chaque
date puisque le prélévement était destructif, @sgmtera donc les résultats en pourcentage de
la surface totale plutét qu’en cm?

4. Traitement des données et analyses statistiques
a. Cinétiques de sénescence

Le type de cinétique suivi par chaque sénescer@té wérifieé dans chaque cas; cependant le
modéle observé au cours de I'expérimentation ere §@€nescence apicale exponentielle,
sénescence autour de la zone inoculée logistiqaepas toujours été retrouve, et donc le

paramétrage des courbes de sénescence sera diadléa partie résultat. Dans la plupart des
cas, les dates de suivi ont été exprimées en dggnésapres floraison (djA), mais dans le cas
de I'essai inoculé en 2009, certains paramétresgpelaussi étre rapportés en degrés jours
apres inoculation (djl).

b. Analyses de variance

Les données correspondant a des cinétiques expalfentont été transformées par une
fonction logarithmique afin d’exprimer les résudtagn utilisant la régression linéaire. La
pente représente le taux de la sénescence, ebiioég a l'origine le logarithme de la

sénescence au temps zéro. Des ANOVA multifactesethnt été réalisées sur ces deux
paramétres pour tenir compte de I'effet de I'éthdi@ire et du mode de conduite agricole. On
a souvent testé I'ordonnée a l'origine plutdt qaesénescence initiale afin de respecter
’'homogénéité des variances. Méme dans ce cassted& Kurtosis n’était pas toujours

respecté, mais la comparaison des meédianes selogkdd#\Wallis aboutissait au méme

résultat que TANOVA.

Certaines données de maladies étaient assimilalales cinétiques logistiques

m=M/[1+e]

ou m est le pourcentage de surface malade avecaos gycnides, M est le plateau
asymptotique de la logistique, r le taux de craissainitial, et T le temps au point
d’inflexion. Ces parametres ont été ajustés sull ¥peutilisant la fonction solveur, puis des
ANOVA multifactorielles ont été réalisées commeidue ci-dessus

Résultats

A. Epidémies naturelles

Cette section compare les témoins traités en 20030@9, avec les plantes non traitées
correspondantes. En 2008, ces plantes avaientnétgllées au spray, mais sans résultat
visible. Pour chaque année, le niveau de maladie épidémie naturelle » a été caractérise, et
les effets de la conduite agricole et des traiteamfmgicides ont été testés sur les parametres
de la cinétique de maladie pour les feuilles FEZtet aussi sur les parametres de la cinétique
de la sénescence apicale. L’'analyse des plantesaitées puis inoculées au pinceau en 2009
sera traitée a part.
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1. Epidémie 2008

a. Caractérisation agronomigue des peuplementsthése

Les difféerentes conduites agricoles ont conduih@ variabilité des peuplements qui pourrait
elle-méme influer sur la réussite de I'épidémie.elWaractérisation a donc été réalisée et
reportée dans la figu1 ainsi que le tablead:2.

Tableau 3-2: ANOVA des effets des conduites agricoles (ITKesttchitements fongicides (Fon) sur
les paramétres des peuplements obtenus en 20GSthdse (NE/f nombre d’épis par i GLAL:
indice foliaire vert, SF: surface foliaire): * P 4%; **: P < 10 ***: P < 10 * NS: non significatif

(P > 5%) et caractérisation de I'effet des condsiggricoles sur les peuplements en 2008 (moyenne et
écart-types pour trois répétitions). nd = non déteré. Les différents ITK sont décrits en p.99.

------------------------------ Parametres étudiés
GLAI SFF1 SF F2 [N] F1 [N] F2

NEM®  (2im2)  (cmlbrin) (cmlbrin) - (%MS)  (%MS)
ANOVA 2 facteurs
- k%% *%k% *%k% *
ITK (2<1<3)  (1=2<3) (1=2<3) (1<2<3) NS (2=1<3)
Fon nd NS NS NS NS - (nt<t)
ITK xFon nd NS NS NS NS NS

Moyennes * écarts-type
2008.1 traités 619+32 33%+02 245+20 18B2 42+01 34+%0,1

2008.1 non tr. nd 34+03 260+18 189+05,0#40,1 3,3+0,1
2008.2 traités 571+23 41+03 26,7+09 28B3* 43+04 3801
2008.2 non tr. nd 38+03 254+14 279%+0,1,0#40,1 340,11
2008.3 traités 736+90 57+06 346+10 35 46+05 4001
2008.3 non tr. nd 55+06 326+04 34,7+02,3#402 38+0,1

La conduite des cultures entraine une teneur azi#édeuilles |égerement plus élevée sous
2008.3. Toutefois cette différence est a peineifsegive (P < 5%) et du méme ordre de
grandeur que celle observée entre les feuillegeypééks dans les zones traitées et non traitées
sous 2008.1 et 2008.3 (Figusel). Cette différence est trop précoce pour étrdbate aux
maladies (contrairement & ce qu’'on observe apr@sdpf). Il s’agit probablement d’'une
hétérogénéité de la parcelle. Il est possible galgse de cette hétérogénéité il y ait aussi eu
une différence de densité de peuplement entre tzaiée et non traitée, mais cela n'a pas été
mesuré. En tout cas, les différences de tallagea@mplétement gommeé celles de densité de
semis. Le nombre de brins épiés par m? était maxirmaus 2008.3R < 10%), alors que la
densité de semis était double sous 2008.1. L& tddk feuilles n’était pas significativement
affectée par le traitemer & 5%) mais elle était modifiée par la conduiteiage P < 10%).
Pour les deux étages foliaires la surface deslésugitait maximale sous 2008.3, tandis que la
F2 sous 2008.1 était significativement plus pejite sous 2008.2. Globalement la taille du
couvert (GLAI) variait comme celle des F1.
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Figure 3-1: Evolution de la teneur azotée des feuilles (%M3)@I8, en fonction du temps en degrés
jours apres l'anthéseX{djA). Les symboles pleins (moyenne et écart-types {yois répétitions)
indiquent les données des parcelles traitées etyawoles vides celles des parcelles non traitéess.
feuilles F1 (en haut) sont représentées par dem@les et les F2 (en bas) par des carrés. Le code
couleur est le suivant: 2008.1: vert, 2008.2: n@D08.3 rouge. Les différents ITK sont décrits p.99

L’année 2008 se caractérise ensuite par une épddimitensité moyenne avec un effet de
réduction des surfaces vertes de l'ordre de 30%ingkgrant sur toute la période de
remplissage (donnée non figurée). Toutefois ceutale distingue pas la sénescence apicale
de celle localisée autour des sites d’infectiong@en va étudier a présent.

b. Cinétigues de sénescence

Contrairement a I'expérimentation en serre, la dialae se développe pas seulement a la
base de la feuille. Donc les zones sénescentesmepas aussi bien séparées; d’ailleurs la
maladie peut se développer en plusieurs zonesugigrineront avec la sénescence apicale a
des moments distincts. Le résultat de cette obBervavalable pour toutes les
expérimentations au champ, est que le dernier pailide (ou les zones sénescentes sont
clairement séparables) arrive relativement tot largant que la feuille soit 100% sénescente.
En 2008, le dernier point valide arrivait entre 321576 djA selon I'étage foliaire et les
traitements. La surface sénescente totale repsésdatijours moins de 70%, et dans la
plupart des cas moins de 30% (Fig@®&). Il n'est donc pas trés surprenant qu’aucune
relation entre surface malade et sénescence apid@eerge clairement de ces données
brutes.
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Figure 3-2: Surface malade et sénescence apicale au derniat palide en 2008. Les symboles sont
comme pour la figure 1. La droite correspondanD&oc/de surface sénescente a été indiquée.

Pour utiliser au mieux l'information qu’on avaitp @ recherché un ajustement pour les deux
types de sénescence observés. La premiere questsanposer était quel pouvait étre le
meilleur ajustement. Le tableau 3-3 rapporte lesiltéts obtenus en ajustant toutes les
données de chaque modalité expérimentale a difEg@qguations mathématiques.

Tableau 3-3: Ajustement des surfaces sénescentes en 2008 pge &thaire (F1 et F2), par
traitement fongicide et par conduite agricole. Ddyges de modeles ont été testés pour la surface
malade: soit exponentielle, soit logistique. Deypes de modéles ont été testés pour la sénescence
apicale: soit exponentielle, soit constante puipomentielle. Les coefficients de corrélatioh r
indiquent la robustesse de I'ajustement testé.tei@ue (*) indique que les trois paramétres apgst
pour ce modele font qu'’il n'est pas différent dexponentielle (modéle a deux parametres).

SdA L T coefficients de corrélation r2 ---—-

Dernier Pt Nb de Pts S. malade S. apicale

Feuilles F1 Expo Logistigue  Expo Cte/Expo
2008.1 traités 576 21 0,82 0,78 0,57 0,63
2008.1 non tr. 440 18 0,92 0,92 * 0,85 0,85*
2008.2 traités 560 21 0,82 0,82 * 0,73 0,73 *
2008.2 non tr. 423 18 0,86 0,86 * 0,68 0,68 *
2008.3 traités 560 21 0,95 0,95 * 0,70 0,70 *
2008.3 non tr. 560 18 0,98 0,98 0,78 0,78 *

Feuilles F2
2008.1 traités 576 21 0,84 0,84 * 0,68 0,94
2008.1 non tr. 440 18 0,96 0,96 0,69 0,69 *
2008.2 traités 423 19 0,69 0,69 * 0,60 0,61
2008.2 non tr. 423 16 0,94 0,93 0,88 0,97
2008.3 traités 423 18 0,83 0,84 0,84 0,82
2008.3 non tr. 321 15 0,86 0,86 0,83 0,83 *

» La surface malade a été ajustée a une logistique ltexpérience en serre, cependant en
2008 les coefficients de corrélations n’étaient peslleurs dans ce cas qu’avec une fonction
exponentielle, plus simple. De plus, dans la moités cas, les ajustements logistiques
proposaient des valeurs trés élevées pour le pdanftexion, ce qui revient a transformer la
logistique en exponentielle dans le domaine desrghtons. Enfin graphiquement, la
relation entre le temps et le logarithme de laaaafmalade était toujours clairement linéaire
(données non figurées), ce qui montre bien quelédion est exponentielle.
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» La sénescence apicale était ajustée a une expelleniins I'expérience en serre, ce qui
revient a dire que la surface concernée croit d@les lentement. Caractériser cette faible
croissance pose une difficulté dans le cas de regslestructrices, parce qu’elle risque d'étre
masquée par le bruit entre les différents échansll C’est pour cela qu’on a testé un modéle
alternatif dans lequel la sénescence apicale sendtdbord constante, puis varie
exponentiellement aprés un certain délai. Cependams la plupart des cas, non seulement
I'amélioration obtenue par ce modele plus compligegie marginale, mais surtout le délai
ajusté se place avant le début des observatiortgeif@nt dit le modéle revient a une
exponentielle simple). En fait, il n’y a que poeslIfeuilles F2 traitées sous 2008.1 que les
deux ajustements sont trés différents. Cependamideametres de I'ajustement proposeraient
alors une sénescence qui ne démarrerait qu'ap&sljd9 bien apres celle des F1 du méme
traitement, ce qui est absurde. On a donc consi€iés’agissait d’'un artefact, et conservé
le modéle exponentiel simple pour toutes les s&@mess apicales.

c. Parametres des ajustements
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Figure 3-3: Parameétres (surface a I'anthése et taux initial @eissance) obtenus par ajustements
exponentiels de la surface malade (& gauche) éa dénescence apicale (a droite) en 2008 pour la
F1 et la F2 pour chaque itinéraire technique (cBp9Moyennes et écart types pour trois répétitions

Les jeux de données ont alors été divisés en d®ishaniére a obtenir trois ajustements par
modalité expérimentale. Les parameétres des ajustsmnegponentiels ont été obtenus a partir
de la relation linéaire entre le temps et le Idbane des sénescences. Bien que le nombre de
points soit réduit (de 5 a 7) tous les ajustemehtenus restaient significatifs au niveau 5%,
et la plupart au niveau 1%. La pente des relatiogsires donne le taux de croissance de la
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surface malade™R) et de la sénescence apicdR)( A partir de I'ordonnée a l'origine, on
obtient la surface malad@%) et la sénescence apicai§yf a 'anthése (Figure 3-3).

Des analyses de variance a trois facteurs ontrpwobtenues pour chaque paramétre (Tableau
3-4). De facon prévisible, le taux de croissanceadmaladie™R était trés significativement
supérieur dans le cas des plantes non traifées {0%). Cependanf'R était loin d’étre nul
chez les plantes traitées, et on peut penser goeulgerture fongicide était insuffisante cette
année. Par contr®R n’était significativement affecté ni par les caitds agricoles, ni par
I'étage foliaire P > 5%). La surface malade a l'origifi&, était un peu plus élevée chez les
F2 (P < 10, mais son incertitude importante n’a pas perneis/oir d’effet de la conduite
agricole ou des fongicides. Ni I'étage foliaire lag fongicides n’affectaient la sénescence
apicale®S,, et son avance sous 2008.3 semble dout®uses@o). Enfin le taux de sénescence
apicale®R était plus élevé chez les FR € 1%), du moins sous 2008.3 comme lindique
I'interaction entre étage foliaire et conduite agle. Le point le plus intéressant est quéRle
était clairement plus élev® & 10°) chez les plantes malades. Ceci suggére que kdiaa
accélére la sénescence apicale.

Tableau 3-4:ANOVA multifactorielle des effets de I'étage foka(Str), des conduites agricoles (ITK)

et des traitements fongicides (Fon) sur les paragséties ajustements exponentiels des sénescences
en 2008 TS0: surface malade a 0 djAR: taux initial de croissance de la maladf§0: surface
sénescente a 0 djAR: taux initial de croissance de la sénescencead@c* P < 1%; **: P < 103

*+ P < 10 NS: non significatif (P > 5%). Les différents I'B¢nt décrits en p.99.

S. malade S. apicale
Sy Taux"R Sy Taux®R
Str ** NS NS *
ITK NS NS - NS
Fon NS el NS **
Str x ITK NS NS NS -
Str x Fon NS NS NS NS
ITK x Fon NS NS NS NS

Cet effet n’est pas considérable,®8tn’admet pas’R comme covariableP(> 5%; donnée
non présentée). Par contre, les deux taux sontifisagivement corrélés R < 1%)
quoiqu’avec un coefficient et une pente faible (F&g3-4):"R = 0,6% + 0,3°R; r2=0,21

—~ 16%
' o
T 14% | 0
S

1.2% - o™ A
8 LIN=S"
O 1.0% | ] i
o N
© 0.8% | " A
(99} AA s A
L 06% A

(]

% 0.4% - r2=0.21
|_

0.2% -

0.0% : ‘ : ‘

00% 05% 1.0% 15%  2.0%
Taux de S. malade (% dj 1)

Figure 3-4: Corrélation entre le taux de croissance de la stefanalade€'R et celui de la sénescence
apicale®’R en 2008. Chaque point correspond a une répétifi@s symboles sont comme en figure
3-1.
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En conclusion, dans le cas de I'épidémie moyenn20@8, un certain accroissement de la
sénescence apicale apparait par I'ajustement erfiehdes données. Au dernier point valide
(ou les zones sénescentes sont clairement sépgralide moyenne des ajustements
exponentiels atteint 27% et 12% de surface malade sénescence apicale chez les plantes
non traitées contre 4% et 3% respectivement posrtéenoins a la méme date. Cet
accroissement reste cependant trop faible et maipélpour étre visible sur les données brutes
(Figure3-2).

2. Epidémie 2009

a. Caractérisation agronomique des peuplemenémthése

La conduite des cultures a entrainé une différeréeesignificative ® < 10%) du peuplement
épi qui est plus dense sous 2009.3 et moins sd&@0sans effet du traitement fongicidre (
> 5%). La conduite des cultures entraine aussivaniation de la taille des feuilleP & 10%
plus grande sous 2009.3 et moins sous 2009.0. Mahsement, un effet fongicide peut
aussi étre relevéP(< 1 % sur F2P < 5% sur F1). Cette différence est trop précoag gtre
attribuée aux maladies. Il s’agit probablement d'urétérogénéité de la parcelle qui se
répercute sur le GLAL Enfin, la teneur azotée fdedlles n’était affectée ni par la conduite
des cultures, ni par les traitemerRs>(5%).

Tableau 3-5: ANOVA des effets des conduites agricoles (ITKesttchitements fongicides (Fon) sur

les paramétres des peuplements obtenus en 20GHhthdse (NE/fm nombre d’épis par i GLALI:

indice foliaire vert, SF: surface foliaire): * P 4%; **: P < 103 = P < 10 ™ NS: non significatif

(P > 5%) et caractérisation de I'effet des condsiggricoles sur les peuplements en 2009 (moyenne et

écart-types pour trois répétitions). nd = non déteré. Les différents ITK sont décrits en p.99.
------------------------------ Parameétres étudiés

GLAI SFF1 SF F2 [N] F1 [N] F2

NEMZ  (2im2)  (cmalbrin)  (cm/brin)  (%MS)  (%MS)
ANOVA 2 facteurs
*kk *k%k *k%k *k%
ITK (0<2<3)  (0<2<3) (0<2<3) (0<2<3) NS NS
Fon NS (nt<t) (nt<t) * (nt<t) NS NS
ITK x Fon NS rrk NS NS nd nd
Moyennes + écarts-type
2009.0 traités 255+14 1,1+0,0 74+04 11(8% 3,9 3,9
2009.0 non tr. 256+22 13+01 7,7+09 11B& 4,0 3.4
2009.2 traités 499+35 2601 144+10 200%& 4,2 3,3
2009.2 non tr. 479 = 31 2,701 135+£10 19M& 3,8 3,7
2009.3 traités 743+35 54+02 214+15 26088 4,1 4,0
2009.3 non tr. 698+40 46+0,2 188+04 24@5% 4,7 3,8

L’année 2009 se caractérise ensuite par des symaptpas toujours typiques de la septoriose
et une épidémie d’intensité variable avec un eféetéduction des surfaces vertes négligeable
sous 2009.0 et 2009.2, mais qui atteint environ Has 2009.3 en intégrant sur toute la
période de remplissage (donnée non figurée). Toistefe calcul ne distingue pas la
sénescence apicale de celle localisée autour ties dinfection, ce qu'on va étudier a
présent.

b. Cinétigues de sénescence

Le dernier point valide (ou les zones sénescemtesctairement séparables) arrive plus tard
gu'en 2008 (vers 600 djA), mais dans la surfacead®lest toujours faible (Figure 3-5).
Comme aucune relation entre surface malade et c&mas apicale n’émerge clairement de
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ces données brutes, on a recherché un ajustemantiegadeux types de sénescence observeés.
Le tableau 3-6 rapporte les résultats obtenus lpa@cherche du meilleur ajustement.

80%
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A 2009.2 F1
A 2009.3 F1
0 2009.0 F2
0 2009.2 F2
O 2009.3F2

60% 1m A\ Sénescence
=70%
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Figure 3-5: Surface malade et sénescence apicale au dernieit palide en 2009. Les symboles
pleins indiquent les données des parcelles traiteles symboles vides celles des parcelles non
traitées. Les feuilles F1 sont représentées partig@sgles et les F2 par des carrés. Le code cauleu
est le suivant: 2009.0: bleu, 2009.2: noir, 200808ge. Les différents ITK sont décrits en p.99. La
droite correspondant a 70% de surface sénesceété mdiquée.

Tableau 3-6: Ajustement des surfaces sénescentes en 2009 pge @haire (F1 et F2), par
traitement fongicide et par conduite agricole. Ddyges de modeles ont été testés pour la surface
malade: soit exponentielle, soit logistique. Deypes de modéles ont été testés pour la sénescence
apicale: soit exponentielle, soit constante puipomentielle. Les coefficients de corrélation r
indiquent la robustesse de 'ajustement testé.térésque (*) indique que les trois parametres aggst
pour ce modele font qu'’il n'est pas différent dexponentielle (modéle a deux parametres).

---------- coefficients de corrélation r2 ---—-

Dezrr?iJeAr Pt Nb de Pts S. malade S. apicale

Feuilles F1 Expo Logistigue  Expo Cte/Expo
2009.0 traités 598 72 0,32 0,15 0,72 0,73
2009.0 non tr. 740 82 0,62 0,50 0,74 0,77
2009.2 traités 587 73 0,42 0,39 0,45 0,55
2009.2 non tr. 587 57 0,71 0,48 0,53 0,69
2009.3 traités 587 64 0,70 0,37 0,61 0,61*
2009.3 non tr. 587 53 0,73 0,34 0,84 0,84 *

Feuilles F2
2009.0 traités 598 73 0,33 0,06 0,60 0,73
2009.0 non tr. 598 74 0,48 0,21 0,57 0,68
2009.2 traités 730 95 0,32 0,20 0,46 0,77
2009.2 non tr. 587 74 0,46 0,22 0,59 0,69
2009.3 traités 730 88 0,51 0,38 0,56 0,56
2009.3 non tr. 587 81 0,51 0,40 0,80 0,83

Les ajustements obtenus apparaissent beaucoupmités qu’en 2008, peut-étre a cause du
changement de protocole (en 2009, on a mesuré eHagille individuellement, alors qu’en
2008 on a moyenné par scan de 1 a 5 feuilles). Goliamnée précédente la surface malade
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s’ajuste plutbt a une exponentielle qu’a une logist. Par contre, les données montrent que
la sénescence apicale ne s’accroit qu’apres undéfaj sous 2009.0 et surtout sous 2009.2,
tandis que le modele exponentiel simple restefigsous 2009.3. Dans un premier temps, on
avait choisi d’appliquer le modéle exponentiel r@¢adans tous les cas pour la sénescence
apicale, mais les parameétres ajustés étaient arésnfent inter-corrélés (r2 = 0,94 entre le
logarithme d€'S, et®R), ce qui suggére un modéle trop paramétré. Oseptéra donc ici les
résultats d’ajustements exponentiels simples pawéhescence apicale. L'inter-corrélation

entre parameétres descend alors a r2 = 0,68 (elleane que r2 = 0,19 pour les surfaces
malades).

c. Paramétres des ajustements

Les données ont été réparties en trois lots deareai obtenir trois ajustements par modalité
expérimentale. Les parameétres ont été obtenusapegldtion linéaire entre le temps et le
logarithme des sénescences (Figure 3-6). Tougusegements obtenus étaient significatifs au
niveau 1%.

Des analyses de variance a trois facteurs étésééslipour chaque paramétre (Tabl@a.

Le taux de croissance de la maladBiReest significativement supérieur dans le cas thetgs
non traitées® < 10°). Cependanf’R est beaucoup plus faible qu’en 2008, et la difiée
entre traités et non traités est presque nulle 2039.3, comme lindique linteraction
ITKxFon (P < 5%). Pour la surface malade a I'anth€$ on a relevé des effets tres
significatifs de la conduite agricole et de |'étagdiaire ainsi que de leur interactio® K
10%): en fait 1a™S, était trés élevée sur la F1 sous 2009.0 et 20095 pas sous 2009.3.
L'interaction ITKxFon P < 10°) vient de ce quBS, est plus importante sous 2009.2 pour les
plantes traitées, alors que c’est I'inverse sol392) Mises ensemble ces données suggerent
que la maladie progresse moins lentement chezléages non traitées parce qliR est
moins faible sous 2009.0 et 2009.2 et parce tfieest plus importante sous 2009.3. Les
ajustements prévoient que la surface malade a B0@’dst pas tres élevée: en moyenne 2%
sur les feuilles traitées et 5% sur les feuillea maitées; c’est ce qu’on voyait déja sur les
données brutes de la figus.

La sénescence apicale a la florai$8n ne semblait pas affectée par les fongicides, mais
semble moins avancée sur les B2 < 10% et sous 2009.0P(< 1%). Ce résultat est
surprenant puisqu’on s’attendrait a une sénescpluseprécoce des vieilles feuilles et sous
carence azotée. Il pourrait étre influencé pardiircorrélation entréS, et °R. En effet on
observe une diminution d& chez les F1R < 10°% et sous 2009.2P(< 1%). Enfin°R était
plus élevé R < 1%) chez les plantes malades.

Vue le tres faible développement des maladiesstidéficile de penser qu’elles ont accéléré
la sénescence apicale. Bien que le modéle expeheaitnple sous estime la sénescence
apicale tardive par rapport aux données brutesu(€ig-5), il permet quand méme de
constater que la sénescence apicale se développevipg que les maladies. A 600 djA la
moyenne des ajustements exponentiels atteint 6%esufeuilles traitées et 13% sur les
feuilles non traitées. Il est possible que cettidince soit simplement liée a I'’hétérogénéité
des peuplements. Dans la zone traitée les planvaierd de plus grandes feuilles, il est
possible qu’elles aient viellli plus vite sans liavec la faible pression de maladie. D’ailleurs
quand on a estimé I'effet du traitement en intéglaméduction des surfaces vertes sur toute
la période de remplissage, on a obtenu une difééreggligeable sous 2009.0 et 2009.2. Sous
2009.3 la difféerence atteignait 10% mais plus pEétogénéité de la sénescence apicale que
par développement de la surface malade.
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Figure 3-6: Parameétres (surface a I'anthése et taux initial @eissance) obtenus par ajustements
exponentiels de la surface malade (& gauche) & dénescence apicale (a droite) en 2009 par strate
foliaire (F1 et F2) et par itinéraire technique (8f99). Moyennes et écart types pour trois rémétsi
pour chaque itinéraire technique.

Tableau 3-7: ANOVA multifactorielle des effets de I'étage fokaiStr), des conduites agricoles (ITK)

et des traitements fongicides (Fon) sur les paraesétles ajustements exponentiels des sénescences
en 2009 TS0: surface malade a I'anthéseR: taux initial de croissance de la maladi&Q: surface
sénescente a I'anthésiR: taux initial de croissance de la sénescencead@jc* P < 1%; **: P <

103 ¥+ P < 10 % NS: non significatif (P > 5%)

S. malade S. apicale
S, Taux"R S Taux®R
Str *% NS *k% **
ITK *kk NS * *
Fon NS * NS *
Str x ITK rkk NS NS NS
Str x Fon - NS NS NS
ITK x Fon * - NS NS

B. inoculation au champ

Cette section s’intéresse aux plantes inoculégsirmaeau dans la zone non traitée en 20009.
On pourra comparer ces plantes a leurs voisinesimmulées bien que le traitement des
images ait été tres différent. Elles ne constitiempendant pas un vrai témoin, puisque la
procédure d’inoculation pourrait influencer la s&gance par elle-méme.
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a. Données brutes

A une exception pres, les chloroses sont appamtes 240 et 450 djl, avec un effet marqué
de I'étage foliaire P < 10%, en interaction avec la conduite agricole € 10%. Sur les
feuilles F1, les chloroses étaient notées plugRét 10%) sous 2009.0 que sous 2009.3 et
étaient tres tardives sous 2009.2 (médianes a 3M.et 412 djl respectivement). Sur les
feuilles F2, le délai entre 2009.0 et 2009.2 ntéfmas significatif, les chloroses étant
significativement P < 10% plus tardives sous 2009.3 (médianes a 263, 27318tdjl
respectivement). L'apparition des nécroses éted torrélée a celle des chloroses (r2 = 0,88
en exprimant les deux dates en djl), avec une pariesignificativement distincte de B ¢
5%). Cependant le délai entre chlorose et nécraeadnstant (2 £1 jour) sur les F1 et la
plupart des F2, mais atteignait 3 +1 jour sur [Bs&us 2009.0R(< 10%).
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Figure 3-7: Sénescence totale (maladie + apicale) en pourcentigsurface totale au dernier point

valide sur les feuilles (F1 et F2) inoculées en@2(@@s ITK sont décrits en p.99). Le cadre de gauch
présente les feuilles inoculées en pleine largdid0%) et celui de droite les feuilles inoculées en
demi-largeur (50%). Représentation en Box plotriédiane est repérée par un trait gras, la boite
représente l'intervalle entre®1et 3™ quartile et les points extrémes sont figurés pes cercles.

L’inoculation a ensuite déclenché une maladie cotmée vers la base de la feuille, ce qui a
permis de suivre séparément surface malade et cgmes apicale jusqu’a un stade de
sénescence totale nettement plus avancée qu’eénéigichaturelle (Figure 3-7). Au moment
du dernier point valide (ou les zones sénescewni@sctairement séparables), la médiane des
sénescences (maladie + apicale) atteignait 60 aptafoles inoculations en pleine largeur et
40 a 60% pour les inoculations en demi-largeurséiale exception étant les feuilles F1 sous
2009.0: sur ces feuilles tres courtes, la limiteeesurface malade et sénescence apicale était
brouillée plus tot.

Comme le développement de la septoriose étaitvadable entre les plantes inoculées, le
dernier point valide a été observé entre 130 et djAQ donc a des degrés de sénescence
naturelle trés variable. La date d’inoculation étdifférente entre modalités expérimentales,
on peut aussi présenter le dernier point validdjaaprés l'inoculation (djl), ce qui réduit un
peu sa variabilité: de 380 a 760 djl. Les résuliigtd'analyse de variance sur le dernier point
valide ne changent pas avec l'unité utilisée: tbabord le mode d’inoculation n’a pas d’effet
significatif (P > 5%), et les données correspondantes ont étéupées sur la figurse-8.
Ensuite on observe un effet de la conduite desimsdtP<10°) et de I'étage foliaireR<10%).

On retrouve notamment I'arrét prématuré des obsienspour les feuilles F1 sous 2009.0,
mais aussi le fait que le dernier point interviphis tard sous 2009.2 que sous 2009.3, et sur
les feuilles F1 que sur les feuilles F2.
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Figure 3-8: Temps au denier point valide sur les feuilles (FE2 inoculées en 2009 en degrés jours
aprés anthese (djA) a gauche et en degrés jourgsapnoculation (djl) a droite. Le mode

d’'inoculation n'ayant pas d’effet significatif, l@bnnées ont été regroupées par étage foliaireaet p

itinéraire technique (cf p.99). Représentation ex Blot comme pour la figure 7

Donc bien que l'inoculation ait entrainé un déve@ement considérable de la maladie, la
variabilité des conditions au moment du derniernpoialide peut expliquer qu’aucune
relation claire n’émerge entre les données brutesuiface malade et celles de sénescence
apicale (Figure-9).
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Figure 3-9: Surface malade et sénescence apicale en pourcedtagarface totale au dernier point
valide en 2009. Les symboles pleins indiquent temées des feuilles inoculées en pleine largeur et
les symboles vides celles des feuilles inoculéeemni-largeur. Les feuilles F1 sont représentées pa
des triangles et les F2 par des carrés. Le coddetmiest le suivant: 2009.0: bleu, 2009.2: noir,
2009.3 rouge (les ITK sont décrits en p.99). Laitdroorrespondant a 90% de surface sénescente a
été indiquée.

Il faudrait reprendre cette figure pour chaque nitEl@xpérimentale de maniére a ce que
toutes les plantes soient au méme stade et aimaulées dans les mémes conditions. On
obtient alors de faibles corrélations &20,3) qui sont généralement peu significatives
(Tableau 8). Quand elles le sont, leur pente, ipesihais faible, ressemble a celle obtenue
avec I'épidémie de 2008: il faudrait un quadruplatrae la maladie pour un doublement de
la sénescence apicale.
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Tableau 3-8: Pente des relations constatées entre surface matadénescence apicale a différents
moments apres l'inoculation. On a regroupé les f@arinoculées en pleine ou demi-largeur. Le degré
de signification est indiqué comme suit: en grasligné P < 1%; en gras P < 5%; en italique P <
10%:; NS P > 10%; nd non déterminé
-------------------- Période d’'observation (djf)------------------
300-350 350-400 400-450 450-500 500-550  550-600

2009.0 Feuilles F1 NS NS NS NS 0.277 nd
2009.0 Feuilles F2 NS 0.113 NS NS 0.247 NS
2009.2 Feuilles F1 nd nd 0.154 0.172 0.353 0.077
2009.2 FeuillesF2  0.280 0.313 NS NS NS nd
2009.3 Feuilles F1 NS NS 0.151 NS NS NS
2009.3 Feuilles F2 0.224 0.316 NS NS nd nd

b. Cinétigues de sénescence

On va essayer d’aller plus loin en ajustant touess observations a des cinétiques de
sénescence. Tout d’abord, on a recherché un ajestepour les deux types de sénescence
observés. Le tablead-9 rapporte les résultats obtenus pour la rechedinemeilleur
ajustement.

Tableau 3-9: Ajustement des surfaces sénescentes apres inacukati 2009 par étage foliaire, par
conduite agricole et par mode d’inoculation. Deypds de modéles ont été testés pour la surface
malade: soit exponentielle, soit logistique. Deypes de modéles ont été testés pour la sénescence
apicale: soit exponentielle, soit constante puipamentielle. L'astérisque (*) indique que les trois
parameétres ajustés pour ce modéle font qu’il njgass$ différent de I'exponentielle (modele a deux
parametres).

---------- coefficients de corrélation r? ---—

ge(:jrjrﬁe/(rjjlgt Nb de Pts S. malade S. apicale

Feuilles F1 Expo Logistique  Expo Cte/Expo
2009.0 Inoc 100% 416/ 558 56 0.59 0.77 0.52 0.52*
2009.0 Inoc 50% 450/ 591 67 0.59 0.64 0.52 0.52
2009.2 Inoc 100% 611/764 41 0.07 0.14 0.55 0.57
2009.2 Inoc 50% 541 /693 49 0.65 0.70 0.56 0.58
2009.3 Inoc 100% 518/671 60 0.46 0.48 0.33 0.34
2009.3 Inoc 50%  439/591 49 0.76 0.90 0.61 0.61*

Feuilles F2
2009.0 Inoc 100% 400/638 71 0.46 0.65 0.44 0.44*
2009.0 Inoc 50% 431 /669 64 0.31 0.50 0.65 0.65*
2009.2 Inoc 100% 296 / 545 52 0.54 0.63 0.38 0.38*
2009.2 Inoc 50% 296 / 545 63 0.51 0.62 0.48 0.49
2009.3 Inoc 100% 210/445 51 0.68 0.70 0.63 0.63*
2009.3 Inoc 50% 347 /582 51 0.31 0.41 0.16 0.16*

Les ajustements sont plutdt meilleurs que ceuxmistewvec I'épidémie naturelle, et comme
pour I'expérience en serre, la cinétique de la dialas’adapte nettement mieux a une
logistiqgue qu’a une exponentielle. De plus, le paitinflexion "T ajusté était toujours plus
précoce, de 70 dj en moyenne, que le dernier miisérvé (donnée non présentée), ce qui
traduit un amortissement visible de la courbe. émescence apicale s’adapte correctement a
une exponentielle. Par contre l'introduction d'uélad est rejetée par I'ajustement dans la
moitié des cas, et dans l'autre il améliore a péne. On a donc retenu I'exponentielle
simple pour ajuster la sénescence apicale.
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c. Paramétres des ajustements

Les données ont ensuite été ajustées pour chadivedin (= feuille inoculée). Le probleme
est que le nombre de points valides par individidakle (de 2 a 8, avec une moyenne de 4).
Le nombre de degrés de liberté entraine une fahjeification des ajustements, voire
'impossibilité d’ajuster tous les parameétres. lamtre d’individus utilisables par modalité
expérimentale était de 13 en moyenne pour la sénescapicale et de 9 pour la surface
malade. Les ajustements obtenus présentaient ddevés (> 0,9 en moyenne), mais peu
significatifs en raison du manque de degré detkh&’est pourquoi les analyses de variances
présentées ci-dessous (Tabl&al0) ont aussi été faites en excluant les ajustesrdmnfaible
probabilité, ce qui ne changeait pas les conclssi@rajustement logistique fournit trois
paramétres: un platedM (%Stot), un taux initial’R (% dj*) et un point d’inflexiod"T. Ce
dernier pouvant étre exprimé en djA ou en djl,deax analyses de variance ont été faites.
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Figure 3-10: Paramétres obtenus par ajustement logistique deutéace malade (en haut) (plateau,
taux initial de surface malade, et temps au polintfléxion) et exponentiel de la sénescence apicale
(en bas) (sénescence apicale a 0djA et taux irdéasénescence apicale) apres inoculation en 2009.
Le mode d’inoculation n'a d’effet significatif queur le plateau de la surface malade, sinon les
données ont été regroupées par étage foliaire eftipeéraire technique. Représentation en Box plot
comme pour la figure 3-7
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> Le plateau de la logistiqueEM est le seul paramétre pour lequel I'effet du mode
d’inoculation est significatif® < 10%): les feuilles inoculées en demi-largeur ont"ivh plus
petit que celle inoculées en pleine largeur. Caggsre que la maladie ne s’est étendue que
sur une surface limitée autour de la zone inocujéejque supérieure a celle-ci. On notera
qu’au dernier point valide, la maladie avait atteinviron 85% de la valeur d¥; celui-ci
était donc déterminé avec une meilleure précisioa gour I'expérience en serre. Ni la
conduite des cultures ni I'étage foliaire ne momtré’influence sur™M. Ainsi la moindre
sénescence observée au dernier point valide (figrfepour les feuilles F1 sous 2009.0 ne
semble pas correspondre a un probleme d’inoculatioais a une maladie qui s’est
développée trop lentement par rapport a la sénescapicale. Le taux de croissance de la
maladie™R était plus élevé sur les feuilles F2< 10%) et moins sous 2009.2 que sous 2009.3
(P < 1%). Les plantes cultivées sous 2009.0 présamitain "R intermédiaire, non
significativement différent des deux autres. Edfamalyse de variance appliquée au point
d’inflexion ™T donnait les mémes résultats que celui-ci soitriex en djA ou en djl. Le
point d'inflexion se produisait plus tard sur lesifles F1 P < 10%, et cela a compensé la
différence de"R: les feuilles F1 étaient moins malades que lescFat pour cela que le
dernier point valide a été observé plus tard (FEgB). Le point d’inflexion était aussi
sensible & la conduite agricole € 10° en djA, P < 10 en djl), mais en interaction avec
I'étage foliaire P < 10%: il n'y avait pas d’effet sur les feuilles F2,rpeontre les feuilles F1
cultivées sous 2009.2 qui avaient UR plus faible, avaient aussi U plus tardif. La
maladie s’est donc développée lentement et tardinésians ce cas. Le point d’inflexion était
significativement corrélé a la date d’apparitiors aecroses (r2 = 0,60 en exprimant les deux
dates en djl), le délai entre les deux étant sicativement plus court de 25 dj sur les F2 que
sur les F1R < 10%), et de 30 dj sous 2009.3 que sous les autresuitendagricolesR < 10

. 1l n'y avait pas d'interaction entre ces face(® > 5%), tandis qu’une l'interaction Str x
Inoc (P < 5%) provenait de ce que les dates d’apparities mécroses étant un peu plus
dispersées apres inoculation en demi-largeur, sestement dans ce cas que l'effet de
I'étage foliaire devenait significatif.

Tableau 3-10: ANOVA multifactorielle des effets de I'étage faba(Str), des conduites agricoles
(ITK) et du mode d’inoculation (Inoc) sur les patnes obtenis aprés inoculation en 2009 par
I'ajustement logistique de la maladiéM: plateau de la maladi€)R: taux initial de la maladi€T:
temps au point d'inflexion en degrés jours apréthase (djA) ou en degrés jours apres inoculation
(djl) et I'ajustement exponentiel de la sénesceapieale: °S0: sénescence apicale a la floraist;
taux initial de la sénescence apicale. * P < 1%; P < 103 *** P < 10 * NS: non significatif (P >
5%)

---------- S. malade ---------- S. apicale
™ "R T (djA) T (djl) S R
Str N S *k%k *k*k *k*k *% *k%
ITK NS * *k ok NS *
Inoc *kk NS NS NS NS NS
Str x ITK NS NS hokk hokk *k NS
Str x Inoc NS NS NS NS NS NS
ITK x Inoc NS NS NS NS NS NS

» La sénescence apicale, sauf quelques cas pant;udigit tres faible a la floraison. La
médiane de&S0 était de I'ordre de 0,04% de la surface folismblable a celle des plantes
non inoculées (voir section précédente). L'anabysaariance indique qu&0 est plus petite
sur les feuilles F1R < 10%), sauf sous 2009.0 comme l'indique l'interactidn $ITK (P <
103). Enfin le taux de la sénescence apiéRlétait plus faible sur les feuilles FR2 € 10% et
sous 2009.0 que sous 20093< 1%). Les plantes cultivées sous 2009.2 présantain®R
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intermédiaire, non significativement différent désux autres. Les taulR atteints aprés
inoculation étaient beaucoup plus élevés que casxplantes non inoculés (voir section
précédente), cependant ils s’en rapprochaient giaameladie était faible (Figure 3-11).

» Le taux de croissance de la sénescence apicalelesenyeine affecté par celui de la
maladie (Figure3-11), et d’ailleurs®R n’admet pas"R comme covariable (donnée non
figurée). Cependant le taux ne caractérise pas higssune logistique qu’une exponentielle.
Si on utilise la vitesse de la maladie au poinbftéixion (Vmax ="R-"™M /4), la corrélation
reste faible, mais elle est trés hautement sigtifie (P < 10%).
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Figure 3-11: Corrélation entre la maladie et le taux exponentella sénescence apicdle apres
inoculation en 2009. La maladie est caractériséequmn taux de croissance logistique (A) ou par sa
vitesse au point d’inflexion (B). Chaque point @spond & une répétition. Les symboles sont comme
en figure 9.

Enfin, si 'on integre la réduction des surfaceste® sur toute la période de remplissage, on
constate que l'inoculation a réduit celle-ci de 2&8%5% sur les F1, de 55% a 65% sur les F2,
ce qui équivaut a une épidémie importante. Or, cerdans le cas de I'épidémie de 2008, on
ne peut exclure que la maladie accélere la sénescgpicale, mais les corrélations et les
pentes obtenues sont toujours si faibles qu’elbed souvertes par le bruit expérimental sur
les données brutes.

Discussion

L’expérimentation décrite dans ce chapitre visaitxdobjectifs: d'une part étudier I'effet des
plantes et des couverts sur leur sensibilité adkdme, et d’autre part extrapoler en extérieur
au champ les résultats obtenus en conditions déetréen serre pour des sévérités de la
septoriose plus fortes que celles générées en serre

En 2008, les différentes conduites agricoles oninfede créer une variation de la densité
foliaire d'un facteur deux, et une légére variatitenla teneur en azote foliaire. Dans les deux
cas, c'était le mode 2008.3, avec une fertilisapoécoce produisant un tallage surabondant,
qui donnait les valeurs les plus élevées. Cependitiémie n’était pas significativement
différente selon la conduite agricole, ce qui coné plutét la bibliographie concluant au peu
d’'impact de la densité foliaire (Olesehal, 2003b). L’'absence d’effet de I'étage foliaire est
plus difficile a interpréter puisqu’on ne connagspl’état physiologique des différentes
feuilles au moment ou linfection a eu lieu. En 200es différentes conduites agricoles
conduisaient a des peuplements tres différentss pas a une variation des teneurs azotées
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foliaires. Comme il n'y a pas eu dépidémie natigretette année-la, on n'a pas de
confirmation des résultats de 2008. Le développémernmaladies sur des plantes inoculées
n'est a priori pas sensible a la facilitation de I'infection pardensité foliaire. Par contre
'impact microclimatique de la structure du peupd(Savaryet al, 1995) pourrait encore
agir sur le cycle épidémique une fois I'infectiaralisée, et ce plus particulierement sur les
F2, qui sont au milieu du couvert. D’autre pary’yf avait pas d’effet de la conduite agricole
sur la teneur azotée des feuilles cette annéealacéhtre la teneur des F2 était nettement
inférieure a celle des F1 au moment de l'inocutgtiet les F2 sont beaucoup moins exposées
aux forts rayonnements ou températures ponctuels.laOmaladie s’est développée
significativement plus tard et plus lentement 8 F1, et pour celles-ci plus tard et plus
lentement sous 2009.2. L'effet de la conduite aei?009.2 est difficile a interpréter; en
effet ce peuplement est intermédiaire du point de densité et teneur azotée, et son effet
n'est observé que pour la F1. Il pourrait s’agurdartefact di a la réussite de l'inoculation
dans ce cas. Or la zone finalement infectée aalae partout, mais est sensible a la taille de
la zone inoculée. Cela suggere que la pénétragsrsdores a été comparable sur les plantes
de toutes les parcelles, donc s'il y a eu un problexpérimental, il serait intervenu plus tard,
peut-étre le 22 Mai, dix jours aprés linfectionag les plantes ont été bachées en plein
soleil. Ce jour-la toutes les plantes ont subitness (al-Khatib et Paulsen, 1984) de quelques
minutes, mais qui n’était pas forcément homogememEme remarque pourrait s’appliquer a
la différence de développement des maladies suUflesn comparaison des F2. Ces feuilles
étaient plus exposeées et elles ont clairementlaggiressées le 22 Mai. Cependant d’autres
explications pourraient aussi étre avancées danscase concernant |'environnement
microclimatique des F1, leur teneur azotée (Ga&65), mais aussi leur statut dans la plante
(ce sont des feuilles plus éclairées, plus actinégboliquement (Simpsaat al, 1983), plus
soumises aux stress oxydatifs (Reynadtlal, 2000; Yanget al, 2006). Notre observation
justifie donc des études complémentaires.

Le deuxieme point abordé par cette étude concelndiuence du développement de la
maladie sur la sénescence apicale. L’'expérimemnt&tioserre avait conclu a I'absence d’effet
significatif, mais cette expérience restait criijle pour deux raisons. D’abord un probléme
a été décelé sur les témoins, apparemment moime@v&n sénescence que les inoculés dés
le jour du traitement. Si 'on n'avait pas tenu qaende ce défaut, on aurait conclu a un effet
treés significatif de I'inoculation sur la sénescerapicale; donc malgré nos arguments, il
restait un doute. D’autre part, on avait chercleé gue la maladie se développe lentement, et
c’est ce qui est arrivé. Cependant la maladie aneat été trés tardive, avec des points
d’inflexion entre 800 et 1000 djl. Le résultat d’eglie la maladie ne s’est que partiellement
développée avant d’étre rejointe par la sénescapamle. Donc on pouvait objecter que
I'absence d’effet soit due au stade trop précocdadmaladie. Il est en effet logique de
supposer que plus la maladie se développe, peigstisusceptible d’influencer la sénescence
apicale. C'est un peu ce que décrit la bibliographguand des inoculations massives
provoquent une sénescence explosive (Robert, 20@8)servation de I'épidémie naturelle
en 2008 n’a pas permis de progresser sur ce famneffet, la répartition aléatoire des sites
d’infections faisait que le dernier point valideiaait trop tot avant que la maladie n’ait pu se
développer. Par contre I'inoculation au champ edR28 été réalisée une année ou I'épidémie
naturelle était trop faible pour étre génante. Lalagie s’est ensuite développée assez
rapidement, avec des points d’inflexion entre 15@%0 djl (400-600 djA) suffisamment
précoces pour éclater la gamme de variabilité éedrgés au moment du dernier point valide.
Malgré cela, et malgré une bonne gamme de condagfesoles, on n’a pu observer que des
effets assez limités pour étre recouverts par et lexpérimental entre plantes. Donc on
pourrait considérer que les parties de la feuith@ tuchées par la maladie ne sont guére
affectées par celle-ci. Cela conforte donc leslta@suobtenus en 2007 (Ben Slimagteal,
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2009), ou des interventions séveres (emballagebtatien des F2 et F3) n’avaient provoqué
aucune réaction de la part des autres feuilles.

Dans une perspective de modélisation de la nuigibdle la septoriose, on pourrait

raisonnablement négliger 'impact de la maladielsunétabolisme général de la plante pour
n'étudier que I'aspect de réduction des surfacees@utour des zones d’infection.
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Chapitre 4

Métabolisme azoté et remplissage en azote des grain s chez le blé
d’hiver ( Triticum aestivum) attagué au champ par la septoriose
foliaire ( Mycosphaerella graminicola)

Introduction

Comme déja souligné dans l'introduction bibliograpie, les interactions azote x maladie
sont largement documentées. Elles sont souventéesrde deux points de vue: les effets de
la fertilisation azotée sur le développement desrglignons et les effets du développement
du champignon sur le métabolisme azoté des orgategues; ces deux approches pouvant
étre menées de I'échelle de la molécule a cella garcelle.

Ainsi, de larges variations de fertilisation azoséetraduisent par de larges gammes d’indices
foliaires, qui ont pour conséquence de favorisemigroclimat favorable a I'infection et a la
propagation du champignon par contact (Savetryal, 1995), mais également limiter
I'énergie cinétique des pluies assurant le trahsiet’'inoculum du sol vers le haut du couvert
(Lovell et al., 2004). La fertilisation azotée aupaeuxieme conséquence de faire varier la
teneur en azote foliaire, substrat nutritif pourcleampignon en croissance dans les tissus
(Solomonet al, 2003; Divoret al, 2007) et pour sa sporulation (Robetrial, 2002; 20044a).

Il existe donc une modulation importante du cyas dhampignons phytopathogenes par la
fertilisation azotée, dont le sens varie selorypetd’interaction avec la plante: les biotrophes
et hémibiotrophes bénéficient d’'une augmentatiotedeneur azotée (Hofflangt al, 2000)
alors que les nécrotrophes ont des réponses ad'éalnire variables (Solomoet al, 2003). Par
ailleurs, la sénescence foliaire, souvent liée gefaobilisation de I'azote vers les grains en
période reproductrice, est elle aussi modulée pdertilisation azotée. Or cette sénescence
progresse de l'apex vers la base d’'une feuillelienirant au fur et a mesure des sites déja
infectés et potentiellement infectables a de ndesehfections par les agents pathogenes
(Lers, 2007). Il en résulte des sévérités variadlédchelle de la feuille, de la plante et de la
parcelle, en fonction des modifications de microeli, de phylloclimat et de substrat nutritif
générés (Chelle, 2005). Cet aspect a été traite l[dazhapitre 11l et ne sera pas repris ici.

De la méme maniére, les agents phytopathogenediemde métabolisme azoté de la plante
(Masclaux-Daubresset al, 2008) a la maniére de stress abiotiques (Pagfealy 2006). Des
études sur l'expression des genes impligués dansate de la tomate infectée par
Cladosporium fulvum(Pérez-Garciaet al, 1995, 1998) ou du haricot infecté par
Colletotrichum lindemuthianurfravernieret al, 2007) suggérent gu’il y a une transition des
activités d’assimilation de I'azote (NR, GS2, GOGQAZers celles de remobilisation (GS1,
GDH, Protéases). Dans le cas des champignons latrojiiies, cette transition peut étre
concomitante a I'entrée en phase nécrotrophe, @uéspond a un acces a une gamme plus
grande de substrats azotés consommables par lepigmn et se produirait lors d’une
limitation en substrats azotés pour sa croissame®efnieret al, 2007; Snoeijeret al,
2000). Si cette transition est bien étudiée a Bdlehde la cellule ou de I'organe malade, son
lien avec les bilans d'azote absorbé et remobd#doin d’étre réalisé. Cependant, les études
récentes de Kichegt al. (2006; 2007) ont tenté cette intégration pour rermbmpte de la
variabilité génétique existant dans I'acquisitiarieerépartition de I'azote chez le blé en cours
de remplissage des grains. Ces auteurs proposenceuain nombre d’indicateurs
physiologiques du fonctionnement azoté des plesagses reposant sur I'activité d’enzymes
impliqués dans le métabolisme azoté ainsi que esircbntenus en meétabolites liés a ces
mémes activités. Une telle démarche n'a pas ét@&enamotre connaissance sur des plantes
atteintes par des maladies foliaires, et c’estugergpus allons faire.
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En conditions naturelles, les effets sur les fliazdte de la septoriose, maladie due au
champignon phytopathogene hémibiotrophgcosphaerella graminicolaseront quantifiés et
mis en relation avec les indicateurs du métabolis@te précédemment étudiés pour les
plantes saines. lls seront également reliés aisadae surface verte induite par cette maladie
foliaire tardive. De plus, les résultats serontlgs®s a la lumiéere des résultats de I'essai de
2007 détaillé dans le chapitre |. Cet essai, réadisr plantes saines, a consisté en un
emballage ou une ablation d’'une partie des feuil®s2007, les expérimentations avaient éte
réalisées en I'absence d’absorption azotée targieemettant ainsi de mesurer finement les
perturbations des flux de remobilisation des orgavegétatifs vers le grain. En 2008, des
conduites agricoles contrastées ont été choisies d&f générer des états contrastés des
peuplements a la floraison, mais également afirmél@miser ou maximiser I'absorption
d’azote post-floraison dans un souci d’extrapofatites résultats précédents. Les flux nets
mesurés sont analysés a la lumiére des variatemgdrelles des activités enzymatiques
d’assimilation et de remobilisation de l'azote. Lasnséquences en termes de modélisation
des flux d’azote chez les plantes malades serentitfies.

Matériels et méthodes

L’expérimentation a pour objectif d'évaluer 'effde la septoriose sur les déterminants du
remplissage des grains en N, pour deux varietédéd@ hiver (Soissons, Bastide) conduites a
des fertilisations azotées contrastées. Des cawglagdricoles (ITK) combinant des densités de
semis et des dates d’apport d’azote différentegtinthoisies afin d’obtenir des structures de
couvert a la floraison et des répartitions d’azemére organes contrastées. Trois traitements
fongicides contre la septoriose sur une moitié 'égsai permettent I'obtention de témoins
sains pour chaque modalité, I'autre moitié restemt traitée contre la septoriose. Pour assurer
une sévérité minimale de septoriose, une inoculaitificielle a été effectuée dans la partie
non traitée par les fongicides.

1. Le matériel végétal
a. Caractérisation des variétés utilisées

Le classement variétal réalisé le CTPS puis mogifié Arvalis (tableau 4-1) montre les
caractéristiques des deux variétés utilisées. @asti Soissons ont été choisis en raison d’'une
méme précocité épiaison et montaison, pour syn@@omu mieux leur développement et
donc leur phase de sensibilité a I'épidémie. Soissst un peu plus résistant a la septoriose
mais plus sensible a la rouille brune que Bastike,maniére a maximiser les chances
d’observer un effet. Ces variétés présentent ereaute assez forte teneur en protéines vu
leur rendement potentiel élevé. On peut donc sidtee a des flux de carbone et d’azote
importants.

Tableau 4-1 Caractéristiques des variétés Soissons et Bagliel€€heyron et Morris, 2010)

Criteres Bastide Soissons  Note CTPS modifiée Asvali
Aptitude au Semis précoce 5 4 de 0, trés précécdaadif
Alternativité 3,5 3 de 1, trés hiver a 8, printemps
Précocité Epiaison 7 7 de 4, tardive a 8, tresquetc
Précocité Montaison 4 4 de 0, ultra tardive aés précoce
Teneur Protéique 4,5 5,5 de 1, trés faible a 9,élévée
Sensibilité R. brune 3 2 de 1, sensible a 9, st
Sensibilité R. jaune 7 6 de 1, sensible a 9, st
SensibilitéS. nodorum 6 5 de 1, sensible a 9, résistant
SensibilitéS. tritici 4 5 de 1, sensible a 9, résistant
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b. Modalités expérimentales

Tableau 4-2: Désignation des modalités expérimentales croisanixdsariétés (Soissons et Bastide),
trois conduites agricoles (2008.1, 2008.2 et 20p&3deux couvertures fongicide (Traité et Non
Traité).

2008.1 2008.2 2008.3
Soissons Traité Si1t S2t S3t
Non Traité S10 S20 S30
Bastide Traité B1t B2t B3t
Non Traité B10 B20 B30

La conduite agricole des essais a deja été exmwspage 99 dans le chapitre Il traitant des
essais sur Soissons en 2008 et 2009; on indiqusta jci la dénomination des modalités
expérimentales (tableau 4-2)

c. Traitements phytosanitaires

Des traitements phytosanitaires de base ont étikgagp a I'échelle de toute la parcelle,
notamment le traitement début montaison contrenlesdies de pied (UNIX 0,8 kg/ha le 18
Auvril), connues pour fortement perturber les flugazbte dans la plante, et le traitement aux
herbicides suivants: LEGACY DUO 2.4 L/ha, PRIMUSATLANTIC WG + HARMONY
EXTRA + ACTRIOB B a 0,1 L/ha +0,4 kg/ha + 45 g/hd +/ha.

En ce qui concerne les maladies foliaires, charpie est divisé en deux dans le sens de la
longueur. Une moitié est traitée par les fongicidasants INPUT PACK 0.8L+0.8 L/ha,
SOLEIL 1,2 L/ha et OPUS TEAM 1,5 L/ha, essentieksmn & base de triazoles, les
strobilurines étant exclues en raison de leur eblenu ou suspecté sur la durée de vie verte et
le métabolisme azoté. L'autre moitié est restéetraitée, et dans celle-ci une zone de 20 m2 a
été inoculée artificiellement pour assurer la maglabmme détaillé dans le chapitre 1ll. En
fait cette inoculation n’a produit aucun effet bisi par rapport a I'épidémie naturelle qui était
nette cette année-la.

2. Les prélevements et mesures réalisées
a. Prélevements de placettes

A trois reprises pendant le remplissage, on as@aans chaque parcelle un préléevement de 5
rangs sur 50 cm de long, soit une surface de 044.es plantes prélevées (cents a deux cents
par placette) ont été fractionnées en maitres letinalles, et ces brins ont été comptés, pesés
et séchés a I'étuve pour une estimation du nombpésdet de la matiére séche par m2.
Auparavant on avait mis a part 15 maitres brins ensyreprésentatifs de la placette d’aprés
leur poids frais individuel égal au poids frais ranydes brins prélevés (pour le premier
prélevement a I'épiaison) ou d'apres la longueutede épi (pour les autres prélevements).
Ces quinze brins ont ensuite été disséqués contfiuindans la section suivante.

A l'épiaison, la longueur de I'épi des brins moyem%té mesurée pour chaque conduite
agricole et chaque variété (mais sans différenkgerzones traitée et non traitée de la
parcelle). Sur la base des longueurs moyennespiesmésurées a I'épiaison, 300 épis ont été
marqués au champ pour chacune des modalités exgrédéi®s.

b. Prélevements de brins moyens

Des prélevements de 30 brins marqués ont été ésdbsites les semaines de la floraison a la
fin du remplissage du grain. Quinze brins sur l@p@Rlevés ont été conservés comme étant
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les plus proches de la moyenne; ils ont été répartitrois lots qui constituent les répétitions
expérimentales et disséqués en épi, tige+gaindimbees (désignées comme ‘feuilles’ par
facilité de langage). Les feuilles de chaque Idté&@ scannées (format non compressé Tiff;
300 ppp; couleurs brutes) sur fond bleu. Puis éesllés ont été réparties par étage foliaire
numeéroté de 1 a 5 en partant de la feuille drapaux des lots ont été directement sécheés,
tandis que les feuilles du troisieme ont été cosiggetroncons de 1 cm pour en prélever un
aliquote de 150 mg, qui a été conservé a -80°Querdiextractions enzymatiques. Le reste de
I'échantillon a été congelé puis lyophilisé.

Apres séchage, les gaines ont été séparées desdiiga que les grains de la balle. Les grains
ont ensuite été comptés, puis séchés a nouveas. [Eslechantillons secs ont ensuite été
pesés. Apres broyage, un aliquote compris entre 0 eng a été analysé pour déterminer
I'azote total de chaque organe par méthode Dun&s6j1

c. Mesure des surfaces foliaires

Les surfaces vertes ont été quantifiees graceqeidb Assess (Lamari, L., 2002) qui a partir
d’'une mesure de la teinte de chaque pixel permelisimguer les parties vertes (101 < H <
171) et sénescentes (31 < H < 101) des feuillesodd qu'on avait chois bleu pour un
contraste maximal. Les pixels ainsi distingués @gtsommeés par le logiciel, puis convertis
en cm? d’aprés la résolution du scanner. Les sesfaertes et sénescentes ont ensuite été
exprimées soit en cmz, soit en % de la surfacaifelitotale.

d. Mesure des activités enzymatiques liées au roktaie azoté pendant le remplissage du

grain

Les activités des nitrate réductase (NR), Glutantstkydrogenase aminante (GDHa) et
désaminante (GDHd), Glutamine synthetase (GS) c@otéases ont été mesurées dans les
trois étages foliaires supérieurs de chaque meéda&ipérimentale, tant qu'ils restaient
partiellement verts. L’extraction enzymatique a &glisée a 4°C, aprés broyage sous azote
liquide, en utilisant un tampon MOPS (4-morpholprepane sulfonic acid). Les protocoles
utilisés sont rapportés dans le chapitre | concerbexpérimentation au champ de 2007. Les
activités enzymatiques sont exprimées en nkatlgeyibur les NR, GDH et GS et en

UA/feuille pour les endoprotéases

3. Traitement des données et analyses statistiques
a. Normalisation des données par le NGE

Une analyse de variance multifactorielle a étéiséala partir du nombre de grains dans les
échantillons prélevés tout au long du remplissags. conduites agricoles (ITK) ont eu un
effet significatif @ < 10%) sur les nombre de grains par épi (NGE) avec 20882008.2 <
2008.3. Il y avait aussi un effet variété (CV)NGE étant plus important pour Bastide (de 52
a 75) que pour Soissons (de 46 a 55). On consaatailfeurs I'absence d’effet des fongicides
(FON) pour la variété Soissons, alors que pourl&te Bastide les épis des brins non traités
portaient 2 & 3 grains de plus que ceux des hmités P < 10%). Néanmoins, on ne constate
pas d’évolution du NGE entre la floraison et la umigé (P > 5%), suggérant I'absence d’effet
des maladies sur la taille du puits épi. L'effetNF@onstaté résulterait soit d’'un biais de
sélection, soit d’'une hétérogénéité de la parcelle.
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Tableau 4-3:NGE moyen (moyenne + écart type) par modalité empntale (les ITK sont décrits en
p.99)

CV: FON: 2008.1 2008.2 2008.3

Soissons Traité 47 +2 50+2 54 +4
Non Traité 46 + 4 50+3 55+2

Bastide Traité 52+3 65+4 74 +4
Non Traité 55+ 3 68+4 78 +5

De petites variations de NGE entre dates de préléme sont par contre significatives pour
chaque couple CV x ITK. Afin de limiter le bruitélia ces variations aléatoires
d’échantillonnage entre dates de prélevement gaditats présentés ont été normalisés par le
NGE moyen de chaque modalité expérimentale présiamie le tableau ci-dessus.

b. Interpolations selon le temps depuis I'anthese

La date de floraison a été déterminée par passpgeliens dans la parcelle; elle variait
légerement entre variétés et conduites agricolas. cBnséquence, on a réalisé des
interpolations polynomiales d’ordre 4 des difféemnmesures (biomasse et contenu en azote
des différents organes) afin de pouvoir comparedi#érentes modalités expérimentales aux
mémes sommes de températures depuis la floraigé, @ aussi pour calculer des flux
d’azote, lorsque les contenus n’évoluaient pasdert linéaire.
Les cinétiques d’évolution des surfaces vertestrpais été ajustées a une polynomiale, mais
a une loi logistique inverse, dont 'équation essliivante: s=S/[1+€d™]
Avec s, surface verte a l'instant t (en djA)

S, asymptote supérieure de la logistique (sunvack initiale)

r, taux de décroissance initial (a tos) -

T, temps au point d’inflexion
On définira aussi D comme la durée entre 5% et 88%énescence; d’aprés I'équation de la
logistique D = -2:-Ln(19)/r D est donc proportion@elinverse de r. L'ajustement est répéte
trois fois pour chaque modalité expérimentale (fois par lot). Les analyses statistiques
seront effectuées sur ces quatre parametresTSD),

c. Calcul de l'efficience d'utilisation de la lumé&(RUE)
L’interception efficace de la lumiére RIE a étécolte a chaque instahtet pour chaque
étage foliaire selon Bancaét al (2007):

RIE®) =" {ii'[exp(— kx LA, )]~ Jzo[exr(— kx LAI )]x%'li(t)}

j=0 i

ou k est la constante d’interception selon la miBer Lambert, LAlreprésente l'indice de
I'etage foliaire j en m2/m2, et GLAt) son indice vert en m?/m? a l'instant

Cette formule revient a appliquer la loi de Beembart a chaque étage foliaire en
considérant (1) que le rayonnement incident chaqage est celui qui n’a pas été intercepté
par les étages supérieurs et (2) que l'interceptifinace par cet étage est le produit de son
interception physique et de son %vert.

Concretement, le rapport GL#&)/LAI; est donné par I'ajustement logistique du % de dert
I'étage foliaire j. On calcule donc pour chaquerj®IE(t), puis le PAR (rayonnement
photosynthétiquement actif) absorbé ce jour d'apl€s données météorologiques de
rayonnement quotidien. Il ne reste plus qu'a cumogerésultat depuis la floraison jusqu’a
chaque jour de prélevement. On obtient alors ufaioa dont I'abscisse est un cumul de
PAR absorbé et 'ordonnée une MS des parties aggermpportée au m2. La pente de cette
relation est I'efficience d'utilisation de la lum&(RUE) qui estime la quantité de MS que la
culture photosynthétise par unité de PAR absorbé e parties vertes des feuilles.
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d. Analyse statistique

Des analyses de variance a 3 facteurs (CV, ITK, Qi été réalisées date par date sur le
flux d’'N dans tous les organes en mg/brin (StatGicg3: Manugistics, Inc., Maryland,
USA). Dans le cas des activités enzymatiques, dal/ses de variance a 4 facteurs ont été
réalisées en incluant les dates de prélevementabayses de variance supplémentaires ont
été réalisées sur les activités enzymatiques elescontenu en protéines en fonction de la
date du changement de l'allure des cinétiques aia dN des feuilles saines et malades,
divisant ainsi la cinétique en deux parties.

Résultats

Généralités

» L’indice de nutrition azoté mesuré a I'épiaisonmpet une caractérisation de I'effet des
traitements azotés et variétaux en début de resapjés du grain. Les valeurs obtenues
sont les suivantes (tableau 4-4):

Tableau 4-4:INN a I'épiaison (moyenne + écart type) par modakixpérimentale (les ITK sont
décrits en p.99)

CV: FON: 2008.1 2008.2 2008.3

Soissons Traité 0,76 £ 0,01 0,76 + 0,02 1,10 £ 0,02
Non Traité nd nd nd

Bastide Traité 0,77 £0,04 0,88+0,01 1,05%+0,08
Non Traité nd nd nd

Une analyse de variance a 2 facteurs CV et ITK emeévidence l'effet des conduites
agricoles P < 10%, avec le classement suivant des ITK: 08.1 < 08.28.3. Une
interaction significative CV x ITK est égalememuvée P < 1%): les ITK 08.1 et 08.2
ne sont difféerents que chez Bastide. Par contréyilavait pas de différence variétale
significative pour I'INN a épiaisorP(> 5%). En conséquence, les résultats seront dans |
suite discutés pour les deux variétés, mais figymé&féerentiellement pour la variété
Soissons. On comparera d’'une part I'effet des I'DKirges plantes traitées (S1t, S2t, S3t),
d’autre part I'effet des maladies pour un ITK (S380).

» Les résultats ci-dessous sont rapportés au briremayanmoins on devra se reporter au
m2 pour les mesures de GLAI et pour calculer leonmgment intercepté pendant le
remplissage du grain. Or I'étude du nombre de bmieyens /m2 a indiqué que celui-ci
évoluait au cours du temps, la régression desstallgtant pas terminée a I'épiaison, ce
dont on a tenu compte en interpolant le résultat teis prélevements placette pour
chaque date de prélevement brin.
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1. Etat des capteurs photosynthétiques
a. Cinétique des surfaces vertes totales
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Figure 4-1: Evolution des surfaces vertes, en cm?/brin, chézs&as selon I'ITK traité (A) ou sous
2008.3 selon le traitement fongicide (B) en forrctio temps thermique en degrés jours post anthése
(>.djA). Chaque point représente la moyenne et I'ébgré de trois répétitions. Le code couleur des
ITK est le suivant: 2008.1: vert, 2008.2: noir, 30® rouge (les ITK sont décrits en p.99). Les
symboles pleins indiquent les données des pardedigées et les symboles vides celles des pascelle
non traitées.

L’évolution des surfaces vertes a été mesurée jastl0 djA, date a laquelle les dernieres
feuilles ont tourné au jaune. La figure 4-1 momtes évolutions de la surface verte totale par
brin exprimée en cm?/brin et en pourcentage deitace totale pour la variété Soissons. Ces
évolutions peuvent étre ajustées a des logistidaemissantes, sur les paramétres desquelles
on a réalisé des analyses de variance. Les moyehgeart-types obtenus par les ajustements
logistique de la surface verte (cmz2 /brin) selom didférentes modalités expérimentales sont
présentées en annexe XIII.

Tableau 4-5: ANOVA multifactorielle des effets de la variété)(Q@les conduites agricoles (ITK) et
des fongicides (Fon) sur les paramétres obtenusapetement logistique de la surface verte par brin
(S: surface verte maximale, T: temps au point Ekibn, r: taux initial de décroissance, D=
-2Ln(19)/r: durée de décroissance): *** P < Tp**: P < 103 *: P < 1%; NS: non significatif (P >
5%)

S T r D
CV *%k% *%k% NS -
ITK *%k% *%k% *%k% *%k%
Fon * *kk _ _
CV x |ITK *k NS NS NS
CV x Fon NS - NS NS
ITK x Fon NS - NS NS

» Le parametre S indique la surface verte maximaleagpeu de chose prés est celle
observée a la floraison L’effet le plus marquartcetui des conduites agricole® € 10%)
avec 08.1 < 08.2 < 08.3, la surface par brin ésmggmentée de pres de 50% entre le
premier et le dernier. Un effet variétal léger miaés significatif est également mis en
évidence P < 10%), la surface moyenne par brin & la floraison éss forte de 7% pour
Bastide que pour Soissons. L'interaction ITK x O¥ < 10°) vient de ce que Bastide
répond plus fortement au traitement 08.2 que Sosssnais le classement entre ITK reste
le méme. Enfin un effet FON significatiP (< 1%) de 5% a été observé; il indique un
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déebut de maladie des la floraison. Si I'on exprimeurface verte en pourcentage de la
surface totale, on constate que les feuilles 1reg 8nt pas encore atteintes, et que I'effet
n'est net que sur les feuilles 4 et 5 (donnée wurée).

» Le paramétre T, temps au point d’inflexion de nsbide, caractérise le mieux I'effet des
fongicides. Un effet trés significatiP(< 10%) est mis en évidence pour les facteurs variété
(Bastide<Soissons), ITK (08.3 < 08.2 = 08.1) etgioide (NT<T); mais alors que les
effets ITK et variété restent inférieurs a 60 @iffet des fongicides est supérieur a 100 dj.
Une interaction ITK x Fon faiblement significatiy@ < 5%) montre que les différences
entre ITK sont plus importantes en I'absence degifode.

» Enfin les parametres r (taux initial de décroissaret D (durée de décroissance) sont
moins bien ajustés et répondent surtout a I'TKeftét tres significatif de la conduite
agricole P < 10% est le méme que pour la surface verte maximate 88.1 < 08.2 <
08.3. Les autres effets observés sont a peinefisigfifs (P < 5%): la durée de sénescence
est plus courte chez Soissons et chez les plard@ées: en présence de maladie la
sénescence commence donc nettement plus t6t, ovaisid peu plus longtemps.

b. Sénescence des différents étages foliaires

Les cinétiques de diminution du pourcentage deasarferte ont ensuite été analysées pour
les trois dernieres feuilles, et en particulieffée des traitements sur le point d’inflexion de
chacune des feuilles (Tableau 4-6).

Les traitements ont des effets difféerents aveagjétfoliaire. Dans le cas de la feuille 1,
primordiale dans le remplissage du grain, aucuet €fié la variété n’'a été trouvé. On met par
contre en évidence un effet significatif des ITKaigicides P < 10%. L'effet des ITK reste
faible (40 dj au maximum; 08.3 < 08.2 = 08.1) pmgwport a celui du fongicide, qui varie de
70 a 140 dj. Une interaction significative CV x F@dbntre par ailleurs que l'anticipation de
la sénescence entre brins traités et non traiteplas importante chez Soissons que chez
Bastide, différence qui varie de 10 a 40 dj. Enbn, constate également une interaction
significative ITK x FON: I'effet de I'lTK ne s’expme que chez les brins traités.

Tableau 4-6: Point d'inflexion en degrés jours apres anthésé\)djes trois feuilles supérieures par
modalité expérimentale (ITK en colonne, variété&raitement fongicide en lignes). Les ITK sont
décrits en p.99. Moyenne *écart type de trois @oments.

2008.1 2008.2 2008.3
Feuille F1
Soissons Traité 563 + 18 586+ 5 591 +11
Non Traité 456 + 7 460 =11 456 + 11
Bastide Traité 531 +11 588 + 20 579 + 15
Non Traité 463 +12 472 + 4 460 + 2
Feuille F2
Soissons Traité 527 +16 561 + 28 511 +12
Non Traité 406 + 8 470 + 13 363+ 8
Bastide Traité 495 +19 516 + 22 474+ 7
Non Traité 378+ 7 368+ 5 341+ 5
Feuille F3
Soissons Traité 488 + 13 471 + 29 381 +15
Non Traité 366+ 6 367 + 24 258 + 14
Bastide Traité 379+ 7 412+ 4 350 +13
Non Traité 293 +51 277 £ 12 124 + 16
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Les feuilles 2 et 3 montrent un comportement singlantre elles, avec un effet trés
significatif (P < 10% de tous les facteurs. Les effets variété et fidgisont les méme que

pour la feuille drapeau, mais l'effet ITK est dié@t avec une perte de surface verte
nettement plus précoce sous 2008.3 que sous lasadénes conduites agricoles. Si les effets
variété et ITK restent faibles dans le cas de lallée2 (de 15 a 45 dj) devant ceux des
fongicides (de 120 a 150 dj), ce n’est plus leag la feuille 3 ou les différents effets sont
du méme ordre. Enfin, pour cette feuille 3, deserguttions Cv x FON et ITK x FON ont été

trouvées, avec un sens de variation inverse a petgedemment montré pour la feuille 1: les
effets Cv et ITK ne s’expriment pas chez les btiagés.

En conclusion, les modalités expérimentales onmjserde générer une variabilité des
cinétiques de surface verte totale par brin, mgeaeient entre feuilles d’'un méme brin.

L’effet des fongicides est supérieur a celui degétds et ITK, tant au niveau de la plante
gu’'a celui de la feuille. Les interactions entretéars permettent d’augmenter la gamme
d’évolution des surfaces vertes en période pos&ifion.

c. Chlorophylle des feuilles

Le contenu en chlorophylle des feuilles est la mesie réféerence de la sénescence dans la
littérature. Or on constate une corrélation se(fee 0,9) entrda surface verte et le contenu
en chlorophylle pendant le remplissage (Figure 4-2An’y a pas d’effet significatif @ >

5%) de la variété, de I'l'TK ou des fongicides ni fpente ni sur 'ordonnée a l'origine de
cette relation. L’'ordonnée a l'origine n’est d’ailirs pas significativement différente de zéro
(P > 5%), et il y a donc proportionnalité entre cbianylle et surface verte au niveau du brin
pendant tout le remplissage, avec un rapport d& 80,7 cm? vert /mg de chlorophylle. La
surface verte est également trés corrélée a I'ateddeuilles (Figure 4-2B), mais la relation
est non linéaire et ne passe pas par l'origineplDe le résidu d’azote varie entre feuilles
traitées ou non.

A B1t A B10 A A
~4|aB2t AB2| =002 20 >
£ el YN A
S 5
o 'S 151
;EJ, é r2=0,94 A‘
= 10 1
z g | peEdd
s o AE A B
9 = 2
e r2=0,97
(]
0 T T T T T T 1
0 40 80 120
Surface verte (cm?/brin) Surface verte (cm? /brin)

Figure 4-2 Corrélation obtenues en 2008 entre surface vene? (tbrin) et chlorophylle (mg/brin)
(A), ou contenu en azote (mg/brin) (B). Le coddaroudes ITK est le suivant: 2008.1: vert, 2008.2:
noir, 2008.3 rouge.Lles ITK sont décrits en p.96s Isymboles pleins (moyenne et écart-types pour
trois répétitions) indiquent les données des pesdraitées et les symboles vides celles des kegce
non traitées. La variété Soissons est représent#edps carrés et Bastide par des triangles.
Lorsqu’'une seule corrélation est obtenue pour tlmsspoints, elle est en trait plein. Lorsque deux
corrélations sont obtenues, les brins traités samtirets et les non traités en pointillés.

131



Chapitre 4

2. Effet des traitements sur les cinétiques de matie seche
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Figure 4-3: Evolution de la MS en g /brin des parties aérienfdeB) et des grains (C, D) en fonction

du temps thermigue en degrés jours post anthediA] chez Soissons selon I''TK traité (A, C) ou
sous 2008.3 selon le traitement fongicide (B, Dhagiie point (symboles comme en figure 4-1)
représente la moyenne et I'écart-type de trois tipas normalisées par le NGE.

L’évolution de la matiére seche (MS) des partieseaées et des grains a eté mesuree de
I'épiaison a la pleine maturité pour I'ensemble dedtements (Figure 4-3). On a ensuite

calculé des vitesses sur la phase de croissareaarbn respectivement entre 0 et 600 djA et
200 & 550 djA. Des analyses de variances multifeeties ont ensuite été effectuées sur les
MS finales et les vitesses. Les effets des variétésonduites agricoles, puis ceux des

fongicides seront analysés successivement.

a. Effets de la variété et de la conduite agricole

La variété a toujours un effet trés significaBf< 10%) sur la MS des parties aériennes (MSa)
et des grains (MSg), Bastide conduisant systématigmt a des valeurs finales plus élevées
de 0,5 a 1,5 g/brin que Soissons. De la méme nargs ITK ont généré des différences
significatives P < 10% de MSa et MSg, mais avec une gamme de variatienfaible (0,2 &
1,3 et 0,1 a 0,7 g/brin pour MSa et MSg respectern La MSa est plus faible sous 08.1
gue sous 08.3 et 08.2, sans qu'il y ait de difféeenignificative entre ces deux ITK. Le
classement des ITK est le méme pour la MSg, mais tes trois sont significativement
différents du moins chez Bastide (il y a une intéoam Cv x ITK: P < 10°).
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Tableau 4-7: Vitesse de croissance en MS (myhtjn) des parties aériennes et des grains pendant
la phase linéaire par modalité expérimentale (ITK @lonne, variété et traitement fongicide en
lignes). Les ITK sont décrits en p.99. Moyenneargtype de trois ajustements

Vs p. aériennes (mg-djbrin) Vs grains (mg-df /brin)
CV: FON: 2008.1 2008.2 2008.3 2008.1 2008.2 2008.3
Soissons  Traité 346+ 3,39+ 4,00 + 4,36 + 455 + 492 +
0,38 0,36 0,27 0,29 0,30 0,39
Non Traité 2,90 + 3,40 + 3,04 + 4,34 + 441 + 4,49 +
0,27 0,47 0,12 0,04 0,10 0,04
Bastide Traité 3,92+ 502+ 4,00 + 491+ 563+ 5,06 +
0,14 0,15 0,36 0,60 0,38 0,58
Non Trait¢ 2,80+ 3,79% 3,75+ 4,47 + 5,63 592+
0,27 0,21 0,40 0,05 0,57 0,25

Les vitesses de croissance de MSa et MSg indigesnmémes effets (Tableau 4-7). La
variété et les ITK ont donc affecté la photosyn¢hastte par brin et la vitesse de remplissage
des grains. D’autre part, on a calculé I'absorptilenla lumiére par les parties vertes des
différents étages foliaires (voir en matériel etmoées). On peut donc représenter I'évolution
de MSa en fonction du PAR absorbé par le brin penldapériode de remplissage du grain
(figure 4-4). La pente de ces courbes permet desti’efficience biologique de conversion
ou RUE. Les valeurs moyennes obtenues varient #lea33,2 g/MJ sans aucun effet
significatif de la variété ou de I''TKR > 5%).

b. Effets des fongicides

Malgré l'allure chahutée des courbes de MSa (figd4®), on voit que la MS finale est
toujours plus faible® < 10% chez les plantes non traitées sauf Bastide s008.2. La
différence finale (de I'ordre de 0,2 g/brin) semblétablir progressivement, ce qui suggere
une baisse d’assimilation nette de 0 & 1,2 rifpdj. La figure 4-4 suggére que la relation
entre MSa et le cumul de PAR absorbé post-florain@st pas modifiée: I'effet des
fongicides joue sur I'abscisse (cumul de PAR abspgidus que sur la pente (RUE). La
comparaison statistique des pentes de régressian lfEnsemble des données montre
I'absence d'effet fongicide sur la RUP & 5%); ainsi la RUE est en moyenne de 3,2 £ 0,4
g/MJ pour I'ensemble des traitements. La photo®igghdes parties vertes n’est donc pas
affectée chez les brins non traités. Enfin, audntezaction entre fongicide et variété ou ITK
n'a été mise en évidenck ¢ 5%).
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Figure 4-4: Evolution de la MS des parties aériennes (g/brim) fenction du rayonnement
photosynthétiquement actif intercepté (MJ/brin) zls®issons selon I'ITK traité (A) ou sous 2008.3
selon le traitement fongicide (B). Chaque pointm(sgles comme en figure 4-1) représente la
moyenne et I'écart-type de trois répétitions noiises par le NGE.
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La MSg finale est significativement (< 107 plus élevée chez les brins traités aux
fongicides, sauf chez Bastide sous 2008.3. Dansalgges modalités expérimentales la
différence entre traités et non traités varie &2a0,4 g/brin, soit le déficit d’accumulation

dans les parties aériennes. Or la MSg augmentaidgment de 200 a 550 djA, mais les
régressions linéaires entre ces deux dates morjrentia vitesse de remplissage du grain
n'est pas significativement affectée par les fowgis € > 5%). Ceci suggere que le

remplissage du grain est écourté chez les brinstraités, mais que le flux de MS s’est

maintenu auparavant en utilisant les réserves daalate. Cela n’'est pas trés net sur les
données de MS des parties végétatives (donnéeigunées) a cause du bruit expérimental.
Il serait intéressant d’effectuer un dosage deesusur ces échantillons.

3. Effet des traitements sur les cinétiques d’azote

a. Azote des parties aériennes et absorption lmpatdon
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Figure 4-5: Evolution de 'azote total (mg /brin) des partiesri@nnes chez Soissons selon I'I'TK traité
(A) ou sous 2008.3 selon le traitement fongicided(iB fonction du temps thermique en degrés jours
post anthésed(djA). Chaque point (symboles comme en figure &fjésente la moyenne et I'écart-
type de trois répétitions normalisées par le NGE.

Des I'épiaison, les brins de la variété Bastide sooins nombreux et plus gros que ceux de la
variété Soissons, donc I'azote de leurs partieemses (Na) est plus important. D’autre part
la derniére fertilisation a été importante et taedsous les ITK 2008.1 et 2008.2, aussi les
brins concernés montrent une augmentation impartdatNa jusqu’a la floraison et méme
au-dela tandis que les brins sous 2008.3, plugsieim N au départ, sont plus stables ensuite
(figure 4-5). Si I'on considere les ajustementsypomiaux obtenus sur Na, on remarque que
le bilan entre 0 et 800 djA est significativemeRt(10°) plus faible sous 2008.3 que sous les
autres ITK. La différence entre variété est beapaaoins nette (Bastide < SoissoRss 5%)

En confondant toutes les variétés et ITK, les bnias traités ont absorbé 2,3 mg de moins
que les traités. Mais la mesure est impréciseefiet’ des fongicides n’est significatiP (<
5%) que sous I'I'TK 2008.1: c’est seulement danga&® qu’on est sir que les plantes non
traitées absorbent moins d’azote. Comme I'absar@imlue de fagon non linéaire pendant le
remplissage, on a calculé sa vitesse moyenne surpiiodes: de 0 a 200 djA, puis de 200 a
800 djA (tableau 4-8).
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Tableau 4-8: Vitesse d’absorption d’azote (ug+rin) par les parties aériennes selon la période
pour chague modalité expérimentale (ITK en colowagieté et traitement fongicide en lignes). Les
ITK sont décrits en p.99. Moyenne + écart typerdis ajustements

dNa/dt 0-200 djA (ug-dj/brin)  dNa/dt 200-800 djA (ng-djbrin)

CV: FON: 2008.1 2008.2 2008.3 2008.1 2008.2 2008.3

Soissons  Traité 45+ 8 33+ 1 21+ 3 16+10 12+3 11+2
Non Traité 42+ 2 37+12 10+ 2 8+ 0 #8 10+4

Bastide Traité 41 +11 43+ 3 23+12 11+ 6 8+2 5+4
Non Traité 41+ 8 46+ 5 28+ 16 1+ 4 +b 4+7

On vérifie bien que la vitesse d’absorption pendaniremiere période étant beaucoup plus
importante que pendant la seconde, I'absorptionubéende 0 a 200 djA représente entre un
tiers et la moitié du total chez les brins traitéeffet de I''TK n’est significatif @ < 10%) que
pendant la premiere période, le temps que l'azpfé a la troisieme fertilisation soit
absorbé. Par contre l'effet de la varieRe< 1%) et celui des fongicide® (< 5%), ne sont
clairs que pendant la seconde période. Cela suggeéréa maladie quand elle s’installe nuit a
I'absorption d’'azote.

b. Azote des parties végétatives et remobilisation
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Figure 4-6: Evolution de I'azote total des parties végétatipem/brin) chez Soissons selon I'I'TK
traité (A) ou sous 2008.3 selon le traitement foiug (B) en fonction du temps thermique en degrés
jours post anthése) (djA). Chaque point (symboles comme en figure 4epjésente la moyenne et
I'écart-type de trois répétitions normalisées paNGE.

La quantité d’azote présente dans les parties a&tge€s augmente jusqu’a la floraison puis
diminue lentement jusque vers 200 a 400 djA chedlies traités, mais nettement plus fort
chez les brins non traités (figure 4-6). Commebless de la variété Bastide sont plus gros
que ceux de la variété Soissons, la remobilisghan Bastide entre 0 et 800 djA est plus
élevée de 7 & 12 mg/brifP < 10%. De méme, les brins sous 2008.1 ont remobilisé en
moyenne 4 mg/brin de moins que ceux sous les alftte$P < 10%). Enfin les brins traités
ont remobilisé en moyenne 3,6 mg/brin de plus gaebn traités{(< 10%).
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Tableau 4-9:Azote remobilisé entre 0 et 800 djA depuis lesigartégétatives en mg/ brin et en % de
I'azote présent a la floraison selon les modalggpérimentales (ITK en colonne, variété et traiteime
fongicide en lignes). Les ITK sont décrits en p.BRyenne + écart type de trois ajustements

Azote remobilisé (mg /brin) Azote remobilisé (%)
CV: FON: 2008.1 2008.2 2008.3 2008.1 2008.2 2008.3
Soissons  Traité 24,3+ 28,6+ 30,0 + 77+3 78+1 73+1
14 11 0,2
Non Trait¢ 20,9+ 229% 25,6 = 64 +2 66 +1 64 +3
1,1 0,8 0,3
Bastide Traité 31,8+ 37,2+ 36,8+ 811 79+0 77+2
1,7 0,6 2,8
Non Trait¢ 30,1+ 35,0% 326+ 70+2 71+0 68+1
2,3 0,7 0,8

D’autre part, I'lTK affecte fortement le résidu d@e dans les parties végétatives a la fin du
remplissageR < 10%) avec 08.1 < 08.2 < 08.3. Le résidu est égalersemsible a la variété
(Soissons < Bastid® < 5%) et aux fongicideP(< 10%). On peut considérer que les plantes
non traitées ont abandonné en moyenne 4 mg/brineguplantes traitées ont remobilisées.
Donc si on calcule I'efficacité de la remobilisatipar le rapport entre azote végétatif a 0 et
800 djA, on constate que celle-ci est inférieurezcBoissonsR < 10% et sous I''TK 2008.3

(P < 10%). L’efficacité de remobilisation de I'azote paske77% en moyenne chez les plantes
traitées & 67% seulement chez les plantes nogesalR < 10%. Il n’y avait pas d’interaction
entre les facteurs étudiéB ¥ 5%).

c. Azote des grains et remplissage
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Figure 4-7: Evolution de l'azote total des grains (mg /brinjeghSoissons selon I'I'TK traité (A) ou
sous 2008.3 selon le traitement fongicide (B) arction du temps thermique en degrés jours post
anthese Y djA). Chaque point (symboles comme en figure 4f)ésente la moyenne et I'écart-type
de trois répétitions normalisées par le NGE.

L’azote s’accumule dans les grains jusque vers @®@0 chez les brins traités, mais le
remplissage semble s’arréter beaucoup plus tot dbeznon traités (figure 4-7). Par
conséguent, on a réalisé des ajustements polynamsiauNg de 100 a 800 dj et calculé la
vitesse au début (de 200 a 400 djA) et a la fing@de@ a 800 djA) du remplissage (tableau 4-
10). Pendant la premiéere phase le remplissageuesiment linéaire dans tous les cas. Seul
Bastide montre une réponse a I'ITR € 1%): dans le cas de B2t et B20 le remplissage
atteignait en moyenne 93 +13 pg-dprin, alors qu'il valait seulement 73 +7 pgtdprin
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autrement. Il n'y avait pas d’effet significatif sldongicides a ce stade précoce. En fin de
remplissage au contraire, la vitesse a fortemerrud#ans tous les cas, sans effet de la variété
ni de I''TK (P > 5%), mais avec un effet trés significatif desgioides P < 10%) puisque le
remplissage conserve encore 46 +13% de sa viteiisdel chez les brins traités, tandis qu’il a
chuté a 18 +14% chez les non traités.

Tableau 4-10:Vitesse de remplissage des grains en azote eB@a2400 djA en ug:dprin, puis
vitesse entre 600 et 800 djA en % de la précédselen les modalités expérimentales (ITK en
colonne, variété et traitement fongicide en lignégs ITK sont décrits en p.99. Moyenne + écarétyp
de trois ajustements

dNg/dt 200-400 djA (ug-dj/brin) dNg/dt 600-800 djA (%)
CV: FON: 2008.1 2008.2 2008.3 2008.1 2008.2 2008.3
Soissons  Traité 72+4 73+ 9 70+ 7 50+18 +5B 37+ 7
Non Traité 74+ 4 76+ 1 74+ 2 10 £ 10 2581 10+ 5
Bastide Traité 81+1 90+ 9 65+14 45+ 12 497+ 39+16

Non Traité 66 +5 97 +17 7t 7 33+ 9 1491 13+ 9

A maturité par conséquent l'azote des grains est @levé P < 10%) de 2 & 14 mg/brin chez
la variété Bastide. Cependant les grains de Sasétant nettement plus petits, leur teneur
azotée est plus élevée de 0,2 %MS en moyeRneX0%). Il y a 5 mg/brin d’azote en plus
sous 2008.2 par rapport aux autres IK<(10°) et 6,7 mg/brin en moins chez les plantes
non traités P < 10%).

d. Effet des fongicides sur I'azote des différemtganes végétatifs

» On a vu que les parties végétatives remobilisgmifstativement moins d’azote chez les
brins non traités: cette baisse de remobilisatimmespond pour 80% a une diminution
significative de remobilisation de I'azote des fiesi non traitéesR < 10% ou I'on
constate un blocage de l'azote entre 450 et 550altps que I'azote foliaire des brins
traités diminue jusqu’a maturité (Figure 4-8A). tiaétique de I'azote foliaire des brins
non traités montre deux phases qui la différenaentelle des brins traités: de 100 a 450
djA, une sortie d'azote des feuilles plus précosteobservée, suivie aprés 450 a 500 djA,
d’'une stagnation en contenu en azote dans leseeuintre 100 et 450 djA, la pente de la
régression de l'azote foliaire est significativemgius élevée de 2% a 176% chez les
brins non traités par comparaison aux traités.eCatesse de remobilisation précoce des
feuilles est trés significativement plus élevéerpdaissons® < 10°%), mais moins pour
Bastide P < 5%).

» L'azote contenu dans les gaines des feuilles reptésa peu prés la moitié de celui des
limbes a la floraison (figure 4-8B). Il reste sw@hlsque vers 400 djA, puis diminue
fortement permettant de remobiliser de 3,9 + 0,8bmgy chez Soissons contre 5,3 + 0,6
mg/brin chez BastideP(< 10%). Aucun effet significatif des ITK ni des fongieisl n'a été
détecté P > 5%). La différence de plateau qu’on peut obgesue la figure est un artefact
qui ne se reproduit pas dans les autres modakfErienentales.

» L’azote des tiges proprement dites commence pamentper jusque vers 200 djA, puis
diminue continument jusqu’a 700 djA (figure 4-8Ca remobilisation nette varie entre 4
et 10 mg/brin, avec des effets trés significatifs<(10%) de la variété et de I'ITK, eux-
mémes en interactiorP(< 5%). Par contre la quantité d’'azote remobilisé Ipa tiges
n'est pas trouveé significativement difféerente entbmns traités ou nonP(> 5%). A
maturité, comme pour les gaines, aucune différengeificative d’azote résiduel n’est
trouvée entre brins traités ou ndhxX 5%).

» L’évolution du contenu en N des balles ne diffees gntre brins traités ou non: de la
floraison a 200 djA, il reste stable pour deécroigasuite jusqu'a 700 djA. La
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remobilisation nette moyenne vaut 5,8 +0,6 et 71204mg/brin Soissons et Bastide
respectivement sous 2008.1 ou 2008.2, contre 63 ei09,1 +1,5 mg/brin pour Soissons
et Bastide respectivement sous 2008.3. L’azotelwésirouvé dans les balles a la récolte
est Iégerement plus élevé de 0,1 & 0,7 mg/brin Benbrins non traitéP(< 5%). Mais
cela ne suffit pas a faire une différence et 'azgmobilisé par les balles n'est pas
significativement différent entre brins traitésen traités P > 5%).
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Figure 4-8: Evolution de I'azote total(mg /brin) en fonction thmps thermique en degrés jours post
anthese Y djA) dans les différents organes des parties véigétachez Soissons sous 2008.3 selon le
traitement fongicide: limbes des feuilles (A), gairdes feuilles (B), tige (C) et balle de I'épi.(D)
Chaque point (symboles comme en figure 4-1) reptéséa moyenne et I'écart-type de trois
répétitions normalisées par le NGE.

4. Effet des fongicides sur les flux d’azote et deités enzymatiques des feuilles

On va étudier séparément les trois derniers étégjesres, les plus importants pour le
remplissage du grain et a la durée de vie verteoduert. En effet, les dynamiques de surface
verte sont affectées par le traitement fongiciddéimment selon I'étage foliaire. Une
ANOVA générale montre au préalable I'effet globasddifférents facteurs: date, feuille,
variété, conduite agricole et fongicide sur le$édéntes activités enzymatiques et contenu en
protéines; I'effet FON est ensuite analysé isolénpam comparaison d’échantillons appariés
(il n’y a pas de répétition pour les dosages mdigies).

a. Evolution du contenu en azote des feuillesét, 2selon le traitement fongicide

La figure 4-9 montre dans le cas de Soissons s0@8.2 I'évolution du contenu en azote des
feuilles de rang 1, 2 et 3 selon le traitement foidg. La feuille 1 est toujours la plus chargée
en azote (dans des proportions qui dépendent\deié et de I'I'TK), suivie de la feuille 2 et
de la feuille 3. Pour chacune des trois feuilles,constate une évolution en trois phases
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similaire a celle préecédemment décrite pour I'ertdlendes feuilles: une premiere phase
courte de plateau, suivie d'une phase de décraieseapide du contenu en azote qui se
termine par un arrét de sortie d’azote. Les tramgs foliaires se distinguent simplement pour
les plantes traitées par une avancée de chaque phkas le rang foliaire. L'évolution du
contenu en azote des feuilles non traitées mogaeent ces trois mémes phases, mais de
maniére anticipée par rapport aux plantes traitéeglateau initial est écourté, de méme que
I'arrét de sortie d’azote des feuilles, de I'ordie2 100 a 150 dj en fonction des traitements. |l
en résulte que des différences notables entrddsuikitées ou non s’installent au cours du
développement de la maladie. Autour de la floraigsncontenus en N sont similaires chez
les feuilles traités ou non, puis le contenu eneNieht significativement inférieur chez les
feuilles non traitées (entre 200 et 500 djA senang foliaire), I'arrét de vidage des feuilles
en azote aboutissant a des contenus résiduels ipétieurs chez les plantes non traitées.
Ces différentes phases seront plus particulierermemiparées entre feuilles traitées ou non.
Les analyses de variance par date sont présemtéamexe XIV.

N feuille 1 (mg/brin)
N feuille 2 (mg/brin)
N feuille 3 (mg/brin)

fﬁ‘

n
1§} T T T T

200 O 200 400 600 800 200 O 200 400 600 800 |-200 O 200 400 600 800
Temps (Zdj A) Temps (Zdj A) Temps (Z dj A)

[«]
(@]

Figure 4-9: Evolution de I'azote total (mg/brin) en fonction thmps thermique en degrés jours post
anthese YdjA) dans les limbes des feuilles chez Soissors 2008.3 selon le traitement fongicide:
feuilles de rang 1(A), 2 (B), et 3 (C). Chaque pgsymboles comme en figure 4-1) représente la
moyenne et I'écart-type de trois répétitions noiists par le NGE.

b. Activités enzymatique par feuille et par unieeatlorophylle

Les contenus en chlorophylle, protéines, et azittejue ainsi que les activités enzymatiques
(nkat) liees a l'assimilation de I'azote (Nitratéductase: NR; Glutamate dé-hydrogénase
aminante: GDHaou NAD-GDH), a sa remobilisation u@mate dé-hydrogénase
désaminante: GDHd ou NADH-GDH) ou mixte (Glutamaigthase: GS) et enfin a la
dégradation protéique (Endoprotéases: EndoP) éntnésurés chaque semaine jusqu’a 600
djA dans les feuilles de rangs 1, 2 et 3, pour ukagodalité expérimentale. Ces contenus et
activités sont exprimés ici par feuille, mais l&suitats exprimés par rapport a la MS
montrent les mémes tendances (données non montrées)

Analyse globale.

Le Tableau 4-11 montre les résultats de l'analysevdriance générale réalisée sur ces
variables et le texte spécifie les grandes tendapoer chacune. Le dispositif n’étant pas
totalement équilibré, le test de Bonferroni a 5%ugitisé pour comparer les moyennes.
Excepté dans le cas des endoprotéases dont Itactiei varie pas, I'ensemble des autres
contenus en métabolites ou activités enzymatiquasident au cours du remplissage. Si le
contenu en chlorophylle ne diminue qu’a partir 88 djA, dans les autres cas cette baisse est
plus progressive et aboutit a 600 djA a des pettadtivité totales (NR, GS) ou seulement
partielles (GDH; de 15 a 75% selon la strate fadaiUn effet variétal est parfois trouvé pour
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les nitrates, la NR et les endoprotéases, maigaras les autres cas. Excepté dans le cas de la
NR, I'I'TK a toujours un effet significatif tant sues métabolites que sur les activités
enzymatiques: dans tous les cas, les feuilles 8008.1 ont toujours des contenus ou des
activités enzymatiques inférieurs a celles sous8&)(des résultats du traitement 2008.2 se
rapprochant tant6t de ceux de 2008.1 (nitrateddi&et GDHd), tantét de 2008.3 (protéines
et GS) ou restant intermédiaire dans les autresExaepté dans le cas des endoprotéases dont
l'activité ne semble pas varier selon I'étage fodéia on trouve toujours un effet tres
significatif de celui-ci sur les indicateurs mesuréa feuille 1 est moins concentrée en
nitrates que les deux autres, mais plus forte en RiRur tous les autres indicateurs, les
contenus ou activités diminuent avec le rang fdiakEnfin, excepté dans le cas de I'activité
GS, le traitement fongicide a un effet significagddur toutes les autres variables. Dans le cas
des activités GDHa et EndoP, les feuilles nonéesitmontrent des valeurs supérieures. Pour
tous les autres indicateurs, les feuilles nonéesitont des contenus en métabolites ou des
activités enzymatiques inférieures aux feuillegées.

Tableau 4-11: ANOVA multifactorielle des effets de la date ddgu&ment (Pt), de la variété (CV),
des conduites agricoles (ITK), des fongicides (Fenye I'étage foliaire (Str) sur les contenus en
chlorophylle (Chl), protéines solubles et nitratelsles activités enzymatiques impliquées dans le
métabolisme de I'azote (NR, GDHd, GDHa, GS, Endg&as®es) au cours du remplissage du grain:

kP <10 ¥ P <107 * P < 1%; ns: non significatif (P > 5%)

Chl Protéine Nitrates NR GDHd GDHa GS EndoP
Pt *%k% **k*% **k*% *%k% *%k% **k*% **k*% n S
CV * n S *k*% * *%* * n S **k*%
IT K *%k% * *%k% n S *%k% *%k% *%* *
F 0 n *%k% * *%k% - *% - n S *%k%
Str *%k% **k*% **k*% *%k% *%k% **k*% **k*% n S

Analyse par période.

Tableau 4-12:Analyse des différences entre brins traités ou pour les contenus en chlorophylle
(Chl), protéines solubleset nitrates et les adtivienzymatiques impliguées dans le métabolisme de
'azote (NR, GDHd, GDHa, GS, Endoprotéases) au €alur remplissage du grain, par comparaison
d’échantillons appariés selon la période et I'étdgbaire (F1, F2 et F3). Le sens de variation entr
brins traités (T) ou non (NT) est donné lorsqu’wiiérence significative a 5% est trouvée (test de
student ou du rang)

Chl Protéine Nitrates NR GDHd GDHa GS EndoP

Périodel

F1 ns ns ns ns ns ns ns T<NT

F2 ns ns ns ns ns ns ns T<NT

F3 ns ns ns ns ns ns ns T<NT
Période2

F1 ns NT<T T<NT ns NT<T T<NT NT<T T<NT

F2 NT<T NT<T ns NT<T NT<T T<NT NT<T ns

F3 NT<T NT<T ns NT<T ns T<NT NT<T ns
Période3

F1 ns NT<T ns ns NT<T ns ns ns

F2 ns ns ns ns ns ns ns ns

F3 ns ns ns ns NT<T ns ns ns

Dans un deuxieme temps, l'analyse a été focaliseascomparaison des feuilles traitées ou
non de chaque étage foliaire en distinguant tr@isodes significatives: de 0 a 100 djA,

aucune différence significative n’est encore naahlr le flux d’azote. Pendant la deuxieme
période, de 200 a 500 djA selon la strate folides feuilles non traitées se vident plus vite en
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azote que les traitées. Enfin, au-dela de 500 kjpte n’évolue plus dans les feuilles non
traitées alors qu’il continue a descendre danddaedles traitées. Ici encore, des résultats
similaires sont obtenus quand les variables soptimées par gMS ou par feuille. Les
résultats des tests appariés par feuille sont étinés dans le tableau 4-12

La premiére période se caractérise par une actNRéimportante qui disparaitra ensuite,
mais cette activité ne dépend pas encore desnieitis fongicides. Seule l'activité des
endoprotéases des feuilles 1 et 2 est trouveerdifié avec le traitement fongicide: avant
méme l'expression des symptdmes de maladie, leflefewnon traitées ont une activité
protéolytique supérieure aux feuilles traitées.

En deuxieme période, s’expriment un maximum deédkfices entre feuilles traitées et non
traitées d’'une part, et rang foliaire d'autre pakinsi, les contenus en chlorophylle et
protéines ainsi que les activités NR, GDHd et G8 sdérieures chez les feuilles non traitées
alors que le contenu en nitrates et les activitBH& et endoprotéases sont supérieures.
Cependant cette différence n’est pas toujours fiigtive. Dans le cas des F3, méme les
différences significatives le sont faiblemeRtX 1%).

En période 3 enfin, les différences significativhsparaissent globalement pour toutes les
variables mesurées; subsiste une trés légéeredifférde contenu en chlorophyle € 5%)
chez les F3 et de 'activité GDH® & 5%) dans le cas des F1 et les F3.

Les activités enzymatiques ont ensuite été rappera@ contenu en chlorophylle. A part la
GDHd dont la différence devient significative (pliasble chez les non traités) pour la F3 en
période 2, tous les résultats précédents sont n@seCeci suggere qu’ils ne dépendent pas
simplement de la diminution des surfaces vertesijsnp'il y a une variation de
fonctionnement des surfaces restant vertes quamaledie s’installe.

c. Relations entre flux d'azote et indicateurs rnéligues

Afin d’approfondir la comparaison entre brins t#aitou non, le contenu en azote des feuilles
a eté mis en relation avec les indicateurs de ifmmoement azoté des feuilles, contenu en
métabolites et activités enzymatiques. Ces relatgont montrées sur la somme des trois
dernieres feuilles, apres vérification que les m&teadances sont retrouvées strate par strate
(données non montrées).

Les relations entre azote foliaire et indicateugtaholiques sont généralement linéaires, sauf
pour la GS ou le meilleur ajustement trouvé est fometion puissance. Les plus fortes
corrélations avec 'azote foliaire (r2 > 0,7) stnatuvees pour la chlorophylle, les protéines, la
GS et la GDHd (fig. 4-10). Les relations sont moiredtes dans les autres cas (fig. 4-11),
voire non significatives pour les endoprotéasda &R (P > 5%). Les relations obtenues ne
different significativement ni avec le traitemeongicide, ni avec la variété ou la conduite
agricole, exception faite de la relation entre e#otiaire et GDHa pour laquelle on trouve un
effet fongicide tres legerement significat? & 5%) pendant les deux premiéres périodes.
Dans les autres cas, la maladie n’induit pas d'efignificativement distinct de celui de la
perte d’azote foliaire. Ce résultat est paradoxaiins pour la période 3 dans laquelle les
feuilles sont mortes ou presque, mais avec unuésidté tres différent.
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Figure 4-10: Relation entre contenu en azote des feuilles etcatelirs métaboliques fortement
corrélés: chlorophylle (A), protéines par dosagadford (B), activité GS (C), et GDHd (D) pendant
les périodes 1 (en bleu), 2 (en rose) et 3 (en)v&taque point (Symboles fermés pour les brins
traités, ouvert pour les brins non traités) repnégeune date et un traitement pour la somme dés tro
dernieres feuilles (variétés et conduites agricalesfondues). La corrélation générale est indiquée.
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Figure 4-11:Relation entre contenu en azote des feuilles (rmg/bt indicateurs métaboliques peu ou
pas corrélés: GDH aminante (A), endoprotéases (BYR (C). Chaque point (Symboles comme en
figure 4-10) représente une date et un traitemenir pa somme des trois derniéeres feuilles (variétés
et conduites agricoles confondues). Dans le caladaDHa, les corrélations (périodes 1 et 2) sont
indiquées, en tirets pour les brins traités et empllés pour les brins non traités.
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d. Indicateurs intégrés

Les différentes activités enzymatiques foliaires ensuite été intégrées sur leur période
active entre 0 a 600 djA, et on a mis le résultatedation avec le bilan d’azote absorbé et
remobilisé pendant le remplissage. Nous avons atinstans un premier temps I'absence
d’effet de la variété et de I'l'TK sur l'origine da pente de ces relationB & 5%; données
non montrées). En conséquence, seul I'effet dtetrant fongicide est présenté ci-dessous.
Curieusement, les variations d’absorption d’azotizeemodalités expérimentales ne sont pas
corrélées aux variations d’activité NR intégrée supériode de remplissage du grain (fig.
4-12). Cela semble du a la forte variabilité daté NR, notamment chez Soissons:
I'intégration sur un pas de temps hebdomadairaless trop imprécise. Par contre, on trouve
une corrélation négative significative entre I'alpgimn d’azote et chacune des activités GDH.
Dans les deux cas, la corrélation générale estiam@élen forcant une pente commune aux
brins traités ou non, mais une origine différemiz.corrélation devient alors r2 = 0,5R €
5%) pour la GDHd et r2 = 0,8®( 1%) pour la GDHa.
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Figure 4-12: Relation entre azote absorbé pendant le remplissetgéntégration des activités
enzymatiques NR (A), GDH dé-aminante (B) et GDHhame (C)sur leur période active entre 0 a
600 djA Les symboles représentent les modalités expémesrcomme en figure 4-2. Lorsque deux
corrélations de pente commune sont obtenues, les lmnaités sont en tirets et les non traités en
pointillés. Pour une meilleure lisibilité, les axes passent pas par I'origine.

L’azote remobilisé depuis les feuilles est bienrél@ravec les activités intégrées de plusieurs
enzymes (fig. 4-13). La GS et de la GDHd sont $icgtivement corrélées si on prend en
compte toutes les données (r2 = 0,70 et (F6R2;1%), mais on n’a pas mis en évidence d’effet
significatif du traitement fongicide sur ces coaté&@ns P > 5%). Par contre les activités
intégrées des endoprotéases et de la GDHa ne asmiuptout corrélées a I'azote remobilisé
depuis les feuilles quand tous les traitements pasten compte ensemble (r2 = 0,605
5%), alors que si I'on force la relation pour unéme pente mais des origines différentes
entre brins traités ou non, on obtient des coig#lattrés significatives (r2 = 0,74 et 0,36«
1%). La double liaison des GDH a l'azote absorba Bazote remobilisé depuis les feuilles
ne provient pas d’'une corrélation entre azote digset remobilisé, car ces deux variables
sont indépendantes (r2 = 0, > 5%). Si I'on considere I'azote remobilisé panisemble du
brin, les corrélations avec les GDH intégrées d@paent, alors que celles avec la GS ou les
endoprotéases sont conservées au méme degreé ifieatigm.
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Figure 4-13: Relation entre azote remobilisé depuis les feuflieg/brin) et intégration des activités
enzymatiques GS (A), GDH dé-aminante (B) endopseteéC), et GDH aminante (D) en mmol/brin
sur leur période active entre 0 a 600 .djAs symboles représentent les modalités expéafesn
comme en figure 4-2. Lorsqu’une seule corrélatishabtenue pour tous les points, elle est en trait
plein. Lorsque deux corrélations de pente commoneabtenues, les brins traités sont en tiretest |
non traités en pointillés. Pour une meilleure liBi6, les axes ne passent pas par I'origine.

Discussion

Cette expérimentation avait pour objectif d’étudieffet de la septoriose sur les déterminants
du remplissage des grains en azote avec des gamdi@ed du couvert en début de
remplissage du grain plus larges que celles aoréneent analysées dans la littérature
(Gooding et al,2005; Bancalet al, 2008). Les expérimentations antérieures reposent
effectivement sur des conduites agricoles couraoteprospectives visant a maximiser le
rendement et la teneur en protéines des graintatldé nutrition azotée a la floraison y est en
général optimisé dans cette perspective, ce quitdlzoune faible variabilité du potentiel de
remobilisation de l'azote pour le remplissage deaing (Bancalet al, 2008). En
conséquence, ces études ne permettent pas d’analysectement la perturbation de la
remobilisation de I'azote par les maladies aérisrfioéaires en lien avec la sénescence des
feuilles. Ainsi notre choix de fractionner tres féiEemment une méme quantité d’azote
apportée a permis de générer des couverts comstragtéraison. Le traitement 2008.1, semé
tres dense et de faibles apports précoces, aldoutitpeuplement de maitre-brins carencés en
N a floraison (INN = 0,75) ou la remobilisation daible tandis que la fertilisation tardive
peut étre particulierement efficace pour le rengalgee en azote du grain. A l'autre extréme, le
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traitement 2008.3, ou I'azote est apporté précoogneenduit a un fort tallage et aboutit a un
INN floraison proche de 1,1 qui suggere une consatiom ‘de luxe’, permettant une forte
remobilisation, mais une faible absorption postdison. La contribution de la remobilisation
a l'azote des grains est ainsi estimée a 83% cl¥zddntre 60% chez S1t. Nos variations
représentent donc la gamme généralement proposédeadaas du blé: de 90 a 60% (Hiegl

al., 2007; Kicheyet al, 2007; Barbottiret al, 2005). D’un autre coté, le rapport entre azote
remobilisable et nombre de grains varie peu dassssais: entre 0,7 et 0,8 mg/grain chez les
brins traités; et les ITK n'ont pas eu d'effet s@r ratio P > 5%). Donc, bien que les ITK
aient abouti a la floraison a de larges variatidiazote par brin, les pools d’azote par grain
restent eux peu variables. La variabilité que reuens générée est d’ailleurs tres en deca de
la variabilité interannuelle: de 0,6 a 1,2 mg/gréancalet al, 2008). Malheureusement la
variabilité interannuelle est largement incomprisg,la littérature souligne plutét que la
corrélation entre azote a la floraison et nombregdens est difficile a casser hormis par
ablation d’organes (Bancal, 2009). Dans notre asorrélation entre azote des grains et
azote remobilisé atteint r2 = 0,6F € 1%), et elle est conservée entre brins sainsa¢ddes.
Par contre I'azote des grains n'est pas corrélaifsigtivement a I'azote absorbé post-
floraison @ > 5%). Ce résultat confirme l'importance d’'analysémpact des maladies
foliaires sur I'absorption et la remobilisation aégment. En effet les gammes de variation
des pools d’'azote absorbés et remobilisés cheezolegerts sains orientent les lois générales
d’action des maladies aériennes.

Ceci étant posé, ce chapitre vise a préciser l@s geestions suivantes:

» Premierement, la septoriose, en diminuant précocefaesurface verte, affecte-t-elle les
flux d’azote au niveau de la plante entiére comesettaitements chirurgicaux présentés
au chapitre | ? Est-elle comparable a un emballqgdjbére de maniére accélérée I'azote
vers les autres organes, ou bien a une ablationt ldo conséquence est juste une
diminution du pool d’azote disponible pour le grain

» Deuxiemement, comment la septoriose modifie-tdellonctionnement azoté des feuilles
malades par rapport aux témoins traités? Les ebiwés entre indicateurs de
fonctionnement et flux précédemment établies cheg ¢kuilles saines sont-elles
conservées chez des feuilles malades?

1. Comparaison des expérimentations 2007 et 2008

Le tableau 4-13 ci-dessous fait un récapitulatff dariations associées au métabolisme de la
sénescence dans le cas présenté dans ce chapitseptoriose des feuilles, champignon
hémibiotrophe, dont la conséquence est de dimifauesurface verte, y est comparée aux
manipulations chirurgicales effectuées sur lesllg=iR et 3 en 2007 (chapitre I). L'ablation,
de ces feuilles supprimait une source consequéateté et de photosynthese pour le grain,
tandis que leur emballage diminuait la photosyrdhas méme titre que I'ablation, mais
accroissait brutalement et transitoirement la cigpbté en azote remobilisé.

Du point de vue des flux de MS, la diminution deface verte est beaucoup plus progressive
en 2008 qu’en 2007. Cependant si I'on intégre lesures sur la période de remplissage, les
effets sont tres comparables: le cumul de PARdefee diminue de 20 a 40% en 2007, de 22
a 38% en 2008. Cette diminution suffit les deuxémma expliquer la baisse d’assimilation
nette intégrée pendant le remplissage. Ni en 200&n 2008 les modalités expérimentales
n'entrainent de variation de la RUE. La MS finalesdyrains est affectée les deux années,
mais les manipulations de 2007 se traduisent parhaisse significative de la vitesse de
remplissage des grains, alors que ce n'est paadesg 2008. Cela pourrait résulter d’'une
diminution de surface verte trop progressive er8288ur mettre en évidence des différences
significatives.
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Du point de vue des flux d’azote, la comparaisancesnpliquée par I'existence en 2008,
mais pas en 2007, d’'une absorption post-floraisgmgignificative chez les témoins. L'un des
effets de la maladie en 2008 est précisément uissebtres significative de I'absorption. Or
nos mesures ne permettent que des bilans entéeesitsortie d'azote depuis chaque organe.
On est donc dépendant des hypotheses formuléds spartition de cet azote nouvellement

absorbé.

Tableau 4-13 Comparaison des variations par rapport au témoig dements déterminant les flux
de carbone et d’azote dans les grands processisofption, remobilisation, remplissage), ainsi que
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des marqueurs du métabolisme azoté au cours désiexpes de 2007 et 2008.

Ablation 2007

Emballage 2007

Maladie 2008

Surface vertes et
Chlorophylle

Suppression des
feuilles manipulées;
pas d’effet sur les
autres feuilles

Chute rapide chez les
feuilles manipulées;
pas d'effet sur les
autres feuilles

Diminution lente chez
les feuilles atteintes;
pas d'autres feuilles

Eléments du métabolisme carboné

Interception (cumul

remobilisation et
résidu des feuilles
Remobilisation
des autres p.vég.
Vitesse N grains

N final grains

Constante

Diminution immédiate

Diminué

résidu légérement
augmenté
Retardée (tige+gaineg
ou constante
Constante

Constant

endant le Diminution Diminution Diminution
penda de 20 & 40% de 20 4 40% de 22 &38%
remplissage)
RUE pas d'effet: 3,5 g/MJ pas d'effet: 3,5 g/MJ gafet: 3,2 g/MJ
MS finale pa diminuée diminuée diminuée
Vitesse MS pa diminuée diminuée diminuée
MS finale grains diminuée diminuée diminuée
Vitesse MS grains diminuée diminuée constante
Eléments du métabolisme azoté
Absorption Nulle donc pas d’effe Nulle donc pasftét diminuée
. Suppression des V trés accélérée des| V accélérée des feuillels

Vitesse de . S . NS : )

S feuilles manipulées; feuilles manipulées; atteintes;
remobilisation L L : .

; V diminuée des autres V diminuée des autres pas d'autres feuilles
des feuilles . .
feuilles feuilles

Arrét de la Feuilles supprimées Arrét tres précoce Arrét précoce;

résidu trés augmenté

s) Constante

ante (au début)

Diminué (arrét précoce
et progressif)

Marqueurs du métabolisme N dans les feuilles embaks (2007), ou malades (2008)

Nitrates
A aminés
Protéines
NR

GS
GDHd

GDHa

Endoprotéases

Constants
Pic transitoire
Diminue
Nulle donc pas d’effet
Diminue
Diminue

Pic transitoire

Augmente

Constants
non déterminés
Diminue
Diminue
Diminue
Diminue
Stable (diminue
chez témoin)
Augmente précocement

puis rattrapé par témoi

=}
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En 2008, la cinétique de vidage des feuilles narées montre trois périodes. Pendant la
premiére I'azote est identiqgue a celui des témtiatés. Pendant la deuxiéme période les
feuilles malades se vident plus vite que les témdinfin la troisieme période correspond a
un blocage de l'azote dans les tissus nécrosémtéarésiduel étant finalement nettement
supérieur a celui des témoins. La diminution pltscpce du contenu en azote des feuilles
malades en période 2 de 2008 ressemble au casudissfemballées de 2007. Cependant en
2007 l'azote du reste de la plante augmente alansitoirement par rapport au témoin, et ce
surplus d’azote disponible est stocké dans les tayaines. En 2008, I'azote du reste de la
plante n'est pas augmenté par la maladie des dsyitlar le surplus d’azote libéré par les
feuilles malade est compensé par la baisse d'atisorpar la plante. De fait I'azote du
compartiment tige+gaines n’est absolument pas t&ffegar les maladies des feuilles. On peut
donc faire I'hypothése que le bilan plus favoraties feuilles traitées vient de ce qu’elles
remobilisent autant que les malades, mais compens#re remobilisation par I'incorporation
d’azote nouvellement absorbé. Les plantes a feudlaballées de 2007 comme les plantes
malades de 2008 en période 2, présentent uneeviieseemplissage N des grains identique a
celle des témoins correspondants.

Plus tard, vers la fin du remplissage, I'emballaigs feuilles augmente un peu leur azote
résiduel, mais les quantités concernées restetigealles par rapport a la plante entiére et
'azote final des grains reste comparable a ceks temoins. Au contraire, les feuilles
malades conservent une partie importante de leate apui reste bloqué en période 3 de la
maladie, et ce blocage peut étre mis en relati@t & rendement N plus faible des plantes
malades. L'effet de la maladie pour le reste delémte en période 3 de 2008 est plutot
comparable a celui de I'ablation de feuilles en20fans ce cas, on constate une réduction
immédiate de la vitesse de remplissage N des gr@ams’'est pas le cas en 2008, sans doute
parce que la transition de la période 2 a la péribd’effectue a des moments différents selon
I'étage foliaire, et plutét en fin de saison. C'psur cela qu’'on a constaté un arrét progressif
du remplissage entre 550 et 750 djA, plutdt qu'dimeinution brutale de sa vitesse.

Pour finir on va reprendre I'ensemble des compargi®ntre les deux années 2007 et 2008 et
construire un schéma interprétatif des flux d’azeére organes. La présence de septoriose
n'est jamais accompagnée d’'une modification daésolution de I'azote des autres organes
végetatifs. Bancadt al. (2008) avaient fait les mémes constatations elysara la variabilité
interannuelle d’essais beaucoup moins variés #taigon. Cela suggére que la vitesse de
remobilisation d’azote de chaque organe est prebadmt fixée précocement a I'échelle du
brin. Cette vitesse étant fixée, I'apparition pexgive d’'une surface malade ne la modifie
pas. Par contre la maladie affecte les cinétiqiaemote des feuilles atteintes et la décroissance
de I'azote foliaire est plus précoce chez les plamion traitées. Cela aboutit a un maintien de
la vitesse de remplissage N des grains pendaptlésdes 1 et 2 de la maladie. La fourniture
d’azote aux grains n’est affectée que tardivementgue I'azote foliaire est bloqué dans les
tissus nécrosés. On retrouve ici aussi la littéeatintérieure (Bancat al, 2008; Bancal et
Huet 1998; Garret al, 1995; Roberet al, 2004b). La diminution précoce de teneur azotée
des feuilles malades peut étre comprise en termeebildn. Avant la nécrose totale des
feuilles, I'évolution de leur contenu en azote ti&sdu bilan net entre une entrée d’azote issue
de I'absorption post-floraison et d’'une sortie @te la remobilisation vers les autres organes,
en particulier les grains. On peut donc formuléryfiothése que chez les plantes saines,
I'absorption post-floraison est incorporée dans flagilles. L'effet de cette incorporation
s’oppose a celui de la remobilisation, avec pounséquence le bilan net positif parfois
observé jusqu’a 200 djA. Chez les plantes mald@dssorption est beaucoup plus faible, ce
qui aboutit & un bilan rapidement négatif de I'ezdes feuilles atteintes, sans modification de
leur flux d’exportation. A I'échelle macroscopigue, septoriose jouerait donc précocement
sur l'absorption d’azote post-floraison, puis sa #étention d’'azote dans les tissus
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prématurément nécrosés par la maladie. La maladigait par contre pas d'effet sur la
vitesse de remobilisation d’azote, ni par les 8satieints ni par les autres. Le suivi d’azote
marqué dans la plante malade pourrait confirmee dgtpothése. On peut déja noter que la
pente de la relation entre chlorophylle et azotmife n’'est pas affectée par la présence de
maladie, ce qui va dans le sens d’'une vitesse ditaion de I'azote des feuilles inchangée
par la sénescence qu’elle soit naturelle ou d@esptoriose. En 2007, on n’a observé aucun
effet de I'ablation ou de I'emballage sur les asifi@illes non manipulées, ce qui suggére une
fois encore l'indépendance des différents organssawvis de leur remobilisation azotée.
Dans le cas de plantes malades comme en 2008,ed@8an d’activités enzymatiques sur les
tiges et les gaines pourraient étre effectuées pednercher de petites variations de
métabolisme azoté, mais cela n'a pas été le casrddre travail.

Un dernier point doit étre clarifié: on a parlé diex azoté internes a la plante, mais qu’en
est-il de I'exportation par la sporulation du chagmon ? Les chiffres présentés dans ce
chapitre indiquent que les pertes d’absorptioneetesthdement azoté sont en moyenne de 2,3
et 6,7 mg/brin, on en déduit par différence I'ordiee grandeur de I'azote exporté dans les
spores, soit 0,7 mg/brin. La littérature ne rapp@as d’'ordre de grandeur pour la septoriose.
Dans le cas de la rouille brune Roleral. (2004a) indiquent une teneur azotée des spores de
I'ordre de 3,6 %MS et une masse émise estimée lgupse% du rendement. Dans notre cas,
cela représenterait quelques mg/brin, donc leégeresupeérieur a notre estimation de 'azote
exporté dans les spores de septoriose. Ce chifien entendu trés approximatif, est
comparable a I'erreur expérimentale. On peut denglgliger sans invalider notre conclusion
qui demanderait a étre vérifiée par exemple surpplements sans absorption d’'azote
pendant le remplissage du grain.

Les résultats suggeérent que dans la plante maladerome dans la plante saine, la vitesse
de remobilisation de I'azote foliaire serait fixéeprécocement et que les modification
source-puits ultérieuresvia des stress biotiques ne 'affecteraient pas ou peu

)

2. Comparaison plantes saines et malades: le formiinement azoté des feuilles atteintes
par la septoriose est-il tres modifié par rapport ax feuilles saines ?

La section précédente a abouti a la conclusionl@f@nctionnement N du reste de la plante
n'est pas affecté par la maladie des feuilles, ainsnjusqu’au blocage de I'azote dans les
tissus nécrosés. Cette proposition repose sur dimgse que la feuille malade continue a
exporter son azote a un rythme inchangé malgrédgression de la maladie. On va donc
chercher ici a préciser le fonctionnement de ldleemalade, notammenia nos analyses de
marqueurs du meétabolisme N, et en utilisant enaoeefois le parallélisme entre les feuilles
malades de 2008 avec les feuilles emballées de 2007

Les activités liees a l'assimilation d’azote (GS @DHd) s’effondrent dans les feuilles
emballées de 2007, tout comme elles diminuent pefnent dans les feuilles malades de
2008. En 2008, ces activités peuvent étre misegettion avec l'azote foliaire soit
ponctuellement, soit aprés intégration sur toutelaplissage. Dans les deux cas, la relation
est la méme chez les plantes malades et les tém@mgpeut en conclure que ces deux
activités enzymatiques sont des marqueurs de B&taenescence des feuilles quelle que soit
I'origine de cette sénescence (naturelle, pathqglagiou chirurgicale). Le contenu en nitrates
(Meyer et Stitt,2001) et I'activité NR (Kichet al, 2006, 2007) sont classiquement reliés a
'assimilation d’azote, mais ne sont pas modifiés 2007 parce que les conditions
expérimentales placent ces deux indicateurs a erdtabsence d’absorption post-floraison.
En 2008, la maladie n’a d’effet visible qu’a pade la période 2, alors que I'activité NR est
sur le point de s’achever. On a quand méme le tedepgoir que la NR diminue dans les
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feuilles 2 et 3, les plus précocement atteintes. Wzgiations d’activités enzymatiques et de
contenu en métabolites vont donc dans le mémeqenges conclusions faites sur les flux:
les autres organes ne ‘voient’ pas que les fewsibed malades, et les activités d’assimilation
d’azote chutent prématurément chez celles-ci.

Enfin on a aussi caractérisé des activités enzguedi marqueurs de la remobilisation de
'azote (GDHa et endoprotéases). Ces activités antgnt par rapport aux témoins dans les
feuilles emballées en 2007 comme dans les feuilatades en 2008. Ce point est en
contradiction avec (1) leur exportation finale aitz moindre, (2) notre hypothése que les
activités de remobilisation ne sont pas affectémsl@ maladie, et (3) la conclusion des
chapitres Il et lll comme quoi la sénescence apioast que marginalement affectée par la
maladie. La contradiction est d’abord un probléeméhiklle: c’est le comportement de la
feuille entiere qui ne change pas ou peu. Puisgsezdnes sont inactivées par la nécrose, il
faut bien que d’autres soient suractivées. Cepédmulaaque la sénescence apicale n’est que
marginalement affectée par la maladie, on peutosclare que le catabolisme N reste sous
contréle méme dans la feuille malade.

Les mesures ponctuelles d’activité chez les témpiésblissent cependant pas de relation
claire entre les endoprotéases et I'azote de ddesa surface verte ou sa chlorophylle. Cela
suggere que contrairement aux enzymes d'assimilal®l’azote, I'activité endoprotéase ne
dépend pas de I'état N de la feuille. Dans le eadsDHa, on observe des corrélations assez
mauvaises, ce qui pose le probleme de leur validté effet les GDH sont des enzymes
réversibles (Aubertet al., 2001; Oaks, 1995), et leur sens aminant ou désenniast
seulement une orientation préférentielle (Masclammm.pers.). Autrement dit les mesures
de GDHa sont fatalement ‘polluées’ par les enzy@bP$id et vice versa. Bref il est possible
qgue la faible corrélation constatée entre GDHatat @de la feuille soit un artefact lié aux
GDHd. Quoi qu'il en soit, l'activité GDHa peut étrapprochée des endoprotéases parce que
ses mesures ponctuelles d’activité sont mal pregige I'état de la feuille. Ces constatations
faites sur les feuilles témoins s’appliquent asssiles feuilles malades.

Si on integre l'activité de la GDHa et des endogases sur tout le remplissage, on constate
alors une corrélation avec I'azote remobilisé pafeluille pendant cette période. Il s'agit la
sans doute d'un simple probleme de taille d’'orgamee grosse feuille remobilisera plus
d’azote et utilisera pour cela plus d’activité emzgique. Il est intéressant de constater qu’on
obtient la méme pente pour la relation entre aésvintégrées et azote chez les plantes saines
ou malades. Le maintien de la pente suggére quadidtés mesurées dans les feuilles
malades ont encore quelque chose a voir avec cesjubbservé chez les témoins. Mais
d’autre part les feuilles malades présentent ualdge d’origine tres important par rapport au
témoin. Dans un premier temps on a pensé que puisgpartie de 'azote est bloqué dans
les feuilles malades, la relation s’appuie uniquatm®ur I'azote ‘actif’. Cependant cette
hypothese doit étre rejetée pour deux raisond.¢Inéme phénomene de décalage d’origine
entre feuilles traitées ou non s’observe si on emetelation les activités intégrées avec la
chlorophylle ou la surface verte. Or il y a blocatjazote, mais pas de chlorophylle ou de
surface verte. (2) Si on quantifie le décalageidioe, on constate qu’il correspond a environ
7 mg d’azote foliaire, deux fois plus que la quigngffectivement bloquée.

Il n’est pas impossible en fait qu'une partie de aetivités enzymatiques ne proviennent pas
de la plante, mais du champignon (Snoeigtrsal, 2000). Nos méthodes ne font pas la
différence entre enzymes d’origine fongique ou talgé Cette hypothese peut s’appuyer sur
le fait que les activités endoprotéases augmendtenta période 1, avant méme que les bilans
N des feuilles ne changent (mais alors que deseplalg nécroses ont déja commencé a
apparaitre). Dans la relation entre azote de ldldeet activité intégrée, la présence d’'une
activité fongique se traduirait par un décalageidine sans modification de la pente, mais
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avec une augmentation du bruit lié a la variabdéda maladie. Ce dernier point demanderait
a étre vérifié par des mesures plus nombreusesaii@s dont nous disposons.

Si les enzymes du catabolisme N sont fortementiteslpar la maladie (Pageatial, 2006;
Perez-Garciat al, 1998; Tavernier et al., 2007), voire synthétisgasle champignon lui-
méme (Snoeijerst al, 2000), on peut se poser la question de leur im@ata vu que, avec
de larges variations liées a la variété et a I'lT&hsence de traitement induit un blocage dans
les feuilles nécrosées de 3,6 mg/brin en moyermie28 a 50% de I'azote remobilisable chez
les témoins. On pense généralement que l'azotblegtié dans des tissus morts (Bancal et
Huet, 1998; Garret al, 1996; Roberet al, 2004b; van den Beret al, 2007), mais il est
possible aussi qu'il ait été incorporé dans le riyog (van den Bergt al, 2007) aprés avoir
éte libéré par les endoprotéases et la GDHa. Nawsms pas connaissance de quantification
proposée par la littérature a ce sujet, mais dsgi@vernieret al. 007), le champignon
Colletotrichum lindemuthianumatilise préférentiellement la glutamine libérée fEharicot
gu'il infecte. Selon notre hypothese, il y auraénd les zones non infectées de la feuille
malade une large augmentation de la disponibilitéaeote ! Cette hypothése paradoxale
expliquerait pourquoi (1) la sénescence apicalestnipie marginalement affectée par la
maladie et (2) les métabolismes d’absorption etgifailation s’effondrent. Le maintien de la
vitesse d’exportation d’azote remobilisé seraitsaes bon accord avec les observations de
2007 ou on a bien noté qu’un surplus d’azote diggpeme se traduit pas par une modification
de leurs exportations vers le grain.

En perspective, I'infection de plantes en I'absed@dsorption post-floraison permettrait de
confirmer cette analyse dans un cadre plus sinxe. hypothéses sur I'implication directe
du champignon dans I'’émission d’activités enzymedgjdu catabolisme N et dans le blocage
de I'azote ainsi libérés ne pourront étre testéespar les outils de la biologie moléculaire, et
en particulier la gPCR (Guet al, 2006). L'idée d’une large disponibilité en azdens les
feuilles malades est confortée par 'augmentatied’@mmoniac et des acides aminés dans
ces tissus rapportée par la littérature (Solorbal, 2003; Walters et Bingham, 2007). On
pourra aisément la vérifier sur le reliquat de édsantillons.

Les résultats suggerent que dans la feuille malade métabolisme d’assimilation d’azote
est prématurément remplacé par un métabolisme de déadation. Le maintien des
vitesses de sénescence apicale et d’exportation &r fia feuille pourraient étre expliqué
en supposant que 'augmentation du catabolisme N nduit a une large disponibilité en
azote dans la feuille malade. Celle-ci expliqueraitussi la disparition des activités
d’assimilation d’azote.
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Conclusion générales et perspectives

Ce travail se trouve au carrefour des disciplinésabhysiologie, d’agronomie et de pathologie
végetale. L’équipe ou il a été réalisé cherche détiger les interactions plante x pathogenes et
notamment & évaluer la nuisibilité quantitativeqetlitative des maladies foliaires du blé.
L’objectif a court terme de mon travail était deenm comprendre I'impact de la septoriose,
causée par un champignon hémibiotrollycosphaerella graminico)a sur le remplissage
d’azote chez le blé tendre. A plus long termeivisa pour alimenter un modele de flux d’azote
dans les plantes malades.

L’hypothése centrale de I'équipe est que la comgméion des flux d’azote dans les plantes
malades doit passer par la compréhension de leudatéon dans les plantes saines. Par
conséquent, mon travail repose sur I'hypothése lgserelations de cause a effet entre le
métabolisme azoté et la sénescence foliaire senimémes chez les plantes saines et les
malades.

Chez une plante saine, la sénescence des pargjétaiees permet le remplissage des grains en
azote grace au processus de remobilisation. Cepenetie sénescence aboutit aussi a détruire
les capteurs de la plante et donc a limiter I'asijon de nouvelles ressources (assimilation
nette de carbone et absorption post-floraison d&gzda bibliographie penche plutdt pour un
déterminisme de la remobilisation par les sourcesis dont les détails sont mal connus.
D’autre part, la maladie entrainant une dégradgti@toce des surfaces vertes, source d'azote
importante, il restait a évaluer dans quelle mesanggulation du remplissage était affectée
dans ce cas. Enfin dans une perspective de maugtiske la nuisibilité, le lien restait a établir
pour aller de I'expression de symptémes, variablsattie des phytopatologistes a la baisse de
surface verte, variable d’entrée des écophysidieslis

Cette these comporte quatre chapitres.

» Dans le premier chapitre, des traitements chirargic(ablation ou emballage de feuilles)
ont été appliqués a des plantes saines pendaemiglissage. Les conditions étaient telles
gue l'absorption post-floraison était négligeab®gai a permis de se focaliser sur les flux
de remobilisation. Les traitements appligués repigeht de facon extrémisée les
perturbations apportées par la maladie: blocagkadete de certains tissus (ablation) ou
sénescence accelérée (emballage). L’ablation demiaudisponibilité en azote dans la
plante, ce qui n’est compensé par aucun autre ergagetatif, ni d’apres les bilans d’azote
totaux, ni au vu du métabolisme N dans les tidseigésultat est une diminution immédiate
de la vitesse de remplissage correspondant au dauxemobilisation que les organes
supprimés subissent chez les témoins. L'emballagkeeche une sénescence accélérée des
feuilles concernées. Les perturbations du métahelidN ressemblent extérieurement a
celles qu’on constatera chez une feuille maladegitte 1V). Pour la plante il s’ensuit une
augmentation temporaire de la disponibilité en ezdfependant cette disponibilité
supplémentaire ne bénéficie pas aux grains dorgnglissage reste inchangé par rapport
aux témoins. Le surplus temporaire d’azote estécgghporairement par les tiges et gaines
dont la sénescence est legerement retardée. Cierelmmfirme donc que le déterminisme
du remplissage est piloté par les parties végéstimais celles-ci ne se comportent pas
exclusivement en source. D’autre part la littératoe proposait que des conclusions basées
sur des bilans, alors que mon travail s’est ing&es des flux et a suivi en dynamique les
conséquences de leur perturbation. En absenceoddios la vitesse de remobilisation
semble définie au niveau de chaque organe indépendat de la disponibilité en azote. La
facon dont cette vitesse est fixée nécessiterditavail complémentaire.
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> Dans les deux chapitres suivants, on a suivi lévmh de la surface verte de feuilles
septoriées, en distinguant la sénescence apicatelléesituée autour des sites d’infection.
La littérature aboutit a la conclusion générale lgusénescence est accrue par les maladies
foliaires. Toutefois, ce résultat est déduit debdasse de surface verte, ce qui préte a la
confusion entre les symptomes de la maladie, strt@scence naturefper se Ceci souléve
la question de la notation de la maladie d’'une pades origines de la baisse de surface
verte d’autre part. Les deux chapitres centraumdethése sont construits sur I'hypothese
gue trois types de sénescences sont juxtaposésestieziilles malades. (1) Autour des sites
d’infections, la transition nécrotrophe du champigraboutit a I'apparition d’une zone
nécrosée développant des pycnides. (2) Les plageériescences débordent de cette zone a
pycnides, ce qui suppose I'existence d'une sénesciexcale induite. (3) Enfin ces feuilles
restent soumises a la sénescence naturelle, quilebgraminées progresse a partir de la
pointe des feuilles (sénescence apicale). En iaotd la base des feuilles on peut donc
supposer que leur sénescence apicale reste indéeffed direct du champignon. L'objectif
central des chapitres Il et Il est 'analyse condéeades différents types de sénescence. Ces
chapitres comparent des inoculations en conditonsrélées (chapitre 1), et I'évolution de
la maladie au champ, soit aprés inoculation, smit’gpidémie naturelle (chapitre Ill). Dans
le chapitre Il on a fait varier l'intensité de laatadie en jouant sur les combinaisons
géneétiques entre variété de plantes et isolathaegignon. Dans le chapitre Il c’est plutot
la gamme de sénescence apicale qu'on a explorgauant sur la conduite agricole des
couverts infectés. Dans les deux cas, la sénesagpicale semble peu et tardivement
affectée par la maladie. Les effets ne semblent gigsificatifs dans I'expérience en
conditions contrdlées, tandis qu'au champ, lesétations obtenues sont faibles de I'ordre
de r2 = 0,3 et les pentes peu importantes. On gibwonc négliger I'effet de la maladie sur
la sénescence apicale, du moins avant la coalescdes surfaces malades avec la
sénescence apicale. Cela simplifierait considénadahe les perspectives de modélisation,
car la sénescence apicale est celle qui est l@eegmobilisation d’azote par la feuille. Donc
si la sénescence apicale n'est pas affectée paalzdie avant la coalescence, cela suggére
gue les flux d’azote remobilisés depuis une feuilfectée sont équivalents a ceux d’'une
plante saine. L'importance de la surface maladeterviendrait que tardivement, quand
celle-ci coalesce avec la surface apicale: il esbgble que c’est le moment ou I'azote des
limbes reste bloqué (voir conclusion sur le chapit).

Plus d’information reste cependant requis sur léwon de la surface malade. En effet,
aussi bien les bilans d'azote en dépendent, massi das flux de carbone qui sont
directement liés a la baisse de surface verte.ddéosées indiquent que la surface malade
S’ajuste soit a une exponentielle en épidémie vH&yrsoit a une sigmoide apres
inoculation. Dans ce cas la zone finalement comamest toujours Iégérement supérieure a
la zone inoculée, ce qui suggere que l'influencelampignon ne s’étend qu’assez peu au-
dela des sites d’infection. Nos photos de feuitlesnous permettent pas de distinguer la
zone a pycnides de la sénescence locale induitéa Bibliographie suggere que ces deux
éléments de la surface malade ont un déterminisfferesht. Notre travail demanderait
donc a étre prolongé en utilisant des photos aehaésolution et des dosages de
champignon par gPCR.

» Dans le dernier chapitre, on a tenté de caractdaseétabolisme de la feuille malade et ses
répercussions sur les flux dans la plante entigérg’appuyant sur la comparaison avec les
données du chapitre I. D’aprés I'évolution de saote, on a d'abord distingué trois
périodes dans I'évolution d’'une feuille infectéenBant la premiére période, bien que la
surface verte commence a décroitre, 'azote ne kemds encore affecté. La deuxieme
période correspond a une baisse du contenu en destéeuilles malades nettement plus
rapide que chez le témoin. Enfin la troisieme plioorrespond a un blocage d’azote dans
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la feuille malade, alors que le témoin continues &igler jusqu’a atteindre des résidus tres
inférieurs en fin de remplissage. Le traitementviddiel de tous les étages foliaires, montre
gue ces différentes périodes sont légerement decaldtre feuilles, comme le sont maladie
et sénescence apicale. La vitesse de remplissaggraies ne semble pas affectée pendant
les deux premieres périodes, car I'accélératiomidage des feuilles malades coincide avec
une diminution équivalente de l'absorption par fdantes. Le passage des feuilles en
période 3 s’accompagne d’un arrét du remplissage plogressif et plus précoce que chez
le témoin. Ces résultats suggérent que dans laephaalade comme dans la plante saine, la
vitesse de remobilisation de I'azote foliaire Sefiaee précocement et que les modifications
source-puits ultérieurega des stress biotiques ne l'affecteraient pas ou peu

Une originalité du chapitre IV réside dans le sud@s activités des enzymes majeures
caractérisant I'assimilation et la remobilisaticazibte afin de fournir une description plus
fine du flux d’azote a partir des différents éta@mmires en post-floraison. La perturbation
métabolique la plus précoce est une augmentatieneteloprotéases (fongigues et/ou
végetales) dés la période 1. On observe ensuite ldarfeuilles malades en période 2 une
transition précoce d’un métabolisme orienté veasdimilation d’azote a un métabolisme
orienté vers la dégradation. Les données métalesiqanfirment les observations tirées des
bilans d’azote totaux. C'est la disparition de ftheité NR qui entraine l'arrét de
'absorption et explique la chute de la teneur @ ajui caractérise la période 2. Le maintien
des vitesses de sénescence apicale et d’exportidtipar la feuille malade malgré sa
réduction de surface verte pourrait étre explignésapposant que l'augmentation du
catabolisme N conduit a une large disponibilitéaeate dans la feuille malade. En effet on
a vu au chapitre | que lorsque la disponibilitétéeaugmente, la vitesse d’exportation reste
constante.

La transition vers la période 3 s’accompagne d'locdge d’azote important dans les
feuilles. Les données du chapitre | indiquent ga’'g@nescence trés accélérée (dans le cas
des feuilles emballées) augmente a peine le rémiduemobilisé. Donc on peut exclure que
le blocage d’azote dans les feuilles malades go# leur accélération de sénescence. Une
hypothése serait que cet azote ne soit pas resalldi par la plante parce gu’il a été
assimilé par le champignon. On pourrait vérifiettedypothése en réalisant des dosages
comparatifs de I'azote résiduel dans la zone matadeomparaison de la zone morte par
sénescence apicale.

Du point de vue méthodologie, une perspective @sante, a court terme, serait de revisiter
les archives de photos de feuilles malades scar{agpsrimentations de MO. Bancal depuis
1995) notamment pour les trois dernieres feuilles sont trées importantes pour le
remplissage du grain et dont une ébauche de réseka déja fournie dans ce travail. Cette
procédure permettrait de s’assurer au niveau dpldate que la transition en période 2
s’'accompagne systématiquement de l'arrét de I'qhisor, et au niveau de la feuille que la
transition en période 3 coincide avec la coaleszées surfaces mortes.

Dans cette méme ligne, une autre perspective wgestt’amélioration du dispositif de prise
de photos pour une meilleure netteté pour pouvsimdjuer les pycnides. Cette méthode sera
complétée a long terme par des qPCR, qui est feriegorrélée au nombre de pycnides, sur
des échantillons de feuilles malades, afin de powhorder la question du déterminisme des
deux types de surfaces malades, a pycnides ou non.

L’amélioration du dispositif expérimental pour Kioulation au champ s’impose aussi, afin de
mieux rapprocher les témoins des plantes maladas. @@ncerne aussi bien I'’hétérogénéité
de la parcelle, qui perturbe la comparaison de ztnagtées ou non par les fongicides, que les
conditions d’inoculation suspectes d’effets indaislies sur la sénescence foliaire.
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Concernant le dosage de marqueurs métaboliquagreBaexpérimentations sont nécessaires
pour confirmer les résultats obtenus. Dans ce m@mtexte, nous avons dosé I'activité de la
GS totale, alors que la remobilisation N est cégéhvec la GS1. Par conséquent, il serait
judicieux de compléter ces dosages par une nortiletpour analyser les ARNm de la GS1.
Enfin, une derniere perspective a long terme senaadéliser le flux d’azote chez les plantes
malades en tenant compte de la non-accélératiorladeénescence apicale, et aprés
confirmation des résultats obtenus sur les actiweiézymatiques. Cette modélisation sera le
moyen d’hiérarchiser les processus impliqués diraent ou indirectement dans la réponse a
la septoriose.
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ABSTRACT

Grain filling regulation is disturbed when late crop management or pest attacks
occur, because of source/sink ratio variation. In order to strongly modify fluxes of
remobilized nitrogen (N) during grain filling, leaf blades 2 and 3 were either
wrapped with aluminium foil or cut one week after anthesis. The evolution of green
area, dry matter (DM), and N in all organs were followed from heading to full
maturity in wheat crops managed under two levels of N fertilization in field.

Both leaf treatments resulted in an immediate two third loss of green area, without
affecting either the green area of untreated leaves (flag leaf and lower leaves) or
their green duration. Net assimilation rate was also reduced similarly, and grain DM
filling rate declined immediately to the same extent.

N uptake was very low in control and not affected by leaf treatments, which
differed in the fate of remobilized N from leaf blades 2 and 3. This N was 15% of
final grain N in control; it was lost in cutting treatment, whereas N from wrapped
blades was suddenly released and accumulated in stems and sheaths. Conversely
these organs didn’t compensate for the lack of remobilized N from cut leaves.
Therefore grain N filling rate remained unchanged after wrapping treatment as
compared to control, while it was immediately reduced after cutting treatment. It is
concluded that grain filling by remobilized N was up-regulated by stem and sheaths,
without on-line control by grains.

INTRODUCTION

Grain protein content (GPC) is one of the main determinants of wheat international market
price. Late nitrogen (N) fertilization is the common practice used to produce a high GPC.
However this goal can be achieved only by ensuring crop protection through high levels of
pesticides. A major challenge of modern agriculture is to limit the excessive use of chemicals
and at the same time to improve grain quality without affecting yield. Attention should thus be
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paid to N remobilization, the process by which nutrients are translocated from vegetative
organs to grains during the post-anthesis period. In wheat, up to 60-90% of grain nitrogen is
provided by N remobilization during grain filling, while a lesser fraction comes from post-
anthesis N absorption (Kichey et al., 2007). Thus, it is clear that N remobilization is highly
involved in grain filling, but it is disturbed when late crop management or pest attacks occur
{Bancal er al., 2008).

Late foliar diseases indeed primarily induce early green surface inactivation, but perhaps also
an accelerated senescence of surrounding tissues, thus temporarily increasing N availability
and severely affecting source/sink ratio in crops. Late fertilization effects are not straighter, as
vegetative organs are not only sources, but also temporary sinks. Indeed "°N labeling studies
indicate that N absorbed after anthesis is competitively incorporated in vegetative parts
(Oscarson, 1996; Kichey et ai., 2007). Late fertilization commonly results in a delayed (Martre
et al., 2006) or reduced N remobilization (Gooding er al., 2007). To improve plant N economy
it is thus needed to clarify the relative roles of vegetative organs as both source for N
remobilization and temporary sink for N either derived from senescing tissues or from late N
uptake. However, N fluxes changing with time should be studied, not only N balances from
anthesis to maturity.

In many previous works that dealt with manipulating sinks or sources, only the source/sink
ratio was considered, assuming that a reduction of source availability was equivalent to an
increase of sink demand and reciprocally. However, according to Bancal & Soltani (2002}, the
response curve relating sink and source activities is non linear, and consequently the
source/sink ratio could be a misleading index. Therefore sinks and sources should be
manipulated independently. This paper studied the regulation of grain N filling, avoiding any
variation in post-anthesis absorption while varying N availability through manipulating N
remobilization of vegetative plant organs. This was achieved by wrapping or cutting both
second and third leaf blades at the start of rapid grain filling. These two leaves were important
sources for both dry matter (through photosynthesis) and N (through remobilization) during
grain filling. Leaf cutting resulted in the sudden loss of these sources, whereas leaf wrapping
induced an accelerated senescence of tissues, and thus a temporarily exaggeration of these
sources. However, other vegetative plant parts, such as the first untreated leaf, the stem and the
chaff might counteract the induced variation in N availability, the extent of which was
estimated in this study.

MATERIALS AND METHODS

Field experiment

Winter wheat (Triticum aestiviem) cv. Cap Horn was sown on October 26", 2006 in an
experimental field of INRA at Thiverval-Grignon, France at a density of 250 seeds /m? Two

levels of nitrogen fertilization were applied before flowering thus leading to a nitrogen
nutrition index (NNI) at 0.5 and 0.8 respectively around anthesis. Six treatments were
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conducted, where a treatment is a combination of two factors: nitrogen fertilization and abiotic
stress applied post-anthesis (leaf wrapping, partial defoliation or control).

Leaves were numbered downward from 1 to 4. On May, 230 2007 (121 °Cd after anthesis),
300 shoots per treatment were tagged based on their ear length close from the main shoot
average, as previously measured in plots. Then, treatments were applied: leaf blades 2 and 3
were either wrapped in aluminium foil, or cut at the ligule, or saved as control.

Plant sampling and assessments

Fifteen plants were sampled weekly from heading (-79 °Cd) to full grain maturity (949 °Cd)
and shared into three replicates, from which organs were separated in leaf blades, stems plus
surrounding sheaths, and ears. The leaf blades, when still green, were scanned and then total
and green leaf areas were measured by image analysis. The leaf blades were recuperated and
lyophilized. Ears were also lyophilized, whereas the stems were oven dried. Dry matter (DM)
was weighed from all organs. Once ears had been lyophilized, chaff and grains were separated
and weighed, and grain numbers determined. Finally, all organs were lyophilized again and
ground to a fine powder in preparation for subsequent analyses of the total N content, using
the Dumas combustion method.

RESULTS

Evolution of green leaf area as well as DM and N amount in all organs were assessed from -79
°Cd till 949 °Cd. Two way ANOVA was calculated for each organ at each sampling date. The
effect of crop NNI was commonly very significant, while the effect of leaf trealments
appeared only in some cases (never before 138 °Cd, one day after they were done), and
interactions between crop NI and leaf treatments almost never occurred.

Green leafl area evolution

At anthesis, the green blade areas were 81 £ 5 em? per shoot in the NNI 0.5 plot vs. 105 + 4
cm? per shoot in the NNI (.8 plot, from which blades 2+3 contributed one half in both cases.
ANOVA (table 1) indicated that until 337 °Cd green leaf area remained significantly higher in
the NNI (1.8 plot than in the NNI 0.5 plot. At 138 °Cd, one day after treatment started, the
wrapped leaves not yet differed from the control. One week later, wrapped leaves had a
yellow-green color which was assessed as green by the image analysis; therefore no significant
difference to control appeared (Figure ). Later, green area in wrapped leaves decreased
sharply until 337°Cd, while it continued to decline smoothly until 720 °Cd in untreated leaves.
Therefore green area was significantly lower (P < 0.1%) in wrapped leaves 2+3 from 337 °Cd
to 599 °Cd (table 1). In the other, untreated, leaf blades (flag leaf and lower leaves) leaf
treatments of blades 2+3 had no significant effect (P > 1%) at any sampling date. Thus the
green duration of untreated blades was neither accelerated nor slowed down by both leaf
treatments.
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Table 1. Effect of NNI and leaf treatments on the evolution of green areas.

NNI Effect Treatment Effect Interaction NxT
Sampling
Date (°Cd) Greenarea  Greenarea  Greenarea  Greemarea  Greenarea  Green area

of blades of other of blades of other of blades of other
243 blades 2+3 blades 243 blades

_"Fl; oo e e I\S NS NS £
12 ¥ k% NS NS NS§ NS
138 ik ek NS NS NS NS
227 * ¥ NS NS NS NS
33? & 3 o e NS NS NS
470 NS NS wEE NS NS NS
599 NS #hk wE NS NS NS
720 NS NS NS NS NS NS
840 nd nd nd nd nd nd
949 nd nd nd nd nd nd

Multiple factor ANOVA was carried out at each sampling date fully crossing crop NNI (N) and leaf
treatment (T) effects. First order interaction between factors was examined (NxT). A probability lower
than 1% denotes a significant effect of a treatment or an interaction, with *; 0.1% < p <1%; **: 0.01% <
p < 0.1%; ***: p < 0.01%; NS denotes non significant effects. nd refers to data not available (green
areas later than 720 *Cd after anthesis).
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Figure 1. Evolution of total Green Area (GA) of the leaf blades in the NNI 0.5 plot (A)
and in the NNI (1.8 plot (B). Controls are indicated by filled squares. One week
after anthesis leaf blades 2 and 3 were either wrapped with aluminum foil
(open triangle or cut at the ligule (open circles). The GA of upper and lower
leaves (excluding blades 2+3) in control is reported by open squares. Arrows
indicated the time of treatments. Bars are standard deviations of plotted means
of triplicates
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Total above-ground plant parts

The DM of above ground parts was 2.9 + 0.2 g-culm” at heading and increased later,
becoming higher in the NNI 0.8 plot than in the NNI 0.5 plot from 337 °Cd (table 2). DM was
also higher in control than in leaf treated plants from 599 °Cd, without interaction between
NNI and leaf treatment. No significant differences were recorded between wrapping and
cutting treatment. In the NNI 0.8 plot, DM increased quite linearly from 138 °Cd to 720 °Cd
and a mean rate for net assimilation was calculated. This rate was statistically higher (P < 1%)
in control than in either wrag)ping or cutting treatment, which did not differ together (2.4 £ 0.3
vs. 1.8 £0.2 mg-culm™-°Cd"’, respectively).

Table 2. Two way ANOVA for the effect of NNI and leaf treatments on above ground DM and
N at the varying sampling dates.

NNI Effect Treatment Effect Interaction Nx'T
Sampling
Date (°Cd) Above Above Above Above Above Above
ground ground ground ground ground ground
DM N DM N DM N
-79 ' o T NS NS NS NS
12 NS otk N§ NS NS NS
138 NS rE NS NS NS NS
227 NS Hokk NS NS NS NS
337 * Hrk NS NS NS NS
470 NS F NS NS NS NS
599 ¥ ok * NS NS NS
720 ** ek % NS NS NS
84[} ok L+ * NS N S NS
949 * Rk * NS NS NS

At heading, the N amount in above ground parts was 29 + 1 mg-culm™ in the NNI 0.5 plot. It
was very significantly higher at 40 = 1 mg-culm™ in the NNI 0.8 plot (P < 0.01%), and this
difference was maintained until 720°Cd, when N in above ground parts stabilized. Conversely,
leaf treatments never had an effect (P > 1%), and no interaction was shown. Regression lines
of N with time were obtained from 138 °Cd until 720 °Cd, and statistical comparison of their
slopes did not indicate any significant effect of leaf treatments (P > 10%). The average rate of
net N uptake was therefore 8 + 1 pg-culm™-°Cd ™ in the NNI 0.5 plot vs. 10 1 pg-culm™.°Cd’
in the NNI (0.8 plot.
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Nitrogen amount evolution in vegetative parts

Within control plants, leaf blades 2+3 lost N quite linearly from 138°Cd to full maturty
(Figure 2A). The mean rate for remobilization was -6 + 0.2 ug-culm™'-°Cd™" in the NNI 0.5 plot
vs. -11+ 1 pg-culm™.°Cd™" in the NNI 0.8 plot. The direct N lack by cutting treatment on grain
filling was thus not negligible, representing 10 to15% of the final grain N. The N amount
decreased abruptly in wrapped leaves 2+3 from the start of treatment leading to a very
significant effect of wrapping (P < 0.01%) by ANOVA after 237 °Cd (table 3). Interactions
with NNI of the crop were observed only after 599 °Cd, when leaves were N-depleted. The
maximum rates of N remobilization occurred during the first week after wrapping: it reached
26 + 3 pg-culm™-°Cd™ in the NNI 0.5 plot vs. -41 + 2 pg-culm™-°Cd™ in the NNI 0.8 plot,
around four fold more (P < 0.01%) than in control. Therefore wrapping treatment resulted in
an earlier N release from leaves 2+3, thus increasing N availability in other plant parts. But
this enhancement was transient (figure 2A), as N amount stabilized rapidly in wrapped leaves
243, while it still declined at a constant rate in control. After 599 °Cd, control leaves were
slightly more N-depleted that wrapped leaves. Since the difference was significant only in the
NNI 0.8 plot, interactions were observed between NNI and leaf treatment (table 3).

Table 3. Two way ANOVA for the effect of NNI and leaf treatments on the evolution of N in
leaf blades 2+3, in mixed stem and sheaths, and in other vegetative parts (VP).

NNI Effect Treatment Effect Interaction Nx'T

Daie
(°Cd) Blades Stem+ Other Blades Stem+ Other Blades Stem+ Other

243 sheaths  V.P. 243 sheaths V.P. 243 sheaths V.P.

N N N N N N N N N
79 e R - NS NS NS * NS NS
12 e ek o sk NS NS NS NS NS NS
138 ok e HEE NS NS NS NS NS NS
7 . ok ko fkk sk NS NS NS NS
337 e ook e - - NS NS NS NS
470 ok sk e ok * NS * NS NS
500 e e ok Hkox *k ¥ NS NS *
770 ekt - s e NS NS #okk NS NS
R40) S Hgk *E ook NS * NS NS *
949 sk En * ok NS NS * NS NS
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Figure 2. Evolution of Nitrogen in leaf blades 243 (A), and in stem + sheaths (B) within
the NNI (.8 plot. Symbols are as in figure 1. No open circles could be plotied on
figure 2A after the cutting treatment was done

In stem and sheaths N was remobilized less rapidly after leaf wrapping (figure 2B), and its
amount was higher (P < 0.1%) than that of control from 227 until 599 °Cd. The N amount then
declined rapidly in stem and sheaths of wrapped leaf treatment, lastly stabilizing at the same
level as in the other treatments. Stem and sheaths could then be regarded as temporary
reservoirs for N released from wrapped leaves 2+3. Conversely stem and sheaths did not
compensate for the lack of remobilized N from cut leaves 2+3, as no difference was found to
control on any sampling date (table 3). The other vegetative parts (upper and lower untreated
leaf blades and chaff), were not significantly affected by treatments (P > 1%).

Grains

The effect of NNI on grain N was significant at each sampling date, while the effect of leaf
treatment appeared at 337 °Cd without interactions with NNI (table 4). Final grain N yield in
control was 28 + 2 mg-culm™ in the NNI 0.5 plot vs. 38 + 2 mg-culm™ in the NNI 0.8 plot,
respectively. N accumulated quite linearly in grains until 720 °Cd, and the mean grain N filling
rate was not different (P >10%) in control and wrapping treatment, at 36 + 1 pg-culm’-°Cd”
within NNI 0.5 plot vs. 51 + 1 pg-culm™°Cd™” within NNI 0.8 plot. In cut leave treatment,
grain N ﬁllinF rate was significantly lower than in control (P < (.01%) at 28 = 1
ug-culm™.°Cd" in the NNI 0.5 plot vs. 41 £ 1 ug-culm™-°Cd! in the NNI 0.8 plot. Thus cutting
leaves 2+3 likely reduced immediately the grain N filling rate whereas wrapping those leaves
did not have significant effect at any time on the grain N.

Unlike observed for N, no difference was identified throughout in grain DM between wrapped
and cut leave treatments. At 470 °Cd and later, the DM of grains from leaf-treated plants was
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very highly significantly (P < 0.01%) lower than that of control plants. The difference at
maturity reached 0.2 + 0.1 g-culm™ in the NNI 0.5 plot vs. 0.3 0.1 g-culm™ in the NNI 0.8
plot, respectively. In the 0.8 NNI plot, grain DM increased quite linearly from 138 °Cd until
720 °Cd, and grain DM filling rate was very significantly (P < 0.1%) higher in control than in
either cutting or wrapping treatment (3.8 * 0.1 vs. 3.2 % 0.1 mg-culm™.°Cd"). Thus the
decrease in rate of grain DM filling was the same as the decrease in net assimilation rate, what
was suggested by the absence of effect of leaf treatments on the DM of vegetative parts.
Actually apart of the grain, only the treated leaves 2+3 were significantly affected in their DM
by treatments. But DM variation in those leaves amounted less than 3% of final grain DM, and
therefore their effect on grain filling was not detectable.

Table 4. Two way ANOVA for the effect of NNI and leaf treatments on grain DM and N at the
varying sampling dates.

Sampling NNI Effect Treatment Effect Interaction NxT
Date (°Cd) —

(Grain DM Grain N Grain DM Grain N Grain DM Grain N
=79 nd nd nd nd nd nd
12 nd nd nd nd nd nd
138 NS * NS NS H ek
227 NS » NS NS NS NS
337 * #h * # NS NS
470 * FRF NS ¥ NS NS
599 LR+ sk EE 22 EE £ *E E
?2[] EE 3 Ak EX 15 Ed "\'S NS
840 B+ E & FEE % NS NS
949 Bk FapE L * NS :\'S

“nd” refers to data not available (grains earlier than 138 °Cd after anthesis).

DISCUSSION

In wheat, after anthesis, literature identified one main N sink (grain filling), and two main N
sources (N remobilization and post-anthesis N uptake), butl there are some indications that
vegetative organs may also be temporary N sinks, thus competing with grain filling. In this
paper, a more clear understanding of the way grain N filling is regulated was investigated by
altering only N remobilization through either leaf wrapping or leal cutting. The experiment
was moreover carried out at low crop N nutrition in order to minimize post anthesis N uptake.
Two levels of crop nutrition, with NNI at (.8 and (0.5 respectively, were studied to look on
their possible interaction with treatments, ie. to assess if N shortage induced qualitative
changes in N partitioning. The ANOVA indicated that the extent of N shortage did not change
gualitatively the results of leaf treatments. However, as 0.8 NNI crops could remobilize more
N than (0.5 NNI crops, the trends in data were clearer in the first case.
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Effects of leaf treatments on DM fluxes

The two treatments (leaf cutting or wrapping) were not different from a DM point of view.
Carbon net assimilation was reduced following both treatments by one third as compared to
control, The reduction of net assimilation was not compensated by DM remobilization from
vegetative organs. Consequently grain DM filling rate declined immediately after leaf
treatments were applied, and to the same extent as net assimilation decrease. No compensatory
change in grain filling duration was observed, and final grain DM was then significantly lower
than that of the control, which was commonly observed in both defoliation or shading
experiments (Martinez-Carasco & Thorne, 1979; Guitman er al., 1991; Ma er al. 1996).

Effects of leaf treatments on N Muxes

In our experiment, N uptake was very low, amounting less than 20% of final grain N,
approximately the same level as N remobilization from the roots (Andersson & Johansson,
2006). The part of true N absorption in N uptake was thus likely at zero because of the low N
availability in the soil. Therefore the path of N remobilized from organs was not hidden by any
variation in N absorption, which may explain paper discrepancies with previous studies. For
instance, N uptake was neither accelerated nor slowed down by our leaf treatments whereas N
absorption is frequently reduced when flag leaf is removed (Guitman ef al., 1991).

In defoliation experiments, N from excised leaves is lost, and obviously final grain N is always
lowered. Literature suggests that moreover N remobilization in remaining organs could be
impaired. Guitman er al. (1991) reported that both N and soluble protein decreased later in
remaining leaves following flag leaf excision. Ma et al. (1996) indicated that following a
complete defoliation, the nitrogen concentration at grain maturity was higher in chaff and
stem. In spite of this, when leaves 2 and 3 were cut in our experiment, neither remaining
leaves nor stem or chaff exhibited either lower or delayed N remobilization. However, N
remobilization from vegetative tissues is actually the balance between N input and output from
N uptake. In defoliation studies where N absorption was not nil, the part of N uptake available
for removed leaves could be re-allocated to the remaining organs, thus delaying the time for
net N decrease in these receiving vegetative organs. In our study, the weakness of N uptake
allowed exhibiting that vegetative organs did not react to defoliation by any change in their N
output. As a result, the rate of grain N filling immediately declined after leaf cutting. Moreover
it did it at the same extent as N remobilization rate from control leaves 2 and 3, which clearly
advocated against a sink regulation of grain N filling.

In wrapping treatment, N from darkened leaves 2 and 3 was suddenly released, thus
temporarily increasing the fluxes of remobilized N. However this increased N availability did
not result in any change in grain N filling. Released N was instead entrapped for a while in
stem or in sheaths. This N was further remobilized from stem plus sheaths, so that the final
grain N was the same as in control. It might suggest a sink regulation of grain N filling rate in
opposition with defoliation results. Data could however be interpreted in the frame of source
regulation, providing “source” would be segmented: stem and sheaths were downstream as
compared to wrapped leaves (actually blades). Following wrapping treatment, stem and
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sheaths received enhanced N inputs, and as commonly observed following late fertilization,
they were able to temporarily incorporate them, resulting in a delayed net remobilization
pattern. However, late fertilizations also result in an enhanced rate of grain N filling, what we
did not observe, even for a while. It could be hypothesized that in our study the fluxes of
remobilized N were small enough to be fully entrapped by stem and sheaths, which would be
overflowed under high fertilization, Indeed, the extra-flux of remobilized N amounted 30 pg
°Cd™" during the first week after wrapping in the 0.8 NNI plot, far below N uptakes reached
under high fertilization (around 100 pg °Cd").

Conclusion

Under our experimental conditions, without post anthesis N uptake, N released by leaf
senescence seemed delivered to grains with up-regulation by stem or sheaths. Lowering of N
availability resulted in lower grain filling rate, whereas increase of N availability was leveled
through temporary storage. Paper suggests that any variation in N remobilization by diseased
leaves would not modify the senescence of other leaves. Variation in DM yield could thus be
obtained from decrease in green surface. As this experiment thus mimicked part of fungus-
induced disorders -i.e. induced senescence-, although in an accelerated way and without pure
pathogenic effects, further works are needed to precise variations in N yield, concerning
possible accelerated remobilization from infected organs, and also the impact of disease on
post anthesis absorption.
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ANNEXE I

| 'IN?A Regulation of Grain N Filling in Wheat

Ben Slimane R., Jean Jacques J., Bancal P., Bancal M.O. CGC
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the regulation of N fluxes in plant. e Y| weapped lzaves
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Conclusions
Grain filling by remobilized N was up controlled by stem and sheaths not by grains.

v Navailability  Leafcutting —— Grain filling rate immediately reduced
N remabilization not affected
+ N availability » Leaf wrapping —=—> Grain N filing not affected,
temporary storage in stems and sheaths

Crop Plant Resistance to Biotic amd Abiotic Factors: Cument Potential and Future Demands. Berlin, May 14-16,2009
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Impact of septoria disease on apical

| senescence in wheat
Ben Slimane R, Suffert F., Jean Jacques J., Bancal P., Bancal M.O.

ANNEXE Il

CGC

Context. Septoria (S.trfici), the
most damaging wheat disease in
north Europe causes yield and
grain quality loss through the loss
of green leaf area. This should be
decorrelated into symptoms, apical
and local senescence with an
objective of modeling.

Objective. Clarifying the impact
of septoria on apical senescence
dynamics: is it accelerated or
anticipated or conserved In
diseased leaves in comparison
with healthy ones?

Materials and methods.

» Combining 4 wheat varieties with 4
septoriaisolates

Inoculating flag leaves on 2 cm? at a
10% spore/ml dose

«Mon destructive assessing of septoria
lesions and apical senescence by
taking numencal photos via a closed
device, image analysis using Asssess
software (Lamar L., 2002
Log-transformed  data  of
senescence

apical

Induced senescence
Local senescence

Conclusion.

Apical senescence

According to our

Results

Box plots per variety of local senescence in diseased
leaves 405 and 1003°Cd after inocul ation
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senescence rate was conserved among inoculated and control flag leaves

ESA, AGR0O2010 Congress. Montpellier, August 29- september 03, 2010
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ANNEXE IV

Dosage des acides aminés par le TNBS en microplague

SYNOPSIS
Protocole TNBS (TNBS congelé)
ML

Echantillon 100
Tampon 50
1ére lecture de DO410 et DO460

MR-TNBS 50
20 min d'incubation 20°C, puis DO410 et DO46(

OBJECTIF

Il s’agit de doser chimiquement les acides amira#dg@ TNBS (= Picryl Sulfonate) selon une
méthode adaptée de: Brown HH (1968). A Study of62]J4initrobenzenesulfonic acid for
automated amino acid chromatograp@imical Chemistryl4 967-978)

Concentrations pendant la réaction,Gli@ 900 mM +NaHCQ@ 100 mM + TNBS 3 mM; pH
10,5

MOYENS TECHNIQUES

a)

b)

Extraction: Dans le cadre de la thése, ce dosage acalisé apres reprise dans l'eau
d’extraits d’échantillons lyophilisés par un mélarégghanol/eau 80% v/v. (I'extrait ne doit
pas contenir de protéines).

Tampon carbonate/bicarbonate: Carbonate de SodiaaC Qs ~ Fluka 71350) 1M: 4485
uL; Bicarbonate de Sodium (NaH@® Fluka 71628) 1M: 515 pL

Milieu réactionnel: MR-TNBS: TNBS (2,4,6 TriNitroBeeneSulfonic acid solution 1M
~ Fluka 82822) 1M: 30pL +N&0O; 1M: 4515 pL +NaHC@ 1M: 485 pL. Ce MR est
instable et doit étre utilisé le plus vite possible

NB: La lecture est plus sensible a 410 nm, maisolaration naturelle des échantillons
étant souvent importante, on peut se rabattre@un#.

Gamme étalon de glutaminesf@oN.O3; =~ Fluka 49420): entre 0 et 60 nmol/puits pour
une lecture & 410 nm, et entre 0 et 120 nmol/jaits une lecture a 460 nm.
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ANNEXE V
Protocole de dosage des chlorophylles en microplaggi

SYNOPSIS

Protocole Chl

ML
Echantillon 1000
Acétone 4000

20h d'incubation a 5°C

Centrifuger 10 min & 8000 g

Transférer 100 ou 200 pL dans une microplaque

DO: lecture Triple 640/660/750 nm

OBJECTIF

Il s’agit d’extraire les chlorophylles a et b pacitone 80 % v/v sur le culot d’extraction des
activités enzymatiques (dosages colorimétriquesciEsophylles adapté de: MacKinney G.
(1941). Absorption of light by chlorophyll solutisnJournal of Biological Chemistry40;
315-322 et Arnon D.I. (1949). Copper enzymes itatsal chloroplasts. Polyphenoloxidase in
Beta vulgarisPlant Physiology4: 1-14)

MOYENS TECHNIQUES

a) Tampon d’extraction: c’est celui de décongéfaties échantillon, soit un tampon MOPS
(4-morpholine propane sulfonic acid, sodium salt Sigma M1254) 25 mM +
Bmercaptoéthanol 215 vpm (3 mM) + EDTA 1 mM; pH. Tk peut aussi directement
extraire du matériel lyophilisé par de I'acéton®086 v/v & Fluka 179973).

b) Etalonnage: La méthode a été calibrée sur @dandtde chlorophylles:(Fluka 10865 et
25740) dont les concentrations en chlorophylles la éaient évaluées au spectrophotométre
selon le systeme d’équations de MacKinney (194 ARreon (1949):

» [Chla] (mg/L) = 12.7 A663 — 2.69 A647

» [Chlb] (mg/L) = 22.6 A647 — 4.68 A663
Les mémes étalons ayant ensuite été lus en migupleon en a déduit deux nouveaux
systemes d’équations adapté a notre lecteur:
Pour 100 pL d’échantillon par puits

» [Chla] (ug/puits) = -11,55-(A640-A750) +8,71-(A6AE50) +0,28-(A660-A640)2

» [Chib] (ug/puits) =  4,99-(A640-A750) +0,22-(ABA750) —0,46-(A660-A640)2

Pour 200 pL d’échantillon par puits
» [Chla] (ug/puits) = —-16,75-(A640-A750) +2,99-(A6AE50) +1,43-(A660-A640)2
» [Chlb] (ug/puits) =  3,00-(A640-A750) +0,48-(ABA750) —0,02-(A660-A640)2

c) NB: Si I'un des puits dépasse DO = 0,8 pour iQ0d’échantillon ou 1,8 pour 200 pL,
diluer I’échantillon de moitié et recommencer la ctige
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ANNEXE VI
Protocole de dosage des nitrates en microplaque

SYNOPSIS

Protocole NO3 (MR et Rév congelés)

pL

Echantillon 10
DOQO: lecture Double 520/750 nm

MR-NO3 5

DO1: lecture Double 520/750 nm

Rév-NO3: Rév-0 ou Rév-1
1,5 a 20 h d'incubation a 20°C
DO2: lecture Double 520/750 nm

OBJECTIF

Il s’agit de doser les nitrites/nitrates par la noéte de Griess (adaptée de: Miranda KM,

Espey MG, Wink DA. A rapid, simple spectrophotorntetnethod for simultaneous detection
of nitrate and nitriteNitric Oxide5(1) 62-71; 2001)

Concentrations pendant la réaction: Sulphanilar@@g/L, VCk 1,67 g/L, HCI 0,33N

MOYENS TECHNIQUES

a) Tampon d’extraction: pour des raisons pratiglessnitrates sont dosés dans I'extrait

qui sert a mesurer l'activitt NR. Ce tampon coriti2nmM de Bmercaptoéthanol qui
inhibe partiellement la réaction et impose une eotration élevée en sulphanilamide.

b) Milieu réactionnel MR-NO3: Sulphanilamide (=44awbenzenesulfonamide
CsHgN20,S =~ Merck 11799 ou Fluka 33626): 60 g/360 mM), VCk (Chlorure de
Vanadium (lll)~ Aldrich 20.827.2 ou Fluka 14204): 5 g/&£32 mM), HCI: 1,0N

c) Solution de non-révélation des nitrates "Rév-RQH,O

d) Solution de révélation des nitrates "Rév-NO3.NNEDD (=N-(1-naphthyl)
ethylendiamin, dihydrochloride gH14N,, 2HCl~ Fluka 33461) 0,1 g/L~0,39 mM)

e) Gamme étalon de nitrates entre 0 et 0,2 ug N/N@ts
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ANNEXE VI
Protocole de dosage des protéines en microplague

SYNOPSIS

Protocole Bradford (MR commercial)

ML

Echantillon 2
H20 10
= Echantillon dilué 1/

Prendre une nouvelle plaque
MR-B/4 20
DOQO: lecture a 595 nm
Echantillon dilué 20 0u 5

DO1: lecture a 595 nm

20 min d'incubation a 20°C
DO2, lecture a 595 nm

OBJECTIF

Il s’agit de doser par colorimétrie les protéinetubles dans tout solvant aqueux (méthode
adaptée de: Bradford MM (1976). A rapid and sevssithethod for quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of giein-dye-binding.Anal Biochem72 248-
254).

MOYENS TECHNIQUES

a) Tampon d’extraction: pour des raisons prasgles protéines sont dosés dans l'extrait
qui sert a mesurer I'activité NR. Ce tampon (12)5m267 mg PVP /gMF) apporte MOPS
(4-morpholine propane sulfonic acid, sodium saBigma M1254) 50 mM (pH 7,6), EDTA
(sel disodigue a 2 molécules d'eauFluka 03680) 2 mM, NaF 5 mM, NaMqQuM,
Bmercaptoéthanok{43 vpm de Bmercaptoéthanol 98 %; d = 1,113; MWBAF g) 2 mM.
Les concentrations obtenues étant trop élevéedoibpratiquer une surdilution au 1/6 par de
'eau milli Q

b) Milieu réactionnel: solution commerciale de B Coomassie (Bio-Rad Protein Assay
Biorad 500-0006) diluée au ¥ par de I'eau millitQu#isée extemporanément.

c) Gammes étalon de BSA (Serumalbumine bowirggma A 7906): de 0 a 20 pg /puits.
NB: on effectue deux dosages avec des volumes ahéitlons différents (20 puL et 50 plL)
pour augmenter les chances d’étre dans la plagépdase. Cependant une méme quantité de
protéines donne des réponses légérement différepten le volume utilisé. On effectuera
donc deux gammes de BSA
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ANNEXE VIII

ANNEXE VI
Dosage de I'activité NR en microplaque

SYNOPSIS

Protocole NR (MR et Rév congelés)

L
Echantillon 5
MR-NR 15

30 min d'incubation a 30°C
DO1: lecture Double 520/750 nm

Rév-NR: Rév-0 ou Rév-1
15 min- 20h d'incubation a 20°C
DO2: lecture Double 520/750 nm

OBJECTIF

Il s’agit de doser I'activité Nitrate Réductase Klaptée de: Ferrario-Mery et al. 1988ant
Physiologyl17293-302)

Concentrations des principaux réactifs pendané#tion enzymatique: MOPS 50 mM pH

7,6 + NaF 5 mM +KN@9 mM +NADH 0,375 mM +EDTA 5 mM

MOYENS TECHNIQUES

a) Tampon d’extraction: le tampon (12,5 mL + 267 mgFPMF) doit apporter MOPS (4-
morpholine propane sulfonic acid, sodium saigma M1254) 50 mM (pH 7,6), EDTA
(sel disodigue a 2 molécules d’ead-luka 03680) 2 mM, NaF 5 mM, NaMaQuM,
Bmercaptoéthanok(43 vpm de Rmercaptoéthanol 98 %; d = 1,113; MWBAF g) 2
mM.

b) Milieu réactionnel MR-NR: MOPS 50 mM, KNO3 12 mMDEA 6 mM, NaF 5 mM,
NADH 0,5 mM; pH 7,6

c) Solution de non-révélation des nitrites "Rév-NRO"Sulphanilamide (=4-
aminobenzenesulfonamideMzN,0,S~ Merck 11799 ou Fluka 33626) 75 g/&4@85
mM) dans HCI 1,25N

d) Solution de révélation des nitrites "Rév-NR1": Swpilamide 75 g/L 435 mM),
NNEDD (=N-(1-naphthyl) ethylendiamin, dihydrochlde G-Hi4N,, 2HCI = Fluka
33461)125 mg/L~0,48 mM) dans HCI 1,25N

e) Gamme étalon de nitrites entre 0 et 20 nmob Kiits
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ANNEXE IX

ANNEXE IX

Protocole de dosage de l'activité GS en microplaque

SYNOPSIS

Protocole GS (MR et Rév congelés)

ML
Echantillon
50
MR-GS0 ou MR-GS1 10
30 min d'incubation a 30°C
Rév-GS 100

Centrifuger 10 min & 4000 rpm

Transférer 200 pL dans une nouvelle plaque

DOO, lecture a 520 nm -

OBJECTIF

Il s’agit de doser l'activité Glutamine Synthéta&& (adaptée de: O’Neal & Joyrch
Biochem Biophy$59113-121; 1973)

Concentrations pendant la réaction enzymatique: &umM; Hydroxylamine 20 mM;
MgSO, (ou MgCh) 20 mM; EDTA 4 mM; ATP 20 mM; MOPS 100 mM; pH 7(éviter le
Tris, comme pour tout dosage impliquant 'ammonium)

MOYENS TECHNIQUES

a) Tampon d’extraction: Pour une extraction isoléetampon (12,5 mL + 267 mg PVP
/gMF) doit apporter MOPS (4-morpholine propane auif acid, sodium saflt Sigma
M1254) 25 mM (pH 7,6), EDTA (Acid EDTA, sel disaplie a 2 molécules d’eauFluka
03680) 1 mM, MgCl 1 mM, pmercapto-éthanol 13,3 mM (=1%o V/V)

b) Milieu réactionnel MR-GSO (sans substrat): MOPS#8, EDTA 1 mM, MgCI2 1 mM;
pH 7,6

c) Milieu réactionnel MR-GS1 (avec substrats): MOPS,%3nM, Glu (Acide glutamique
CsHgNO, ~ Fluka 49450) 120 mM, Hydroxylamine (NB&H, HCI hydroxylamine
hydrochloride~ Fluka 55460) 30 mM, ATP (Adénosine TriPhosphatd, disodique
hydraté a 5% Fluka 02060) 30 mM, MgS(®9,5 mM, EDTA 5,5 mM; pH 7,6

d) Solution de révélation dy-GHM "Rév-GS": Fe(d (FeCk, 6H,O chlorure ferrique
hydraté~ Fluka 31232) 370 mM, TCA (6CCOOH acide trichloracétique Fluka
91232) 200 mM dans HCI 1,5 N

e) Gamme étalon dg-GHM (C5H10N204y glutamic acid monohydroxamate Sigma
G2253) entre 0 et 2 umol /puits
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ANNEXE X

ANNEXE X

Protocole de dosage de I'activité GDH aminante eninroplaque

SYNOPSIS

Protocole GDHa (MR et Rév congelés)

pL
Echantillon 5(
MR-HAO ou MR-HA1 10(¢

DOO, lecture a 340 nm

30 min d'incubation a 30°C

DO1, lecture a 340 nm

OBJECTIF

Il s’agit de doser l'activité Glutamate DéHydrogeedGDH) dans le sens NADH dépendant
(adaptée de: Chaffeet al Implication du glutamate, de lisocitrate et de inalate
déshydrogénases dans l'assimilation de l'azote dhetomate stressée par le cadmium
Comptes Rendus Biologiad29790-803; 2006)

Concentrations pendant la réaction enzymatique: S1@80 mM, NH" 150 mM, acideo-
cétoglutarique 10 mM, Cagl mM, NADH 0,5 mM; pH 7,5 (éviter le Tris, commeuyr tout
dosage impliquant I'ammonium)

MOYENS TECHNIQUES

a) Tampon d’extraction: Pour des raisons pratiqueie cactivité est dosée dans I'extrait
utilisé pour la GS. Le tampon (12,5 mL + 267 mg PMRIF) apporte MOPS (4-
morpholine propane sulfonic acid, sodium saigma M1254) 25 mM (pH 7,6), EDTA
(Acid EDTA, sel disodique a 2 molécules d’ealFluka 03680) 1 mM, MgGI1 mM,
Bmercapto-éthanol 13,3 mM (=1%o v/v). Le tampon MOBESmMM pH 7,6 apporté avec
I'extrait a un effet négligeable:(0,02) sur le pH final

b) Milieu réactionnel MR-HAO (sans substrat): MOPS B3NMM, NH4+ ([NH,].SO, Sulfate
d’ammonium~ Fluka 11225 Attention sel diamine) 225 mM, CaCl3 inM, NADH
(NADH, Na, 2H,O 88,2% Nicotinamine Adénine Dinucléotide reduc&bdium saltz
Sigma N6005) 0,75 mM; pH 7,5

c) Milieu réactionnel MR-HA1 (avec substrat): MOPS BMM, NH4+ 225 mM, acide-
cétoglutarique (=2-Oxoglutaric acidsisOs ~ Fluka 75890) 15 mM, CaCl2 1,5 mM,
NADH 0,75 mM; pH 7,5

d) Etalonnage: le milieu réactionnel apporte NADH a diveaux proches de la saturation, et

la réaction le dégrade progressivement. On negund apporter d’étalon dans le MR. On
utiise la gamme de NADH réalisée pour le dosage Iteectivité GDHd.
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ANNEXE XI

ANNEXE Xl

Protocole de dosage de I'activité GDH dé aminanteenicroplaque

SYNOPSIS

Protocole GDHd (MR et Rév congelés)

pL
Echantillon 50
MR-HDO ou MR-HD1 100

DOO, lectur840 nm

30 min d'incubation a 30°C

DO1, lectur840 nm

OBJECTIF

Il s’agit de doser l'activité Glutamate DeéHydrogeeg GDH) dans le sens NAD dépendant
(adaptée de: Chaffeet al Implication du glutamate, de lisocitrate et de inalate
déshydrogénases dans l'assimilation de l'azote dhetomate stressée par le cadmium
Comptes Rendus Biologiad29790-803; 2006)

Concentrations pendant la réaction enzymatique: TB& mM; Glu 200 mM; CaGl1l mM;
NAD 1 mM; pH 8,0 (éviter le Tris, comme pour towtsadge impliquant I'ammonium)

MOYENS TECHNIQUES

f) Tampon d’extraction: Pour des raisons pratiquette cactivité est dosée dans I'extrait
utilisé pour la GS. Le tampon (12,5 mL + 267 mg PMRIF) apporte MOPS (4-
morpholine propane sulfonic acid, sodium saigma M1254) 25 mM (pH 7,6), EDTA
(Acid EDTA, sel disodique a 2 molécules d’ealFluka 03680) 1 mM, MgGI1 mM,
Bmercapto-éthanol 13,3 mM (=1%o v/v). Le tampon MOESmMM pH 7,6 apporté avec
I'extrait a un effet négligeable:(0,02) sur le pH final.

g) Milieu réactionnel MR-HDO (sans substrats): TEA 1BM, CaC} 1,5 mM; pH 8,0

h) Milieu réactionnel MR-HD1 (avec substrats): TEA 1B, CaC} 1,5 mM, Glu (Acide
glutamiqgue GH¢NO, =~ Fluka 49450) 300 mM, NAD (Nicotinamine Adénine
Dinucléotidex Fluka 43410) 1,5 mM; pH 8,0

i) Gamme étalon de NADH (Nicotinamine Adénine Dinutild® reduced disodium sait
Sigma N6005) entre 0 et 150 nmol /puits
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ANNEXE XiIi

ANNEXE XiIi

Protocole de dosage des activités endoprotéases neu  tres en
microplaque

SYNOPSIS

Protocole Endoprotéases (Substrat solide)

L
Substrat 10 mg
Tampon de gonflage 50
1-16 h d'incubation a 5°C
Echantillon 500

180 min d'incubation a 30°C
centrifugation 10 min 4000 rpm

Prendre une nouvelle plaque

Echantillon incubé 150
DO1: lecture & 595 nm (la DOO est faite ailleurs)

OBJECTIF

Il s’agit de doser les endoprotéases par un subspecifique (de type azuro-case€ine) en
référence a une activité protéase standard.

MOYENS TECHNIQUES

a) Tampon d’extraction: Pour une extraction isoléegtampon doit étre a pH 7,0. Pour des
raisons pratiques, on décongéle I'échantillon damsampon MOPS (4-morpholine propane
sulfonic acid, sodium sait Sigma M1254) 25 mM + Bmercaptoéthanol 215 vprm{B)
EDTA 1 mM; pH 7,6. Le pH du tampon (7,6 mL + 267 mAYP /gMF) devra donc étre
rectifié

b) Substrat: 10 + 1 mg (Megazyme T-PRAK 200) d’'a=#ine insoluble. Pesée pour chaque
puits en macroplague (1 mL /puits), puis préga#lalu substrat dans 50 uL de tampon
MOPS 300 mM; pH 6,65. Le pH obtenu aprés mélange 800 pL d’extrait est de 7,0.

c) NB: on estime la coloration naturelle de I'édfillon a 595 nm (DOO0) d’apres une mesure
annexe a cette longueur d’onde de 100 pL d’écthamiibrs du dosage des nitrates.

d) Gamme étalon de trypsine (Sigma T4799): 0-4 BApikts. NB: la réponse du substrat
dépend trés fortement de I'enzyme étudiée, et rpasttres linéaire. Apres étalonnage, on
définira 1 UA (unité arbitraire) comme [I'activiténdoprotéase aboutissant a la méme
coloration que 1 BAEE de trypsine étalon.
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ANNEXE XIII

ANNEXE XIlII

Moyenne et écart-types obtenus par les ajustemeritggistique de la surface verte (cm?2 /brin)
selon les différentes modalités expérimentales dexpérimentation de 2008 au champ.

Tableau XIII-1: Surface verte maximale (cm?/brin) par modalité expéntale. Moyenne + écart
type de trois ajustements

CV: FON: 2008.1 2008.2 2008.3
Soissons Traité 69,2+12 908+14 104,6+0,7

Non Traité 682+26 84,7+09 100,1+0,9
Bastide Traité 72,7+0,1 1025+3,4 107,7+2,6

Non Traité 714+17 96,6+3,7 102,2+3,7

Tableau XllI-2: Point d’inflexion (djA) de la surface verte totgbar modalité expérimentale.
Moyenne + écart type de trois ajustements

CV: FON: 2008.1 2008.2 2008.3

Soissons Traité 501+ 7 496+ 5 485+ 7
Non Traité 376 £ 6 385+ 2 33011

Bastide Traité 463 + 6 459 + 11 424 + 9
Non Traité 369 +11 339+19 312 +15

Tableau XIII-3: Taux de décroissance initial (% %jde la surface verte totale par modalité
expérimentale. Moyenne *écart type de trois ajustets

CV: FON: 2008.1 2008.2 2008.3

Soissons Traité -2,2+0,5 -1,3+0,1 -1,2+0,1
Non Traité -1,4+0,1 -1,4+0,1 -1,0+0,0

Bastide Traité -1,8+0,2 -1,3+0,2 -1,0+x0,1
Non Traité -1,6+0,4 -1,2+0,1 -1,0+0,1

Tableau XIlI-4: Durée entre 5% et 95% de sénescence (dj) pour ittacmi verte totale par
modalité expérimentale. Moyenne +écart type dis agustements

CV: FON: 2008.1 2008.2 2008.3

Soissons Traité 279 £ 66 452 + 27 504 + 24
Non Traité 410+ 16 429 + 16 576 + 11

Bastide Traité 330+ 38 457 + 64 619 + 37
Non Traité 373+94 510 + 64 595 + 47
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ANNEXE XIV

ANNEXE XIV

Valeurs moyennes et écarts-typesf italique des contenus en azote des feuilles 1, 2 et 3
pour chaque modalité (variété x traitement azoté traitement fongicide) depuis la floraison
jusqu’a maturité physiologique.

Les résultats de I'analyse de variance multi facteelle par date, avec les interactions de
premier ordre, est figurée pour chaque feuille, av@ ns, P>5%; *, P<1%; **, P<0.1%; ***,
P<0.01%, selon le test de Bonferroni.

A- Feuille 1
Feuille 1 Date
Cv Azote Fongicide 19-20/5 23-27/5 30-3/6 6-10/6 13-17/6 20-24/6 27-1/7 4-8/7 11-15/7
Contenu en azote par feuille (mg par feuille)
Soissons 2008-1 Traité 5.06 6.04 6.73 6.28 4.85 4.52 2.19 0.75 0.74
0.67 0.33 0.81 0.40 0.56 0.28 0.06 0.02 0.08
Soissons 2008-1 Non Traité 5.06 5.82 7.65 6.16 5.23 3.31 2.01 2.09 2.45
0.67 0.24 0.59 0.30 0.42 0.19 0.03 0.27 0.18
Bastide 2008-1 Non Traité 6.48 7.07 7.11 7.14 6.23 4.02 1.62 0.96 0.78
0.33 0.42 0.29 0.31 0.43 0.08 0.05 0.02 0.02
Bastide 2008-1 Non T 6.48 7.47 7.37 6.74 6.24 3.39 2.87 2.73 2.64
0.33 0.33 0.85 0.11 0.33 0.06 0.17 0.15 0.24
Soissons 2008-2 Traité 6.01 5.97 6.15 6.20 5.30 5.01 2.33 0.79 0.62
112 0.97 0.34 0.14 0.17 0.25 0.09 0.03 0.07
Soissons 2008-2 Non Traité 6.01 5.27 5.70 5.69 5.70 4.14 2.40 212 1.80
112 0.69 0.19 0.34 0.51 0.22 0.14 0.26 0.05
Bastide 2008-2 Traité 6.92 7.36 6.86 6.60 5.82 4.46 213 0.96 0.83
0.53 1.07 0.47 0.05 0.37 0.31 0.25 0.15 0.04
Bastide 2008-2 Non Traité 6.92 6.95 7.03 6.78 6.65 4.53 2.19 2.44 2.69
0.53 0.40 0.51 0.78 0.40 0.19 0.09 0.19 0.10
Soissons 2008-3 Traité 7.35 7.35 7.15 8.08 6.77 6.96 3.72 0.92 1.15
0.35 0.86 0.45 0.79 0.17 0.35 0.40 0.06 0.10
Soissons 2008-3 Non Traité 7.35 7.17 6.82 6.02 6.40 4.94 2.74 3.52 2.29
0.35 0.65 0.11 0.31 0.48 0.25 0.18 0.18 0.09
Bastide 2008-3 Traité 9.39 7.96 8.16 6.87 6.95 5.60 3.07 1.09 0.84
0.38 0.82 161 0.11 1.16 0.45 0.05 0.10 0.10
Bastide 2008-3 Non Traité 9.39 8.11 8.03 7.64 7.82 3.68 2.90 3.45 2.84
0.38 0.71 0.27 0.58 0.29 0.16 0.09 0.39 0.09
ANOVA
CV *kk *k%k * * *kk *k%k ns * *k%k
N *kk *% * * *k%k *k%k *kk *k%k *%
Fon ns ns ns ns wkk ns *kk rkk
CvxN ns ns ns ns ns rkk ns ns *k
Cv x Fon ns ns * ns * ** ns ok
N x Fon ns ns ns ns rkk rkk *kk ns
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ANNEXE XIV

ANNEXE XIV (suite)

B- Feuille 2
Feuille 2 Date
Cv Azote Fongicide 19-20/5 23-27/5 30-3/6 6-10/6 13-17/6 20-24/6 27-17 4-8/7 11-15/7
Contenu en azote par feuille (mg par feuille)
Soissons 2008-1 Traité 3.16 3.08 3.47 2.73 2.85 2.29 0.87 0.44 0.42
0.19 0.06 0.19 041 0.13 0.21 0.03 0.04 0.02
Soissons 2008-1 Non Traité 3.16 2.87 3.39 2.76 2.35 1.45 1.37 1.34 1.46
0.19 0.19 0.35 0.08 0.16 0.08 0.08 0.15 0.3
Bastide 2008-1 Non Traité 3.57 3.86 3.37 3.28 2.91 1.99 0.66 0.62 0.65
0.22 0.35 0.47 0.21 0.17 0.26 0.04 0.11 0.02
Bastide 2008-1 Non T 3.57 4.44 4.41 3.78 3.76 1.79 231 2.23 2.02
0.22 0.44 0.43 0.28 0.27 0.06 0.11 0.30 0.11
Soissons 2008-2 Traité 4.69 4.95 5.05 3.95 3.83 3.43 1.58 0.66 0.63
0.25 0.08 0.14 0.44 0.06 0.07 0.14 0.02 0.02
Soissons 2008-2 Non Traité 4.69 4.46 4.68 4.46 3.50 2.77 2.14 1.81 1.84
0.25 0.06 0.38 0.48 0.20 0.01 0.12 0.08 0.05
Bastide 2008-2 Traité 6.20 5.95 5.58 4.80 5.16 3.12 1.26 1.09 0.78
0.29 0.01 0.08 0.15 0.19 0.30 0.10 0.13 0.01
Bastide 2008-2 Non Traité 6.20 6.02 5.60 4.96 412 2.65 2.19 2.57 1.96
0.29 0.29 0.24 0.23 0.29 0.16 0.08 0.38 0.10
Soissons 20083 Traite 6.47 6.11 4.89 4.91 4.91 3.99 1.64 1.06 1.07
0.28 0.21 0.19 0.61 0.35 0.44 0.12 0.07 0.03
Soissons 2008-3 Non Traité 6.47 5.77 4.87 4.67 3.90 2.46 2.09 2.03 1.88
0.28 0.02 021 031 0.08 0.03 0.09 0.11 0.04
Bastide 2008-3 Traité 6.75 6.44 5.38 5.19 4.95 3.20 1.39 0.94 0.95
0.40 0.12 0.65 0.22 0.29 0.18 0.13 0.08 0.03
Bastide 2008-3 Non Traité 6.75 6.24 5.42 4.70 4.06 2.23 2.69 2.57 217
0.40 0.26 0.29 0.15 0.08 0.13 0.22 0.13 0.07
ANOVA
CV *kk *k% *k%k *% *k%k * * *kk *k%
N *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk
Fon ns ns ns *% *kk . *kk *kk
CvxN ok b ns ns * * *
Cv x Fon * ns ns * wkk rkk ki
N x Fon ns i = ns ns
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ANNEXE XIV

ANNEXE XIV (suite)

C- Feuille 3
Feuille 3 Date
Cv Azote Fongicide 19-20/5 23-27/5 30-3/6 6-10/6 13-17/6 20-24/6 27-1/7 4-8/7 11-15/7
Contenu en azote par feuille (mg par feuille)
Soissons 2008-1 Traité 1.54 1.55 1.89 1.53 1.55 1.07 0.40 0.33 0.35
0.02 0.09 0.09 0.16 0.05 0.12 0.02 0.01 0.02
Soissons 2008-1 Non Traité 1.54 1.50 1.75 1.51 1.16 0.80 0.64 0.65 0.99
0.02 0.03 0.14 0.17 0.04 0.08 0.01 0.01 0.11
Bastide 2008-1 Non Traité 1.59 1.77 1.78 1.53 1.34 0.49 0.43 0.50 0.39
0.15 0.05 0.04 0.11 0.13 0.03 0.07 0.04 0.03
Bastide 2008-1 Non T 1.59 2.13 1.99 1.72 1.48 0.85 1.01 0.94 0.91
0.15 0.09 0.12 0.03 0.05 0.06 0.03 0.11 0.07
Soissons 2008-2 Traité 2.15 2.46 2.51 1.95 2.02 1.34 0.51 0.56 0.52
0.13 0.09 0.11 0.15 0.07 0.08 0.05 0.01 0.01
Soissons 2008-2 Non Traité 2.15 1.93 2.21 2.27 1.63 1.33 1.04 0.95 0.94
0.13 0.24 0.13 0.42 0.03 0.02 0.08 0.05 0.10
Bastide 2008-2 Traité 3.19 2.80 2.87 2.47 2.43 0.98 0.92 0.76 0.57
0.19 0.08 0.12 0.08 0.08 0.11 0.08 0.12 0.01
Bastide 2008-2 Non Traité 3.19 3.51 3.06 2.28 1.61 1.52 1.44 1.40 1.20
0.19 0.26 0.25 0.11 0.07 0.15 0.10 0.13 0.05
Soissons 2008-3 Traité 3.07 3.19 2.32 2.39 2.12 1.61 0.88 0.74 0.63
0.31 0.35 0.17 0.36 0.11 0.05 0.03 0.04 0.06
Soissons 2008-3 Non Traité 3.07 3.00 2.78 1.84 1.26 0.93 0.92 0.75 0.77
0.31 0.11 0.10 0.47 0.10 0.13 0.07 0.04 0.03
Bastide 2008-3 Traité 2.92 3.00 211 2.05 1.98 0.95 0.91 0.68 0.65
0.29 0.13 0.12 0.19 0.02 0.08 0.08 0.05 0.03
Bastide 2008-3 Non Traité 2.92 2.73 1.67 1.47 1.29 1.09 1.10 1.03 0.95
0.29 0.06 0.18 0.05 0.10 0.01 0.05 0.07 0.05
ANOVA
CV *% *kk ns ns ns *kk *kk *kk *
N *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *kk *%
Fon ns ns ns ok ns hiid Fokk Fkk
CV X N *kk *kk *kk ns *kk *
Cv x Fon * ns ns ns i * el ns
N X FOn ns ns * *kk *kk *kk *kk *kk
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STB effect on senescence and nitrogen fluxes duriggain filling in bread wheat

Abstract

Septoria tritici blotch caused by the hemibiotrappathogen Nlycosphaerella graminico)a

is among the most damaging diseases of wheat imdhé of Europe. It causes important
yield and quality losses. Its main effect is a gresaf area loss which correlates well to yield
losses but to a lesser extent to variations inngpaotein concentration. Variations in grain
nitrogen (N) are not well understood, and theiatiehship with green area losses less stable.
The objectives of this work are to better underdtéah the behaviour of N metabolism and
fluxes in the plant when varying N availability Baves manipulation, 2) fungus impact on
plant senescence, while separating local effectratdhe disease symptoms and remote effect
at leaf apex and in healthy organs, and finallth&)behaviour of N metabolism and fluxes in
the plant and in the diseased leaves in the casatofal epidemics.

A first experiment impaired nitrogen remobilisatiohhealthy plants in the absence of post-
anthesis absorption. Cutting or wrapping leav¥sad & upper leaf blades suddenly varied
nitrogen availability for the remaining parts ofetiplant. Grain nitrogen filling rate is not
driven by the grain demand. In fact, reducing Nilabdity immediately leads to a reduced
rate of N filling without any compensation by theher organs; while increasing N
availability does not modify the rate of grain MNifig because of a temporary storage in stems
or sheaths which up-regulated nitrogen flash regufrom the sharp senescence of wrapped
leaves.

The green leaf area loss results from: i) septeyraptoms, ii) local senescence developing
around disease necrosis, and iii) apical senesc&swmause this latter is highly correlated to
N remobilization in healthy plants, its modification diseased plants would suggest that
remobilization regulation is perturbed in diseap&hts. Various contrasted septoria kinetics
were evaluated for their ability to modify apicangscence, thus combining either cultivar x
isolate or cultivar x crop managements, in greeslar in natural conditions, with diseased
surfaces varying from 0 to 70%. Symptoms and aggeakscence evolutions were followed
on tagged plants using a non destructive way. nmoat all cases, the effects of septoria on
apical senescence rate were weak enough to sthylite experimental noise. These results
strongly suggest that apical senescence is eitbieomhardly affected by septoria, and that
only local senescence would be important in theedese of green area.

The effects of the disease on different biochemicatkers of N metabolism and on grain N
filling were studied on crops grown under contrdsteanagement strategies referring to
previous results. Nitrogen kinetics of non infectaggans was never modified by the leaf
disease. In diseased leaves, N assimilation mesatb@rematurely switched to a degradation
and remobilisation metabolism. NR activity disappeéaas well as N uptake. Early
degradation of N balance in diseased leaves woelldaoised by the stopping of absorption
rather than by an accelerated remobilisation fEtes, diseased leaves would export N at the
same rate than the healthy ones, as suggesteceibpyutichanged rate of apical senescence.
This explains why the rate for grain N filling rems unaffected at the beginning of the
disease. Final grain N is however decreased bedhssased leaves stopped prematurely to
export N when their green surface disappeared. Sudiockage could be related to N
incorporation in fungal tissues.

Key words:
Bread wheat, septoria leaf blotaflycosphaerella graminicolanitrogen remobilisation, post-
anthesis absorption, grain nitrogen filling, apicsgnescence, sink/source relationship



Effets de la septoriose foliaire sur la sénescenetles flux d’azote pendant le remplissage
des grains chez le blé tendre
Résumeé
La septoriose foliaire du blé causée par le changmighémibiotrophe Mycosphaerella
graminicolg est la maladie la plus nuisible au nord de I'Epaoentrainant des pertes de
rendement et de qualité importantes. Le princiffet ele la maladie semble étre la perte de
surface verte, qui explique tres bien les perteseddement mais moins bien les variations de
teneur en protéines des grains. Les variationsotBa@N) du grain sont bien moins comprises
et leur lien a la baisse de surface verte moirdesta
L’objectif de ce travail est donc de mieux comprend) la réponse du métabolisme et des
flux N a une manipulation des sources chez dedgdasaines, 2) I'influence du champignon
sur la sénescence de la plante, en distinganet’ &talisé autour des symptébmes de ceux a
distance a I'apex des feuilles atteintes et das®iganes sains, 3) en conditions d’infection
naturelle, la réponse du métabolisme et des flubahs la plante et dans les feuilles malades.
Une premiere experience perturbe la remobilisailaite plantes saines sans absorption post-
floraison. L'ablation ou I'emballage des™™@ et 3™° feuilles supérieures a fait varier
brutalement la disponibilité N pour le reste deplante. Les grains ne régulent pas eux-
mémes leur vitesse de remplissage N. Ainsi, undandition de disponibilité N se traduit
immédiatement par un ralentissement du remplisdagans compensation par les autres
organes. L'augmentation de disponibilité N ne miedifas la vitesse de remplissage N des
grains, en raison d’'un stockage temporaire daniges ou les gaines, qui écréte le flush N
lié a la sénescence brutale des feuilles emballées.
La perte de surface verte provient i) des symptodeesa septoriose ii) de la sénescence
locale induite autour de ces nécroses et iii) d@teescence apicale. Cette derniere étant liée a
la remobilisation N chez les plantes saines, saifination chez les plantes malades
suggérerait une perturbation de la régulation deraobilisation. Diverses manieres de créer
des cinétiques contrastées de septoriose et descefiloe apicale ont été utilisées
(combinaisons variété x isolat ou variété x coralaigjricole) avec des surfaces septoriées
allant de 0% a 70%, en serre ou conditions naesgelles évolutions des symptémes et de la
sénescence apicale ont été suivies de maniére egiructive. Dans la plupart des cas, les
effets de la septoriose sur le taux de sénescepical@ sont assez faibles pour étre couverts
par le bruit expérimental. Ces résultats suggéi@mtement que la sénescence apicale n’est
pas ou peu affectée par la septoriose, et que $ewénescence locale autour des lésions
aurait une importance dans la diminution de surfeacte.
L’effet de la maladie sur divers marqueurs biochimeis du métabolisme N de la feuille
malade et ses répercussions sur le remplissages §rdms ont été étudiés sous des conduites
agricoles contrastées en s’appuyant sur les résulés chapitres précédents. La cinétique N
des organes non infectés n’est jamais modifiedganaladie des feuilles. Dans les feuilles
malades le métabolisme d’assimilation est prématandé remplacé par un métabolisme de
dégradation et remobilisation. L’activité NR dispiér et I'absorption d’azote avec elle. La
dégradation précoce du bilan N des feuilles maladegit due a I'arrét de I'absorption plutot
gu’'a une acceélération de la remobilisation N. Dtex feuilles malades exporteraient a la
méme vitesse que les saines, comme le suggereedsie modification de leur sénescence
apicale. Ceci explique que la vitesse de remples$ages grains est constante au début de la
maladie. L’azote final des grains est cependantirdién car les feuilles malades arrétent
prématurément d’exporter de I'azote quand leuraserfverte s’annulle. Ce blocage pourrait
étre lié a l'incorporation d’azote dans les tisgushampignon.

Mots clés: Blé tendre, septoriose foliairdylycosphaerella graminicolaremobilisation d’azote,
absorption post-floraison, remplissage des grairszete, sénescence apicale, relation source/puits.



