REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE BLIDA1
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE
DEPARTEMENT DES BIOTECHNOLOGIES
LABORATOIRE DE PROTECTION ET VALORISATION DES PRODUITS

AGROBIOLOGIQUES
(PVRAB)

Mémoire de fin d’études

En vue de I’obtention du diplome de Master 2

Spécialité : biotechnologie microbienne

Théme

Pathosystéme Agrobacterium- tomate, stimulation

du métabolisme secondaire : cas des acides

phénoliques

Présenté par :
KEBAILI Ahlem
SALHI Ilhem

Soutenue devant le jury composé de :

M™MOHAMED MAHMOUD F. M.C.B USD-BLIDA 1 Présidente
M™KRIMI Z. Professeur USD-BLIDA 1 Promotrice
M™MAROC-ALIM N. M.A.A UDBKM Examinatrice
M™RAHMANI-DJELLOUT H. Doctorante USD-BLIDA 1 Co-Promotrice

ANNEE UNIVERSITAIRE 2017/2018




Pathosystéeme Agrobacterium- tomate, stimulation du metabolisme
secondaire : cas des acides phénoliques

Résumeé

Certaines bactéries antagonistes contribuent a la gestion des maladies des plantes, en
stimulant les défenses naturelles chez 1’hote et/ou en assurant le biocontrole direct des
bioagresseurs.

L’objectif de cette étude consiste a mettre en évidence I’induction de la résistance
systémique et le biocontrdle chez la tomate vis-a-vis de la galle du collet (causé par Agrobacterium
tumefaciens), en utilisant quatre souches antagonistes appartenant a deux genres bactériens
Bacillus spp. et Pseudomonas brassicacearum. A cet effet, le test d’antagonisme in plantaa
montréune diminution et parfois méme une absence totale de symptdmes de la galle du collet au
niveau des plantes traitées par les bactéries antagonistes, comparées aux témoins positifs qui
correspondent aux plantes inoculées directement avec les souches d’A.tumefaciens et aux témoins
négatifs traités par I’eau distillée stérile.

Le screening phytochimique a révélé la présence de quelques groupes chimiques : les
flavonoides, les tanins, les composes phénoliques et les salicylates dans les extraits méthanoliques
des plantes traités par les souches antagonistes et inoculées par les souches d’A. tumefaciens.

Le dosage colorimétrique de Folin-Ciocalteu par rapport a 1’étalon acide gallique, a révélé
que les fortes concentrations des composés phénoliques est de 1’ordre 12,60 pg/ml pour les plantes
traitées par les souches antagonistes et inoculées par les souches pathogeénes d’A. tumefaciens,
tandis que celle des plantes traités par eau distillé stérile est de 6 pug/ml. Ainsi que le dosage
quantitatif des composés phénoliques comparés a 1’étalon acide salicylique, a révelé des
concentrations importantes aussi chez les plantes bactérisés par les souches antagonistes et
inoculées par les souches pathogénes, dont la concentration atteint 4,80 pg/ml. Alors que la
concentration des composés phénoligques des plantes saines ne dépasse pas 2,40 pg/ml. La teneur
des phénols optimal, est observee 2 semaines apres 1’inoculation.

Nos résultats ont montré la capacité de Bacillus spp. et Pseudomonas brassicacearum a
induire I'ISR chez la tomate sur la base que les composés phénolique s’accumulent en méme temps
que 1’on observe une réduction des symptomes de la maladie chez les plantes traitées, suggérant

une participation active de ces molécules dans I"inhibition directe du pathogene.

Mots clés : Composés phénoliques — ISR - Antagoniste-Folin Ciocalteu -Agrobacterium

tumefaciens.



Pathosystem Agrobacterium- tomato, stimulation of the secondary
metabolism: case phenolic acid.

Abstract

Some antagonistic bacteria contribute to the management of plant diseases by stimulating
the host's natural defenses and/or by providing direct biocontrol of thebioagresseurs.

The objective of this study is to demonstrate the induction of systemic resistance and
biocontrol in tomato against crown gall (caused by Agrobacterium tumefaciens), using four
antagonist strains belonging to two genera bacterial Bacillus spp. and Pseudomonas
brassicacearum. To this effect, the in planta antagonism test showed a decrease and sometimes
even a total absence of symptoms of crown gall in the plants treated by the antagonist bacteria,
compared to positive controls which correspond to plants inoculated directly with A. tumefaciens
strains and to negative controls treated with sterile distilled water.

Phytochemical screening revealed the presence of a few chemical groups: flavonoids,
tannins, phenolic compounds and salicylates in methanolic extracts from plants treated by
antagonistic strains and inoculated by strains of A. tumefaciens.

The colorimetric determination of Folin-Ciocalteu against the gallic acid standard revealed
that the high concentrations of phenolic compounds are in the order of 12,60 pg/ml for plants
treated with antagonistic strains and inoculated with pathogenic strains of A. tumefaciens, while
that of plants treated with sterile distilled water is 6ug/ml. As well as the quantitative determination
of phenolic compounds compared to the salicylic acid standard, also revealed significant
concentrations in plants bacterized by antagonistic strains and inoculated by pathogenic strains,
whose concentration reaches 4,80 pg/ml. While the concentration of phenolic compounds in
healthy plants does not exceed 2,40 pg/ml. The optimal phenol content is observed 2 weeks after
inoculation.

Our results showed the capacity of Bacillus spp. and Pseudomonas brassicacearum to
induce ISR in tomato on the basis that phenolic compounds accumulate together with a reduction
in disease symptoms in treated plants, suggesting an active participation of these molecules in

inhibition direct pathogen.

Keywords: Phenolic compounds - ISR - Antagonist — Folin Ciocalteu -Agrobacterium

tumefaciens.
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INTRODUCTION

Parmi les nombreuses contraintes environnementales aux quelles les vegétaux font face,
I'agression par des agents pathogénes bactériens, fongiques ou viraux revét une importance toute
particuliere. Les interactions plante-agent pathogéne constituent un champ d’étude pertinent au
regard des infections qui conduisent a de profonds changements métaboliques pouvant aboutir
chez les végétaux a d’importantes pertes, notamment chez les plantes de grandes cultures (blé,
tomate et pomme de terre). Depuis longtemps, le métabolisme secondaire des plantes a retenu
I'attention des chercheurs qui ont étudié plusieurs voies métaboliques de défense a l'origine de
nombreuses molécules aux propriétés antimicrobiennes (phytoalexines, phytohormones comme
I'acide salicylique, glucosinolates, etc.) ou insecticides (nicotine, glucosinolates). Récemment, un
intérét certain a été porté au métabolisme secondaire qui apparait peu a peu comme une des pieces

maitresses sur I'échiquier de la bataille plantes-pathogenes (Berger et al., 2007).

L’utilisation de certains microorganismes non pathogenes en tant que biopesticides est une
technologie émergente et écologiquement compatible considérée comme alternative prometteuse
aux pesticides de synthése. Globalement, ’effet protecteur conféré par ces agents de lutte
biologique est basé sur la compétition pour les nutriments essentiels, sur I’activité antagoniste vis-
a-vis de la croissance des pathogénes via la production d’antibiotiques ou d’enzymes et/ou sur leur

capacité a stimuler des systeémes de défense chez 1’hote végétal.

Les bactéries endophytes peuvent initier 1’expression de mécanismes de défense
s’établissant dans tous les organes de la plante, lui permettant de mieux se défendre vis-a-vis d'une
agression ultérieure. Ce phénomene, dénommé résistance systémique induite, fait appel
séquentiellement a la reconnaissance par I’hdte d’éliciteurs produits par 1’agent inducteur, a
I’émission d’un signal requis pour propager 1’état induit de maniére systémique et a I’expression
de mécanismes de défense sensu stricto qui permettent de limiter la pénétration du pathogene dans
les tissus de la plante. De fait qu’elle permet de lutter contre une large gamme d’agents pathogénes
(bactéries, champignons, virus, nématodes),parce qu’elle ne fait appel qu’au patrimoine génétique
naturel de I’hote végétal sans 1’introduction de génes de résistance étrangers, parce qu’elle n’est
pas propice au développement de résistance chez les pathogénes (multiplicité et variété des
mécanismes de défense induits), parce que 1’augmentation du niveau de résistance s’établit de
maniére durable, I’exploitation de I’'ISR constitue une des voies les plus prometteuses de traitement

biologique des cultures en vue de leur protection.

Le travail de ce mémoire, tous d’abord constitue une continuation d’un ensemble de

travaux réalisées au laboratoire de phytobactériologie : de magister réalisée en 2011 par Djellout,



d’ingéniorat par Mekhaldi et Belkacem Koumri en 2012, ainsi que deux travaux mémoires
de master réalisés par : Kirad, Dahman, Mirad et Bentouil en 2016. L’ensemble de ces travaux
rentre dans le cadre de I’exploitation des bactéries endophytes, dans la réduction de la colonisation
et de la sévérité de la maladie de la galle du gollet in planta par induction d’une résistance
systémique. Ces bactéries endophytes qui appartiennent a deux genres : Bacillus spp. et
Pseudomonas spp.se sont révélés lors des tests du pouvoir antagoniste in vitro tres actives dont les
diametres des zones d’inhibition dépassent les 40 mm. Aussi, elles ont prouveé leur efficacité in
vivo a réduire voir méme une absence du développement des symptémes de la formation des galles
provoquée par des souches tumorigénes d’Agrobacterium spp. y compris des souches d’A.
tumefaciens sur des plantules de tomate a une concentration cellulaire donnée, comparés aux
témoins positifs qui correspond aux plantules de tomate inoculées directement avec les souches

d’Agrobacterium spp. et aux témoins négatifs trempés dans ’eau distillée stérile.

Ces résultats sont intéressant et suggere une utilisation prometteuse de ces souches
endophytes dans le biocontréle. La production d'antibiotiques et la capacité des espéces de Bacillus
et Pseudomonas a induire une résistance systémique chez la plante pourraient jouer un role

important dans la suppression de la maladie du galle de collet.

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail dont 1’objectif principal, est de
contribuer & faire progresser les connaissances sur la capacité des espéces de Bacillus et
Pseudomonas a induire une résistance systémique en cherchant a étudier leur effet stimulateur sur
le changement du métabolisme secondaire chez les plantules de tomate: cas des acides

phénoliques.

L’¢évaluation du potentiel d’induction de la résistance systémique des souches antagonistes
et promotrices de la croissance de tomate et I’exploration des molécules responsables des activités
antibactériens, accumulées dans les tissus des plantes, lors du traitement combiné de 1’agent

phytopathogéne Agrobacterium tumefaciens et les souches endophytes sélectionnées.

Notre étude consiste a mettre en évidence les effets de I’inoculation des graines de tomates
Lycopersicom esculuntum avec des souches de Bacillus spp. et Pseudomonas spp. De ce fait notre
travail a été diviseé en quatre parties : la premiere partie présente une synthese bibliographique qui
englobe des informations générales sur notre théme. La deuxieme partie expose le matériel et
méthodes utilisés pour réaliser ce travail. La troisiéme partie traite les résultats obtenus et leurs

discussions et enfin une conclusion générale.



Chapitre 1 : Synthese bibliographique

1. Pathosysteme plante/pathogene

Les plantes dans leur habitat naturel sont exposées aux attaques pathogenes en activant une
grande variété de mécanismes de protection (Ojha et Chatterjee, 2012). Les interactions entre la
plante et I'agent pathogéne impliquent I"échange d’informations. Tout d"abord, I"organisme
pathogene est capable de reconnaitre la plante grace a certains facteurs portes par 1’"hote (Thordal-
Christensen, 2003), et ensuite de modifier son métabolisme pour fournir les conditions favorables
a la pathogénicité (Alfano et Collmer, 2004 ; Chang et al. 2004). Parallelement, les plantes ont
évolué pour identifier des motifs associees aux pathogenes PAMPs (Pathogen-Associated
Molecular Patterns), pour renforcer les défenses existantes et pour développer dautres
mécanismes de défenses puissants. Ces mécanismes de défense peuvent étre constitutifs, ou induits

apres contact avec un agent approprié (Gomez-Gomez et Boller, 2002 ; Parker, 2003).
1.1. Différents types d’interaction entre plante et pathogéne

Il existe trois types d'interactions plante/pathogene :

- L interaction non-hdte ou incompatible de base : la plante est protégée contre l'infection de la
plupart des souches d"un espece pathogene.

- L"interaction compatible : la plante est susceptible et peut étre infectée par un pathogéne virulent.
- L’interaction incompatible spécifique : elle est basée sur une relation de type géne-pour-géne ;
ce type d’interaction fut défini genétiqguement par Flor en 1971 dans son modéle qui permet de
décrire les deux premiers types d”interactions, compatible et incompatible (Flor, 1971). Selon son
hypothése, la réaction de défense est conditionnée par I'expression simultanée d"un géne dominant
davirulance (Avr) chez I"agent infectieux, codant pour I"éliciteur spécifique, et d’'un géne
dominant de résistance (R) chez la plante hote (Staskawicz et al. 1995 ; Dangl et Jones, 2001). Il
s"agit des lors dune interaction incompatible. Si I'un de ces deux alleles dominants est absent,
I"interaction qui s’ensuit est de type compatible et conduit a la maladie. L'agent pathogene
reconnait donc la plante comme héte potentiel et est capable de déclencher l'infection mais la
plante peut développer rapidement une réponse prévenant sa propagation. Ainsi, l'identification
précoce du pathogéne avirulent lance une gamme de mécanismes de défense actifs, contribuant a
ralentir ou empécher I'infection. Cette forme de défense liée & I'interaction incompatible est
caracterisée par deux types de réponses défensives inductibles qui se succedent apres I"infection
initiale. La premiére nommée réponse hypersensible ou HR, est une défense locale et rapide.
Tandis que la seconde, la résistance systémique acquise ou SAR, est systémique et a long terme
(Hammond-Kosack et Jones, 1997).



Les communautés bactériennes peuvent affecter la croissance des plantes par la production
de molécules biologiquement actives, comme les substances de croissance chez le pois et le
haricot, une amélioration de I’assimilation de fer par la racine suivie d’une augmentation de la
synthése de chlorophylle ont été observées, grace a la production de I’agrobactine par
Agrobacterium tumefaciens souche B6 (Monir, 1997).

Certain interactions induisent une résistance systémique chez les plantes. Ainsi
Pseudomonas putida et Serratia marcescens entrainent une résistance chez le concombre
(Cucumis sativus) contre le flétrissement causé par Fusarium oxysporum Schichtend (Monir,
1997).

1.1.1. Les deux types de résistances systémiques

Les défenses mises en ceuvre par les plantes ne se limitent pas aux seules réponses locales.
Les vegétaux sont également capables de déployer des défenses systémiques, c’est-a-dire
géneralisées a I'ensemble de leurs tissus (Adam, 2008).

1.1.1.1. La résistance systémique acquise ou SAR (Systemic Acquired Resistance)

Cette résistance est stimulée a la suite d"une infection initiale par un pathogéne avirulent.
Cette résistance a été démontrée pour la premiére fois par Ross qui a constaté que suite a une
premiéere infection de plants de tabac par le TMV (Tobacco Mosaic Virus), une deuxiéme infection

provoquait moins de dégats au niveau de la plante entiere (Ross, 1961).

Les plantes semblent donc étre capables de mémoriser I'impact d"une premiére infection
afin de se protéger face a une seconde infection. Généralement, ce type de résistance est
accompagné de lI'accumulation d'acide salicylique (SA) et de protéines liées a la pathogénicité (PR
: Pathogenesis Related Proteins). Il peut étre induit aprés une réponse hypersensible locale (HR),
peut étre associé a la production d’especes réactives de I'oxygéne (ROS) et parfois a la synthese
de phytoalexines (Desender et al., 2007).

L’acide salicylique, molécule synthétisée par la plante, semble étre impliquée dans la
signalisation et [’établissement des mécanismes de résistance a plusieurs contraintes

environnementales (Korkmaz et al., 2007).

Son application exogéne a des plantes sous différents stress a été étudiée par plusieurs
chercheurs et son rdle dans ’activation de la germination, de la croissance sous stress salin a été
signalé chez le blé (Arfan et al., 2006), I’orge (El tayeb, 2005) et le mais (Gunes et al., 2005).

Cette molécule joue un rdle important dans la défense des plantes contre les deux

conditions de stress, biotiques et abiotiques (Unlii et al., 2009).

1.1.1.2. La résistance systémique induite ou ISR (Induced Systemic Resistance)



Cette résistance est stimulée par certaines rhizobactéries non-pathogenes (PGPR). Ces
rhizobactéries sont capables de réduire une maladie a travers la stimulation de mécanismes de
défense inductibles chez la plante (Van Loon et al., 1998). L induction dune telle capacité de
défense est systémique : le traitement des racines par des PGPR produit des effets protecteurs sur
d“autres parties de la plante sans migration des bactéries induisantes I'ISR au travers du systeme
vasculaire de la plante ou a travers les tissus (Ramamoorthy et al. 2001). La preuve du réle d"une
souche de PGPR en tant qu inducteur de I'ISR dans la réduction d’une maladie est obtenue en
garantissant une séparation spatiale de I"agent pathogéne et de I'agent inducteur de la résistance,

afin d’exclure toute interaction antagoniste (Bakker et al., 2007).

1.2. Interactions entre la flore microbienne

Différentes interactions antagonistes s’installent entre les communautés de la flore

rhizosphérique, elles peuvent étre résumées a I’antagonisme et la compétition.
1.2.1. Antagonisme
1.2.1.1. Antibiose

C’est une forme d’antagonisme qui a lieu quand une espece bactérienne ou fongique sécrete
des substances toxiques pour les especes situées a sa proximité. Ainsi, les substances antifongiques
peuvent induire un effet fongistatique, fongicide ou mycolytique.

Pseudomonas fluorescens souche 2-79 est capables de neutraliser le piétin échaudage du
blé grace a la production d’un antibiotique, 1’acide phénazine 1-carboxylique (Kim et al., 1999).
Ce composé inhibé la croissance de 1ug/ml les mutants Tn5 non producteurs de phénazine (Phz)
ne sont plus capables d’inhiber ce phytopathogéne in vitro, comme ils protégent mois contre le
piétin échaudage du blé, méme s’ils sont aptes a coloniser le systéme racinaire de la plante hote,
avec la méme efficacité que le souche-meére (Kim et al., 1999).

Les genres Bacillis, Streptomyces ou des Stenotrophomonas sont aussi capables de
produire 1’oligomycine A, la kanosamine, la zwittermicine A ou xanthobacine (Ligon et al., 2000).
Ces composés de haut poids moléculaires, sont capables a faibles doses d’interférer avec la
sporulation et la croissance mycélienne d’un large spectre de champignons (Flaishman et al.,
1990).

L’implication de la production des antibiotiques dans le phénotype d’inhibition de la
croissance d’agents pathogeénes, a ét¢ confirmé en comparent les souches productrices de ces
substances a des mutants déficients. Ainsi, la pseudomycine (Kempf et Wolf, 1989), I’herbicoline
A (Flaishman et al., 1990) et la wianine (Howell,1998) ont été reconnues comme substances

antagonistes.



Certain champignons antagonistes ont également a ’antibiose. C’est en particulier le cas
des especes appartenant aux genres Trichoderma spp. et des Gliocladium spp. qui produisent
certains composés qualifiées d’antifongiques (Joshi, 2006). D’autres métabolites produits par
certains champignons participent a leurs activités antagonistes. Il s’agit des enzymes glucanases
et chitanases qui sont capables d’hydrolyser les constituants de la paroi des champignons ciblent.
En plus de leur action directe sur les organismes cibles, ces enzymes interviennent dans les modes
d’action indirectes car elles sont impliquées dans les mécanismes d’induction de la résistance
(Joshi, 2006).

La production des antibiotiques a été observée chez les bactéries Erwinia herbicola, qui est
un agent de lutte biologique important contre Erwinia amylovora. Les peptides antibiotiques ont
typiquement un large spectre d’action et sont résistants aux peptidases et protéases d’origine
végétale ou animale, contrairement aux bactériocines qui sont des structures antibactériennes ayant
un effet inhibiteur spécifique, sur des organismes étroitement apparentés (Rayder et Jones, 1990).

1.2.1.2.Parasitisme

Certains microorganismes, de la lutte biologique sont capables de produire des enzymes
hydrolytiques (Chitinases, B-1,3 —glucanases ou cellulases) pouvant dégrader les constituants
pariétaux des cellules fongiques. L’altération de ces parois conduit a la lyse des cellules et inhibe
ainsi le développement du champignons (Benjama et al,. 2004). Ce mécanisme est fréquemment
rencontré chez les champignons, tels que Glicladium sp. et Trichoderma sp. (Pleban et al., 1997).
Certaines études ont montré une corrélation entre la production d’enzymes chitinolytiques par les
bactéries du genre Bacillus sp., Lysobacter sp., Paenobacillus sp., Pantaeo sp., Pseudomonas sp.,
Streptomyces sp. et la capacité de ces souches a inhiber la croissance des champignons du sol ;
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Pythium ultimum et Bipolonis

sorokiniana (Palumbo et al., 2005).

Les exemples les plus classiques dans la lutte biologique contre les maladies sont le
parasitisme de certaines souches de Trichoderma spp. vis-a-vis de Rhizoctonia solani et celui de
Coriothyrium minitans vis-a-vis des champignons a sclérote et en particulier Sclérotinia minor et
Sclérotinia sclerotiorum. La conséquence de ce parasitisme est une diminution de la densité de

I’inoculum primaire de 1’agent pathogeéne Coniothyrium minitans (Regnault et al., 2005).
1.2.2. Compétition

Park (1960), définit la compétition comme la réduction de croissance résultant de la lutte
entre organismes pour les nutriments, la niche écologique ou tout autre facteur environnemental.
Elle constitue un mécanisme fortement impliqué dans la suppression de nombreux pathogénes
(Buysenes et al., 1996).



La compétition pour le fer par certaines souches de Pseudomonas fluorescens est la plus
documentée. Elle implique la production de différents sidérophores moléculaires chélatrices du fer
et servant de transporteur de I’ion ferrique a I’intérieur de la cellule bactérienne (Maziane et al.,
2005). Les souches bactériennes les plus compétitives sont connues par leur capacité a produire
des siderophores ayant une trés grande affinité pour le fer, telle que la pyoverdine (sidérophore
fluorescent). 1l existe aussi d’autres sidérophores non fluorescents comme la pyochéline et la
pseudomonique possédant une plus faible affinité pour le fer par rapport a la pyoverdine. La
compétition pour le fer est démontrée par la détection de génes de spécifiques. L’activité
protectrice contre Botrytis cinerea d’une souche mutante de Pseudomonas putida (WCS358),
incapable de produire des sidérophores, est fortement diminuée chez la tomate (Haas et Kell,
2003). L’efficacité d’une lutte biologique via le phénoméne de compétition pour le fer semble étre

surtout importante dans des conditions limitantes en fer.

2. Les métabolites secondaires

Dans le régne végétal, la diversité des métabolites secondaires est estimée entre 200
000 et un million (Fiehn, 2002 ; Dixon et Strack, 2003 ; Bino et al., 2004). A noter qu’ils sont
souvent spécifiques d'une famille, voire d'une seule espece vegétale. Cette diversité est
probablement le résultat de mécanismes d'adaptation génétique des plantes a leur environnement,
y compris aux réponses aux stress abiotiques et biotiques (Bednarek et Schulze-Lefert, 2009).

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

2.1. Définition des métabolites secondaires

Le métabolisme secondaire implique les voies métaboliques primaires spécifiques a
certains organismes vegétaux. Le métabolisme secondaire sont des molécules qui ne participent

pas directement au développement des plantes mais plutdt intervenaient dans les relations avec les



stress biotiques et abiotiques ou améliorent ’efficacité de la reproduction (Aissous et Bechara,
2016).

Les composés de métabolisme secondaire ne sont pas produits directement lors de la
photosynthése mais résultant de réactions chimiques ultérieures. Ces composés ne se trouvent pas
dans toutes les plantes (Aissous et Bechara, 2016). Les métabolites secondaires sont produits en
tres faible quantité, dont plus de 200000 molécules ont été identifiées. Elles sont classés selon leur
appartenance chimique en : composés phénoliques, alcaloides et terpénoides (Cuendet, 1999 ;
Vermerris, 2006)

2.2. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont classés en plusieurs grands groupes : parmi ceux-ci, les
composés phénoliques, les terpenes et stéroides et les composés azotés dont les alcaloides
(Tableau 1). Chacune de ces classes renferme une tres grande diversité de composés
(Krief ,2003).

Tableau 1 : Les différentes classes des métabolites secondaires (Krief ,2003).

Les Classes des métabolites secondaires

-tanins

Les composés

phénoliques -lignine,

- flavonoides

-glucosinolates

Les métabolites secondaires ) )
les composés azotés .
-alcaloides

-bétalaine

-hétérosides cyanogenes
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Lignine
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Glucosinolates
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alcalo%C3%AFde
https://fr.wikipedia.org/wiki/B%C3%A9tala%C3%AFne

-monoterpénes
-sesquiterpenes
les terpenes ) .
-diterpénes
-triterpenes

-tétraterpénes

-polyterpenes

2.3.Les composés phénoliques
2.3.1. Définition

Les composés phénoliques constituent une famille de molécules tres largement répandues
dans le régne végétal. Ils sont des produits du métabolisme secondaire des plantes, depuis les
racines jusqu’aux fruits. Ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions directes au niveau des
activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la croissance, ou la reproduction (Yusuf,
2006).

Les composés phénoliques constituent un groupe important de métabolites secondaires,
environ 10 000 composeés ont été caracterisés. La plupart des composes phénoliques sont formées
a partir de deux acides aminés aromatiques la tyrosine et surtout de la phénylalanine. Ces acides

aminés sont formés de facon variable suivant les végétaux (Guignard, 2000).
2.3.2. Structure chimique

La structure chimique des composes phénoliques est caractérisée par un ou plusieurs
noyaux aromatiques hydroxylés. Les composés phénoliques sont classés en différents groupes en
fonction du nombre de noyaux aromatiques qui les composent et des substitutions qui les relient
(Figl) (Boros et al., 2010).

Groupe hydroxyle — * OH

Anneau
aromatique ’

Groupe phénol

Figure 1 : Structure de base de polyphénol.

2.3.3.Classification des composés phénoliques
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Les composes phénoliques regroupent plusieurs milliers de molécules caractérisées chez les
végetaux (CIé et al., 2008). Ils peuvent se regrouper en plusieurs classes selon la complexité du

squelette carboné, le degré de modification de ce squelette (méthylation, hydroxylation...) (Royer,

2013) (Tableau2).

Tableau? : Les différentes classes de composés phénoliques d’aprés Macheix et al., (2005).

Squelette carboné | Nom de la classe Exemple Plante
alimentaire
C6 Phénols simples Acide gallique tomate
Catéchol
C6-C1 Acides hydroxybenzoiques P- Epices, fraise
Hydroxybenzolque
C6-C3 A.Hydroxycinnamiques Acide Tomates, ail
paracoumarique
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine Mangue
C6-C3-C6 Flavonoides Quercetol, cyanidol | Fruits, légumes
(C6-C3) n Lignines fruits a noyaux
(C15)n Tannins Raisin rouge,
Kaki

2.3.4. Voies de biosynthése des composes phénoliques

La biosynthése des composés phénoliques du tomate, largement décrite dans la littérature,

il dérive de la voie du shikimate et de la voie des poly-B-cétoesters (trois unités malonyl CoA)

pour 1’¢laboration de 1’unité phloroglucinol (Fowler et Koffas ,2009).

La phénylalanine ammonia-lyase (PAL) et la tyrosine ammonia-lyase (TAL) catalysent la

désamination non-oxydative de la phénylalanine et de la tyrosine pour donner respectivement

I’acide cinnamique et 1’acide p-coumarique.

L’addition d’un groupement hydroxyle en position 4 du noyau aromatique de I’acide

cinnamique par la cinnamate 4-hydroxylase (C4H) permet également de former I’acide p-

coumarique. Sous I’action de la 4-coumarateCoA ligase (4CL), I’acide p-coumarique peut former

le p-coumaroyl-CoA, précurseur des voies de biosynthese des flavonoides,

isoflavonoides, acides hydroxycinnamiques, dihydrochalcones, lignines et tanins (fig2).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_paracoumarique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_paracoumarique

Voie du Shikimate Biosynthése des acides phénoliques et lignines
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Figure 2 : Schéma simplifié de la voie de biosynthése des composés phénoliques (Royer, 2013).

PAL : phénylalanineammonia-lyase. C4H : cinnamate 4 hydroxylase. 4CL : 4-coumarate CoA ligase.

CHS : chalcone synthase. CHI : chalcone isomérase.

2.3.4.1. Les acides phénoliques
L’acide p-coumarique est transformeé en p-coumaroyl CoA, réaction catalysée par I’enzyme
4-coumarate CoA ligase (4CL). De cette molécule, par hydroxylation, méthylation et réduction,
se créent de nombreux composés : acides férulique, sinapique et caféique par exemple. Ces
composes phénoliques sont trés souvent sous forme conjuguée a d’autres molécules organiques

impliquant la fonction carboxylique, la conjugaison de ces composes phénoliques avec du glucose



ou différents alcools-acides (acides quinique, malique...) crée des esters. L’ester d’acide caféique
avec I’acide quinique est 1’acide chlorogénique (acide 5-caféoylquinique), I’ester d’acide caféique
le plus fréquemment rencontré (Macheix e tal., 2005; Morot-Gaudry,2012). Leur conjugaison avec
des mono ou des di-amines (tyramine, putrescine...) conduit a des phénolamides (ou des amides
des acides hydroxy-cinnamiques : HCAA). Ces HCAA sont la conjugaison des acides hydroxy-
cinnamiques (tels que 1’acide p-coumarique ou 1’acide férulique) avec des polyamines (tels que la
tyramine, la putrescine, I’octopamine...).

L'acide salicylique est un régulateur de croissance endogéne de nature phénolique, qui

participe a la régulation des différents processus physiologiques chez les plantes (Raskin, 1992).

L’acide salicylique fait partie des acides hydroxy-benzoiques, qui sont dérivés de 1’acide

benzoique (fig3) et ont une formule de base de type C6- C1 (Macheix et al., 1990).

COOH COOH
OH 0-CO-CH,4
acide salicylique acide acétylsalicylique
COOCH, COO-glucose COOH
OH OH 0= glucose
salicylate de méthyle ester glucosylé 2-0-B-glucoside

Figure 3 : L’acide salicylique et ses principaux dérivés naturels (salicylate de méthyle, ester
glucosylé, glucoside). L’acide acétylsalicylique, principe actif de I’aspirine, est également

représenté (Sebane, 2014).

2.3.4.2. Les flavonoides
Les flavonoides sont définis par leur squelette de base constitué de deux cycles aromatiques
a 6 atomes de carbone connectés entre eux par un hétérocycle a 3 atomes de carbone (C6-C3-C6)
(Bovy et al., 2007). Selon les modifications de I’hétérocycle, ces composés sont regroupés en
divers sous-groupes incluant les anthocyanidines, les flavonols, les flavones, les flavanols, les
flavanones, les chalcones, les isoflavonoides (Treutter, 2006). Leur synthese débute par la



formation de p-coumaroylCoA catalysée par la 4-coumarate-CoA ligase (4CL) a partir de 1’acide
p-coumarique. A cette molécule de p-coumaroyl-CoA sont ajoutés 3 molécules de malonyl-CoA
aboutissant a la formation d’une chalcone catalysée par 1’enzyme chalcone synthase (CHS)
(Morot-Gaudry, 2012).

2.3.4.3. Les lignines

Les lignines résultent d’une polymérisation d’alcools cinnamyliques : les monolignols
(alcools p-coumaryligue, coniférylique et sinapylique). Ces monolignols dérivent dupcoumaroyl-
CoA par une serie de réactions impliquant des hydroxylases, des Co-A ligases, des méthylases,
des réductases et des déshydrogénases. Les lignines sont des molécules de fin de chaine de la voie
de biosynthéese des composés phénoliques.

La lignine est indispensable au maintien des plantes et a leur développement. Par ailleurs,
cette molécule découle de la voie de biosynthese des composés phénoliques et est, par sa présence
dans les parois cellulaires, le premier rempart aux attaques de bioagresseurs.De ce fait, son
caractere primaire ou secondaire est difficile a définir (Macheix et al., 2005). Son réle actif dans
la défense des plantes (Royer, 2013).

2.4. Localisation des composés phénoliques dans les plantes
A I'échelle de la cellule, les composés phénoliques sont principalement répartis dans deux
compartiments : les vacuoles et la paroi. Beaucoup des composées phénoliques sont toxiques, ils
sont alors stockés dans des vésicules spécifiques ou dans des vacuoles (Machiex et al., 1990).
Dans les vacuoles, les composés phénoligues sont conjugués, avec des sucres ou des acides
organiques, ce qui permet d'augmenter leur solubilité et de limiter leur toxicité pour la cellule. Au
niveau de la paroi, on trouve surtout de la lignine et des flavonoides liés aux structures pariétales
(Bénard, 2009).

Une des caractéristiques des composés phénoliques, qu'ils partagent généralement avec
I'ensemble des métabolites secondaires, est de montrer une répartition trés inégale chez les
différentes espéces végétales et, pour une méme espéce, selon la variété et le stade d'‘évolution
physiologique (Fleuriet et Macheix, 2003).

La répartition des composes phénoliques montre également des accumulations trés
localisées, genéralement en relation avec une fonction physiologique ou avec l'interaction de la
plante avec son environnement (Machiex et al., 2005).

Les variations qualitatives et quantitatives des composés phénoliques peuvent étre
particulierement marquées au cours de la vie de la plante (Machiex et al., 1990).

Les composés phénoliques sont synthétisés dans le cytosol. Une partie des enzymes
impliquées dans la biosynthése des phénylpropanoides est liée aux membranes du réticulum

endoplasmique ou elles sont organisées en metabolons (Winkel, 2004 ; Macheix et al., 2005).



D'autres organites du cytoplasme, comme des vésicules golgiennes ou des chloroplastes,
peuvent participer a la biosynthése des composés phénoliques mais ne présentent pas des lieux

d'accumulation (Macheix et al., 2005).

Au sein méme des feuilles, la répartition des composes est variable, par exemple les
anthocyanes et les flavonoides sont majoritairement présents dans I'épiderme (Tomas- Barberan et
Espin, 2001; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). Les composés phénoliques interviennent dans
un grand nombre de processus physiologiques chez la plante et dans les interactions avec leur

environnement, leur structure leur conférant des fonctions trés spécifiques (Tomas-Barberan et

Gil, 2008). A I’échelle tissulaire, des répartitions trés inégales des différents composés
phénoliques. Ainsi les anthocyanes et les pigments de type flavonols sont généralement présents
dans les couches cellulaires externes des organes végétaux, en particulier les épidermes des fruits
et des feuilles (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

2.4.1. Les composes phénoliques de la tomate
L’acide chlorogénique, la rutine et le kaempferol- rutinoside sont les principales molécules
observées dans les extraits de feuille de tomate (Le Bot et al,. 2009). L’acide chlorogénique est le
composé phénolique majeur dans les feuilles (2% de masse seche). Dans les racines, I’acide

chlorogénique est le composé phénolique majeur détecté (Larbat et al., 2012) (Fig4).
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Figure 4 : Exemple de composés phénoliques identifiés chez la tomate (Bénard. 2009).

Cependant les feuilles renferment des quantités importantes de composes phénoliques
(Stout et al., 1998). L’acide chlorogénique et la rutine semblent étre les composés les plus
abondants (Wilkens R T et al., 1996). Comparativement (Stewart et al., 2001) ont quantifié
environ dix fois plus de flavonols dans les feuilles que dans les fruits de tomate (Stewart et al.,
2001).

La composition phénolique des fruits de tomates évolue avec la maturation du fruit (Gautier
et al., 2008), et elle varie également quantitativement et qualitativement suivant les cultivars
étudiés, les tomates cerises étant généralement les plus riches (Raffo et al., 2002). Fleuriet et
Macheix (1981) ont montré que 1’acide chlorogénique (ester de 1’acide caféique avec 1’acide
quinine) était un des dérivés d’acide hydroxy-cinnamique prédominant durant la croissance et la

maturation du fruit de tomate.

2.5. L accumulation des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont connus pour jouer un réle majeur dans le mécanisme de
défense des plantes contre divers agents infectieux externes (Anita et Samiyappan, 2012). La
capacité d'une espéce végétale a résister a l'attaque des insectes et des micro-organismes est
souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques (Rees et Harborne, 1985).

Parmi tous les composés phénoliques qui pouvant étre impliqués dans la résistance des
végétaux aux parasites, I’acide salicylique peut étre présent sous plusieurs forme dans la plante :
d’abord I’acide lui-méme, plus ou moins dissocié selon le pH du milieu, ensuite sous forme d’un

B-glucoside qui est probablement une forme de stockage, enfin le salicylate de méthyle qui pourrait



étre un signal volatil relaché dans I’air ambiant. Bien qu’il puisse intervenir directement, au méme
titre que les autres composés phénoliques, dans la résistance des plantes aux micro-organismes,
I’acide salicylique joue simultanément un réle important comme messager intracellulaire
déclenchant I’induction de I’ensemble des mécanismes qui permettent & la plante de se défendre

vis-a-vis, des champignons ou des bactéries (Kunk el et Brooks, 2002).

Par ailleurs, il existe généralement une bonne corrélation entre la capacité de résistance de
la plante et sa teneur en acide salicylique (Gozzo, 2003). L’acide salicylique joue un role primaire
pour induire I’expression de nombreux genes, qu’il s’agisse ou non de génes du métabolisme
phénolique. La conséquence en est I’activation des systémes de défense de la plante, se traduisant
par I’accumulation de composés phénoliques et la mise en place des protéines PR (Ryals et al.,
1996).

L’accumulation des composés phénoliques, notamment les flavonoides a ét¢ démontrée
chez de nombreuses espéces et dans différentes situations de stress biotique (War et al, 2011),
specialement, dans les sites infectés et jouant un rdle toxique pour les pathogenes (Ojha et
Chatterjee, 2012). Aussi sous les conditions abiotiques (Korkmaz et al., 2007), leur role dans la
stimulation de la résistance chez les légumineuses a été démontre (Dakora et Philips, 1996).

Marfek, (2003) et Boukraa (2016) ont indiqué que certains flavonoides jouent le role de
phytoalexines, qui sont fortement synthétisé par les feuilles des plantes suite a une infection par

les pathogénes ou les bactéries.

Arbia et al, (2006) ont signal¢ I’effet signifiant des isoflavones dans la réduction de la
croissance des pathogenes en causant des changements dans les mycéliums et la désorganisation
des cellules. Harborne (1999) suggére que la capacité d’une plante a résister dépend de son taux
de compose phénolique. Alors que, Suprakash et al., (2012) ont signalé que I’activité du
polyphénol oxydase atteint son maximum, suite au traitement d’une plante par le F.oxysporum et
I’SA.

Tandis que les taux des tannins ont diminué en présence de I’SA ; ces composés font parties
des composée phénoliques pariétales ; Au cours de la résistance, les cellules ont leurs parois
renforcées par des dépots de callose, de lignines et d’autres composés phénoliques pariétales
(Dihazi, 2012). Ces derniers constituent une barriere de défense qui protégent les parois, en
inhibant les enzymes nécessaires a la pénétration du pathogene a travers la cuticule des plantes
(Bostock et al., 1999 ).

La SAR, induite par un agent pathogene incompatible, est notamment caractérisée par
une accumulation d'acide salicylique (SA) (Van Loon et Van Strien 1999).L’accumulation de SA
se produit localement et systémiquement, indiquant que le SA est une molécule essentielle au

développement de cette résistance (Van Loon et al.,1998).



Contrairement a la SAR, I'induction de I"'ISR dans les plantes par des PGPR est souvent
indépendante du SA (Ryu et al., 2003). Cependant, certains exemples de I'ISR liée au SA ont été
de temps en temps rapportés (Bargabus et al., 2004). L'acide salicylique est un composé
phénylpropanoide majeur qui influence la résistance des plantes aux pathogenes et probablement
a d'autres facteurs de stress (Ojha et Chatterjee, 2012).

La répartition des composés phénoliques montre également des accumulations tres
localisées, genéralement en relation avec une fonction physiologique ou avec l'interaction de la
plante avec son environnement (Machiex et al., 2005).

Les composés phénoliques fournissant une résistance aux maladies était le cas des
écailles d'oignon accumulant des quantités suffisantes de catéchol (1) et d'acide proto-catéchuique
(11) pour prévenir la maladie des taches d'oignon, Colletotrichum circinans. Les écailles colorées
des oignons résistants contiennent suffisamment de ces deux phénols pour réduire la germination
des spores de C. circinans a moins de 2%, tandis que les variétés sensibles manquent de ces
composés et le taux de germination est supérieur a 90% (Vincenzo Lattanzio et al.,2006). Des
niveaux adéquats d'acide chlorogénique (111) expliquent la résistance des tubercules de pomme de
terre contre Streptomyces scabies, Verticillium alboatrum et Phytophthora infestans (Vincenzo
Lattanzio et al., 2006), tandis qu‘a faibles concentrations, il stimule la croissance de P. infestans
et de Fusarium solani var. coeruleum. De faibles concentrations de benzaldéhyde (V) inhibent
totalement la germination des spores de Botrytis cinerea et la germination de Monilia fructicola
(Vincenzo Lattanzio et al., 2006).

2.6. Roéles des composés phénoliques

Les plantes ont besoin de composés phénoliques pour la pigmentation, la croissance, la
reproduction, la résistance aux pathogenes et beaucoup d'autres fonctions. Par conséquent, ils
représentent des caractéres adaptatifs qui ont été soumis a des sélections au cours de I'évolution
(Vincenzo et al., 2006). IIs peuvent en effet intervenir dans : la fertilité, la signalisation et la
protection contre des agents biotiques et abiotiques et encore la formation de polymeres
structuraux comme la lignine (Macheix et al., 2005) .

Le SA exerce un role dans des phénomeénes physiologiques comme la photosynthese, la
floraison, la perméabilité de la membrane, la production de chaleur, la croissance et

développement des plantes, et les interactions plantes — pathogenes (Hayat et al., 2007).

La présence des flavonoides ainsi d’autres composes phénoliques dans quasiment toutes
les parties du végétal, confere une protection considérable a la plante (Madi, 2010). Les
flavonoides sont parmi les métabolites secondaires les plus actifs chez les plantes, ils sont secrété



par les légumineuses et interviennent dans la fixation de 1’azote nodulaire (Sreevidya et al., 2006 ;
Samba et al., 2006).

Les composés phénoliques assurent la survie dans les différentes conditions
environnementales (climat, sols, sécheresse, rayon UV...). Ces métabolites sont doués de plusieurs

roles au sein de la plante, dont on peut citer (Madi, 2010).

» La lutte contre les agents pathogenes

Des recherches récentes ont démontré que la teneur en composes phénoliques S’accroit si
la plante est agressee par des bactéries, champignons, ou autres comme les rayons UV et
1’¢lévation de la température, cela confirme qu’ils ont un role important dans la défense de la plante
(Mohammedi 2006 ; Piquemal, 2008).

Le mécanisme de défense des composes phénoliques lors de 1’attaque d’un pathogéne est
¢lucidé par des expériences déja faites sur des especes d’arbre qui est résumé comme suit ;

_ Une fois le pathogéne a pu s’intégrer a I’intérieur de 1’hote, ceci aboutit a la mise en place d’un
épiderme interne délimitant une zone périhaustoriale. Dans cette région s’accumulent des
composes phénoliques et plus particulier des flavonoides.

_ Deés ce stade s’installe une compétition entre deux phénomenes qui sont d’une part la force de
péneétration du pathogéne ; cela est lié a la capacité et ’intensité prolifératrices de ses cellules. Et
d’autre part les capacités de synthése des flavonoides par les cellules de I’héte. Si ¢’est la force de
pénétration du pathogeéne qui I’emporte, celui-ci envahit rapidement les tissus de 1’hote.

Dans le cas contraire, les capacités de synthese des composes phénoliques qui I’emporte, ils
s’accumulent dans la zone périhaustoriale et forment un manchon qui isole totalement ce
pathogene. Ce dernier se trouve bloguer dans sa progression. Par la suite, d’autres systémes de
défense qui interagissent pour 1’élimination totale du pathogéne (Lepoivre, 2003).

» L’astringence et le goiit

L'astringence est la sensation tactile provoquée par l'ingestion de nombreux aliments, du
cacao au thé, du vin rouge aux noix, derriere cette perception de rapeux ou de sécheresse, se
cachent des composes phénoliques.

Il s'agit plus précisément des pro-anthocyanidines ou tannins condensés, des polymeres de
flavanols qui contribuent aussi a lI'amertume. D'un point de vue chimique, ces composes
phenoliques provoquent la précipitation des protéines salivaires, entrainant avec elles leur cortége
de molécules d’eau qui lubrifie alors la muqueuse buccale (Guggenbuhl, 2003 ; Mohammedi,
2006).

» Lacouleur de la plante

La coloration des fleurs, fruits, et des feuilles de la plante est due a la présence des

substances organiques colorantes ; qui absorbent seulement certaines longueurs d'onde de la

lumiére et émettent celle que nous percevrons comme la couleur des fleurs. Ainsi, les pétales bleus



possedent les pigments qui refletent la lumiere bleue et absorbent les autres composantes du
spectre (Madi ,2010).

Ces pigments sont essentiellement la chlorophylle, les composes phénoliques flavonoide,
acides phénol,...), les caroténoides. Les pigments floraux les plus courants et les plus abondants
sont les flavonoides, dont les anthocyanes, qui couvrent une grande gamme de couleur du rouge a
I'ultraviolet en passant par le jaune, par contre les caroténoides donnent 1’orange et le jaune. Ces
deux types de pigments peuvent dailleurs coexister, ce qui donne une large gamme de couleurs
(Madi ,2010). Les facteurs qui peuvent influencer la couleur apparente sont :

-L’acidité : Le pH varie dans les vacuoles de 2,5 a 7,5. La cyanidine (anthocyane), prendra une
coloration rouge en milieu acide, violette en milieu neutre et bleue en milieu basique (Madi ,2010).
-Le degré d’hydroxylation du cycle B : L'effet de "bleuissement™ s’accroit au fur et a mesure
avec l'oxydation (Piguemal, 2008).

» L’attraction et la pollinisation

Ces métabolites secondaires : composes phénoliques et flavonoides interagissent aussi
dans le phénoméne d’attraction, la couleur de la plante est considérée comme un signal visuel aux
insectes pollinisateurs. Dans certains cas, les flavonoides servent pour éloigner les prédateurs. I
existe méme des flavonoides qui sont toxiques pour certains insectes qui sont néfastes pour la
plante (Marfak, 2003 ; Mohammedi, 2006).

» Attribution a la croissance de la plante

L’intervention des composes phénoliques dans le développement et la croissance de la
plante n’est pas confirmée jusqu’a maintenant, car les recherches établies dans ce sujet ont mené
a des résultats différents. L’unes confirment cette hypothése et d’autres la refusent (Madi ,2010).

2.7. Les propriétés biologiques des composés phénoliques

Les propriétés antioxydants des composés phénoliques participent a la prévention de
diverses pathologies impliquant le stress oxydant et le vieillissement cellulaire, les composés
phénoliques peuvent modifier la disponibilité de I'azote en complexant les protéines (Vincenzo et
al., 2006). Des composés phénoliques sont hautement toxiques pour les champignons envahisseurs

(Thangeswari et Sankaralingam, 2013).

La capacité antioxydant est le principal rble physiologique attribué aux composés
phenoliques (Diallo, 2005 ; Navarro et al, 2008). L’action antioxydant d’un composé phénolique
peut étre issue d’une combinaison d’événements chimiques, dont I’inhibition enzymatique, la
chélation de métaux, adsorption et la neutralisation des radicaux libre, attraction d’un O- ou encore
la donation d’hydrogéne et 1’oxydation en un radical stable par sa

décomposition du peroxyde d’hydrogene (Ouafa , 2012) (Fig 5).
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Figure 5 : Propriétés des polyphénols (Uthurry et al., 2011).

2.7.1. Propriété antioxydant
C’est la capacité de capter ou de piéger les radicaux libres produits spontanément et d’une

facon continue dans I’organisme vivant.

a) Radicaux libres

Par définition, sont des entités chimiques possédant un électron non apparié« célibataire »
sur la couche périphérique du squelette moléculaire. Cet électron célibataire a naissance suite a un
apport d’énergie susceptible et suffisant pour entrainer la rupture des liaisons entres les électrons.
(Hadi, 2004 ; Boutabet, 2007).

Les radicaux libres sont doués d’une forte réactivité, qui peut mener a un désordre dans les
structures moléculaires, en oxydant les lipides membranaires, protéines cellulaires, les acides

nucleiques, et ainsi provoquant la mort cellulaire (Marfak, 2003 ; Boutabet, 2007).

b) Stress oxydatif

Dans I’organisme, la production des radicaux libres est contrlée par les systémes de
défenses. En conditions normales, on assiste a un équilibre de la balance antioxydants
antioxydants/prooxydants (Mohammedi, 2006). Une fois cet équilibre est affecté par une
augmentation de la production d’oxydants ou par une altération dans la défense antioxydant, on
assiste a ce qu’on appelle « stress oxydatif » (Lahoual, 2004 ; Boutabet, 2007).
c) Les ROS (reactive oxygen species)

Ces espéces constituent ’ensemble des dérivés des radicaux de 1’oxygéne. Il existe
plusieurs formes de ces espéces dont les plus importantes sont les suivantes :

- L’anion superoxyde



- Le radical hydroxyle : OHe.
- Le radical peroxyde : ROOe

2.7.2. Propriété antibactérienne, antifongique et antivirale

Les plantes ont une capacite intrinséque a synthétiser des métabolites secondaires dont
certains sont des composés aromatiques de types phénols. Ces composés jouent un réle de
protection des plantes contre les invasions microbiennes, et présentent d’autres mécanismes
d’action de lutte contre les champignons, bactéries et virus. Ces propriétés antifongiques et

antivirales trouvent de nombreuses applications en médecine humaine (Xia et al., 2011).

Il a été ont reporté que les raisins Vitis vinifera possedent des propriétés pharmacologiques
importantes, et en particulier des activités antimicrobiennes grace a la présence de nombreux
polyphénols, notamment d’acide gallique, d’acide hydroxy-cinammique, de flavanols, de

flavonols, et de tanins (Nassiri-Asl et Hosseinzadeh, 2009).

Les principales activités biologiques des composés phénoliques sont résumées dans le
tableau ci-dessous :
Tableau 3 : Propriétés biologiques de quelques composés phénoliques (Derradji-Benmeziane,
2015).

Polyphénols Activité biologique Auteurs

Acides phénol -Antibactérienne, -Sannomiya et al., 2005 ;
(cinnamiques et _
benzoique) -Antiparasitaire, antifongique, -Barros et al., 2007 ;

-Gurbuz et al., 2009.
-Antioxydant

Coumarines -Anticancérigene, anti- -Kostova, 2005
inflammatoire.

Flavonoides -Antioxydant -O’Byrne et al., 2002.

Anthocyanes -Antioxydant -Revilla et Ryan. 2000 ;
Cisse et al.,20009 ..

Tanins galliques et -Activité antibactérienne vaste - Doss et al., 20009.
catéchiques




Chapitre 2 : Mateériel et méthodes

Dans cette seconde partie, nous décrivons les matériels et les méthodologies adaptées dans
nos expérimentations, qu’on a réalisées au niveau du laboratoire de phytobactériologie a
I’universit¢ SAAD DAHLEB de Blida.

Le présent travail a été réalisé en deux parties principales : la premiere consiste a étudier
I’induction de la résistance par des souches antagonistes chez le pathosystéme : Tomate/
Agrobacterium tumefaciens en réalisant un test d’antagonisme in planta. La seconde partie est

consacrée a la recherche d’une éventuelle modification du métabolique secondaire : accumulation



des composés phénoliques suite a 1’inoculation des plantules de tomate par les souches

antagonistes.

. Expeérience in vivo d’induction d’une résistance par des souches
antagonistes chez le pathosysteme : tomate/ Agrobacterium
tumefaciens

I.1.Matériels biologiques
I.1.1.Les bactéries endophytes (source d’agents de lutte biologique)

Quatre souches de bactéries endophytes isolées initialement de plantes spontanées (Smain
et Khofdja, 2010), selon la technique décrite par Long et ses collaborateurs (2003), ont été choisis
pour la suite de ce travail (Hildebrand et al., 1998).

Le choix des souches endophytes sélectionnés était porté sur les résultats du test
d’antagonistes in vitro et in planta (Djellout, 2011 ; Mekhaldi et Belkacem Koumri, 2013 ; Kiradet
Dahman, 2016).Les quatre (4) souches de bactéries antagonistes choisies pour effectuer
I’expérience in vivo d’induction d’une résistance sont : CR2, OS1, 0S4, EPR3, ces bactéries ont
¢été identifiées par la réalisation du séquengage de I’ADN ribosomal 16S au laboratoire (CNR,

Protezione Delle Piante Firenze, Italie) (Krimi et al., 2016) (tableau 4).

Tableau4 : Originesdes souches antagonistes utilisées.

Code la souche | Nom scientifique Origine végétale Année d’isolement
OS1 Bacillus cereus Urtica dioica 2010
054 Bacillus methylotrophicus Urtica dioica 2010
CR2 Pseudomonasbrassicacearum | Calendula arvensis | 2010
EPR3 Pseudomonas brassicacearum | Euphorbia peplus 2010

Ces souches antagonistes ont été cultivées sur milieu LPGA (Levure Peptone Glucose
Agar) (Hildebrand et al., 1988), puis incubées a 28°C.

1.1.1.1.Culture et développement des souches antagonistes

Tous au long de notre étude, tous les souches antagonistes ont été cultivés sur le milieu de
culture LPGA qui s’est révélé plus performant que le milieu LB et milieu King B en termes de
croissance bactérienne. Le milieu LPGA contient I’extrait de levure, la peptone bactériologique,

le glucose et I’agar (Ryu, 1938) (annexe 1).



Les souches antagonistes ont été préparées a partir de cultures préalablement purifiées. La
purification est une opération nécessaire afin de s’assurer de la pureté des souches antagonistes
pour leur utilisation. La méthode consiste a faire des étalements sectoriels avec la culture
bactérienne de chaque isolat a I’aide d’une anse, a raison de 3 secteurs par boite de Pétri contenant
le milieu LPGA (Ryu, 1938), suivie d’une étape d’incubation a 28-30°C, jusqu’a I’obtention de

clones purs.

Pour I’étape de bactérisation, nous avons préparée des suspensions bactériennes a une
densité optique variant de 0,22 a 0, 26 a une longueur d’onde de 600 nm, ce qui correspond

respectivement a une densité cellulaire de concentration 10’ CFU/mI (Djellout, 2011).

1.1.2. Origine des Souches pathogénes d’Agrobacterium tumefaciens utilisées

Les trois souches bactériennes pathogenes utilisées dans la présente étude appartiennent a
la collection du laboratoire de phytobactériologie (département de biotechnologie de 1’université

SAAD DAHLEB, Blida).

Les souches pathogénes utilisés sont des souches d’Agrobacterium tumefaciens dont la
souche C58 qui est une souche de référence, elle fait partie de la collection de souches
phytopathogenes du laboratoire phytobactériologie. Elle nous a été soigneusement fournie par le
laboratoire d’Ecologie microbienne (CNRS, Lyon I, France), la souche E171 et la souche E14 qui

sont des souches isolées d’Eucalyptus occidentalis (Krimi et al., 2006) (tableau 5).

Tableau 5 : Origine des souches d’Agrobacterium tumefaciens utilisées.

Souche | Origine végétale | Origine géographique | Année Source
d’isolement
C58 Prunus cerasus New York (U.S.A) 1955 Dickey R.S. Cornell

university, Ithaca, N. Y.

El4 Eucalyptus Tlemcen (Algérie) 2003 Krimi  Z.  Université
occidentalis SAAD DAHLEB, Blida




E171 Eucalyptus Tlemcen (Algeérie) 2003 Krimi  Z.  Université
occidentalis SAAD DAHLEB, Blida

Ces souches ont été conservées dans de 1’eau distillée stérile a une température de 4°C.
Leur pureté a été vérifiée par étalement sectoriel et purification successives sur le milieu MG
(Moore et al., 1988) .

Pour I’étape d’inoculation, nous avons préparé des suspensions bactériennes a une densité
optique qui varie de 0,12 a 0,16 a une longueur d’onde de 600 nm, ce qui correspond a une densité
cellulaire de 10%bactéries /ml. En effet, pour notre expérimentation, nous avons utilisé la densité
d’inoculum de 108 bactéries /ml, indiquée par plusieurs travaux effectuées sur Agrobacterium
tumefaciens (Portier, 2004 ;Djellout, 2011).

1.1.2.1.Vérification du pouvoir pathogéne des souches d’Agrobacterium tumefaciens utilisées

Afin de vérifier le pouvoir pathogéne des souches d’Agrobacterium tumefaciens (C58,
E171 et E14), deux plantes tests ont été utilisées a savoir, le kalanchoé(Kalanchoé
daigremantiana), la tomate (Lycopersicum esculenum cv. Saint Pierre). Les limbes foliaires de la
plante Kalanchoe daigremontiana sont fréquemment utilisés pour Vérifier la virulence

d’Agrobacterium spp. (Moore et al,.1988).
1.1.2.1.1.Inoculation des feuilles de kalanchoé et de tomate

L’inoculation sur les plantes test est réalisée a I’aide d’une culture bactérienne &dgée de 48h
et cultivée sur le milieu LPGA (Ryu, 1938). La souche a tester est déposée sur des blessures
réalisées aseptiquement sur le limbe des jeunes feuilles de kalanchoé d’une couleur vert tendre
d’une taille d’environ 7 cm. L’inoculation des plantules de tomate se fait au niveau du 2 ®™ entre
neeud de la tige. Trois repétitions (plantules) par souches sont réalisées. Pour le test témoin, en
plus de la souche de référence, nous avons utilisé des plantules blessées, inoculées d’eau distillée
stérile et des plantules blessées non inoculées. Une réaction positive se traduit par 1’apparition

d’une tumeur au niveau du site de I’inoculation apres 2 a 3 semaines (Moore et al,.1988).

1.1.3. Matériel végétal

Nous avons mené notre étude sur la tomate (Lycopersicum esculutumL.), qui appartient a
la famille des solanacées. Le choix de tester I’activité antagoniste sur la tomate, est di au fait
qu’elle constitue une plante héte utilisée lors des expérimentations pour les bactéries pathogenes
d’Agrobacterium tumefaciens, car en cas de réponse positive, elle développe des tumeurs en un
temps trés court. La variété testée est la Saint Pierre (var. fixe), les semences de tomate nous ont

été fournies par un agriculteur.



1.1.3.1 Méthodologie de semis
1.1.3.1.1 Désinfections de la semence

Les graines de tomate Lycopersicum esculentum ont été désinfectées dans une solution
constituée d’eau distillée stérile et d’environ 2 a 3 gouttes d’eau de javel a 12 ° pendant 5 minutes
pour la désinfection de semence est suivie de 3 ringages successifs a I’eau distillé stérile. Les

graines sont séchées sur papier filtre stérile (Djellout ,2011).
1.1.3.1.2. Préparation et traitement des graines de tomate

Les graines qui donneront les plants témoins positifs (sans bactérisation et sans infection
par le pathogéne) ou négatif (sans bactérisation mais avec infection) sont trempées dans de 1’eau
distillée stérile (Lee et al., 2010).

Celles qui donneront les plants traités, les graines de tomates sont inoculées par immersion
avec des suspensions bactériennes (un des souches antagonistes sélectionnées : OS1, 0S4, CR2 et
EPR3) pendant 24 h, c¢’est I’étape de bactérisation des graines de tomate, cette étape qui permet
aux bactéries d'établir des interactions moléculaires compatibles avec la plante avant 1’application

de I’agent pathogene (Adam, 2008).

La suspension bactérienne des souches antagonistes sélectionnées (OS1, 0S4, CR2 et
EPR3) sont ensemencées dans un milieu LPGA, incubées a une température de 28°C pendant 24
heures, ajustées a une densité optique variant de 0.22 a 0, 26 mesurée a une longueur d'onde de
600 nm, ce qui correspond respectivement a une densité cellulaire de concentration 10’CFU /mll
(Djellout, 2011).

L’opération de pré germination permet de gagner du temps a la levée et de hater la
végeétation, cette opération se réalise en mettant les semences de tomate dans des boites de Pétri
sur du papier Wattman stérile n°1 et imbibé avec d’eau distillée stérile. Ces boites sont déposées
dans la mini serre dans des conditions appropriés (25°C) nécessaire a la germination des semences
de tomate (fig 6).



Figure 6: les graines de tomates pré-germées de 5 jours.
A la droite : boite de pétri de graines de tomate trempé dans 1’eau distillée stérile.

A gauche : boite de Pétri de graines de tomate trempé dans la souche antagoniste CR2.

1.1.3.1.3. Semis des graines de tomate

Pour le semis, le substrat utilisé est un mélange de 2/3 de terre végétale récupéré au niveau
de la station expérimentale et 1/3 de tourbe. La stérilisation du substrat a été réalisee selon la

méthode Rapilly (1986), qui consiste a stériliser le sol a 2 reprises pendant une période d’une heure
a 200°C, en intervalle de 24h (Rapilly, 1986).

Le substrat est distribué dans des gobelets en plastique (10 cm x6, 5 cm) a raison de 200g
de sol par pot. Les pots sont munis d’un orifice de drainage et de percolation de la solution

d’arrosage en cas d’exces (fig 7).

Figure 7 : plantules de tomates apres repiquage.



Le semis a été mené sous serre avec une photopériode de 16h lumiere et 8h d’obscurité et

une température de 25 a 30°C.

L’irrigation des plantes de tomate a été réalisée a 1’eau du robinet stérile suivant les besoins
des plantes (en maintenant un niveau adéquat d’humidité du sol), un apport d’une solution nutritive

standard a été préconisé dans le but d’accélérer et d’assurer le bon développement des plantules.

1.1.3.1.4. Sélection des plantes pour I’inoculation

La sélection est faite aprés la germination des semences de tomate et avant leur inoculation
par les bactéries antagonistes. Les plantes ont été choisies au stade de quatre vraies feuilles, pour

que I’ensemble des plantes soient homogéne et de méme stade phénologique.
1.1.3.1.5. Dispositif expérimental

L’essai in vivo d’induction d’une résistance se réalise sous serre selon un dispositif
expérimental, qui est bloc randomisé avec plusieurs traitements, un plant avec trois répétitions,
pour chaque traitement, soit un total de 60 plantes. Au total, pour tous les traitements de 1’essai
d’antagonisme, nous avons 240 plantes a analyser dans différant temps : Oh ,48h ,1 semaine et 2

semaines apres 1’inoculation (tableau 6).
Les traitements sont les suivant :
T1 : témoin négatif par les plants inoculé avec 1’eau distill¢ stérile.

T2 : trempage des plants de tomate dans la suspension bactérienne d’antagoniste puis

inoculés par les souches tumorigenes d’Agrobacterium tuméfactions (E14, E171, C58).

T3 : un second traitement consiste a tremper les plants de tomate dans la suspension
d’antagonistes qui sont les souches CR2, OS1, OS4, EPR3.

T4 : le quatrieme traitement représente les plants de tomate inoculés directement avec la

suspension de souches tumorigénes d’Agrobacterium tumefaciens(E14, E171, C58).

Tableau 6 : les différents traitements de 1’essai

Les traitements de 1’essali Le nombre des plantules (répétition)
T1 : EDS (# temps ; Oh, 48h, 1 semaine, 2
. 12
semaine)
T2 : Antagoniste/pathogéne (# temps ; Oh, | OS1/C58 12 N
48h, 1 semaine, 2 semaine) OSL/E14 12
' ' OS1/E171 12
0S4/C58 12
OS4/E14 12




OS4/E171 12 144

EPR3/C58 12

EPR3/E14 12

EPR3/E171 12

CR2/C58 12

CR2/E14 12

CR2/E171 12

T3 : Antagoniste (# temps ; Oh, 48h, 1 | CR2 12
semaine, 2 semaine) EPR3 12 43

' 0S4 12

0s1 12

T4 : pathogéne (# temps ; Oh, 48h, 1| E171 12
semaine, 2 semaine) El4 12 } 36

' C58 12

# . différant.
EDS : les plants inoculés avec I’eau distillée stérile.
E14, E171, C58: les souches tumorigénes d’Agrobacterium tumefaciens

OS1: Bacillus cereus.
0S4 :  Bacillus methylotrophicus.
CR2: Pseudomonas brassicacearum.

EPR3: Pseudomonas brassicacearum

I.2.Méthodologie adaptée pour la réalisation de I’essai in vivo d’induction de
résistance par des souches antagonistes chez le pathosysteme : tomate/
Agrobacterium tumefaciens

1.2.1. Techniques d'inoculation des plantules de tomate in vivo

Au stade de quatre feuilles, on procéde a un rappel bactérien sur les plants traités, les
plantes de tomate sont retirés de leur pots (création de micro blessures)puis rincés pour éliminer
I'excés de sol puis trempés pendant 24h dans une suspension des bactéries antagonistes a une
densité optique 0.22 a 0, 26 mesurée a une longueur d'onde de 600 nm, ce qui correspond
respectivement a une densité cellulaire de concentration 10’CFU /ml (Djellout, 2011).

Les plantules de tomate traitées par l'antagoniste seront par suite inoculées par les souches
pathogenes d'Agrobacterium tumefaciens (E14, E171, C58)a la concentration cellulaire de
10°CFU/ml.

La methode diimmersion ou de trempage des racines des plantes par les souches
antagonistes a été utilises par plusieurs auteurs a savoir : Guessas et Hadadji, 2009 ;Djellout, 2011 ;
Mekhaldi et Belkacem Koumri, 2012 ; Kirad et Dahman, 2016.

Le témoin négatif correspond a des plantes trempées dans de I'eau distillé stérile, aprés 24h,

les plantes sont re- transplantées dans leurs pots.



Avec une aiguille ou scalpel stérile, on réalise une blessure dans le collet des plantules de
tomate, a intervalles de 1 cm a partir de l'extrémité en croissance. Un volume de 0.1 ml d'eau
distillé stérile ou de la suspension bactérienne de lI'agent pathogene Agrobacterium tumefacien sva
étre introduit au niveau de blessure (fig 8) (Kenneth et al., 2006 ; Djellout,2011 ;Mekhaldi et
Belkacem koumri, 2012 ;Kirad et Dahman, 2016).

-

Figure 8 : une blessure dans le collet d’une plantule de tomate traitée par la souche
antagoniste OS4 et inoculé par la suite par une suspension bactérienne de la souche pathogéne
C58.

Pour chaque cas, le volume inoculé est de 0.1 ml, la tige inoculée est ensuite enveloppée
avec du papier aluminium stérile afin d'éviter la dessiccation de I’inoculum (kenneth et al ., 2006).
Les plantules sont maintenues en serre a une tempeérature de 25-27°C, puis inspectees pour le
développement de la tumeur.



Il. La recherche d’une éventuelle modification du métabolique secondaire :

accumulation des composes phénoliques

I1.1.Recherche de métabolites secondaires
I1.1.1.Préparation de la matiere premiére et extraction

Le matériel végétal, cest-a-dire les plantules dans les différents traitements effectuées, est
récolté a différents temps aprées 1’inoculation en vue d’étre analysé. Les racines les plantules de
tomate sont rincées par de I’eau distillée stérile et elles sont ensuite broyées dans un mortier et

piston stérile (fig 9), jusqu’a I"obtention d"une poudre fine.

Nous avons broyé 1g de matiere végétale fraiche (une plantule entiére de 4 vraies feuilles)
avec 10 ml de méthanol80°, le mélange est agité au vortex pendant 3 min, puis centrifuger a 15000
tr pendant 15 min, récupérer le surnagent. Stocker a 4°C dans 1’obscurité avant les analyses (Xu

et Chang, 2007) (fig 9).

Broyage de matiére végétale fraiche

1g de matiere végétale+ 10 ml de méthanol80°
T




Agitation au vortex pendant 3 min

I

Centrifuger a 15000 tr pendant 15 mir

Filtration et récupération du surnagent

Figure 9 : protocole expérimental d’extraction des composés phénoliques.

11.1.2. Méthodes d’analyse : Screening phytochimique

Le screening phytochimique représente I’ensemble des techniques qualitatives permettant
la détermination des différents groupes chimiques contenus dans un organe végétal. Ce sont des
réactions physicochimiques qui permettent d'identifier la présence des substances chimiques. Les
groupes phytochimiques sont nombreux, mais les principaux sont les polyphénols totaux y compris
les flavonoides, les anthocyanes, les tannins, les coumarines, les alcaloides, les saponosides, les

stéroides, les stérols, les terpénes...etc (Lendvai et al., 2002).

Le screening phytochimique a été réalisé tant sur les phases aqueuses qu’organiques par
des réactions usuelles a 1’aide des réactifs de caractérisation classiques (Bruneton, 2009 ; Kolling

et al., 2010).

11.1.2.1.Tests phytochimiques

L'examen phytochimique permet de détecter la présence ou l'absence des constituants
chimiques, essentiellement les composés phénoliques. Ces tests sont réalisés généralement sur des
extraits deja préparés (par épuisement a chaud ou par maceration a froid et dans les différents
extraits methanoliques) ou directement sur la poudre d'‘échantillon. 1ls sont basés sur des essais de
solubilité des réactions de coloration et de précipitation (Aissous et Bechara, 2016). Ces essais
permettent d’avoir des informations préliminaires sur la composition chimique, ces
caractérisations ont été faites en utilisant principalement les réactions en tube a essai, les résultats

sont classés en :



(+) : test faiblement positif.
(-) : test négatif.
(++) : Test positif.

(+++) : Test fortement positif (Aissous et Bechara, 2016).

11.1.2.1.1. Test des tanins
1 g de matériel végétal sont placés dans 10 ml de MeOH 80 °. Aprés 15 minutes d’agitation

en vortex, les extraits sont filtrés par papier Wattman n°1 stérile et mis dans des tubes a essai.
L’ajout de FeCls 1% permet de déetecter la présence ou non de tanins. La couleur vire au bleu noir

en présence de taninsgalliques et au brun verdatre en présence de tanins catéchiques(Dahou et al,

2003) (fig 10).

Figure 10 : étape de filtration des surnageants.

11.1.2.1.2. Test des flavonoides glycosides
Iml d’hydroxyde de potassium KOH a 17 est ajouté a 2ml de I’extrait dilué dans le

méthanol. L’apparition d’une coloration jaune indique la présence des flavonoides glycosides

(Igbal Hussain et al, 2011).

11.1.2.1.3. Teste des quinones



A l'extrait organique, on ajoute 2ml d'hydroxyde de sodium 10M, puis agité énergiquement
I'apparition rapide ou lente d'une coloration rouge orange indique la présence des quinones
(Kongo, 2009).

11.1.2.1.4. Test des salicylates

Le test de Trinder est un test de diagnostic utilisé en médecine pour déterminer I'exposition
aux salicylates, en particulier a I'acide salicylique et a l'acide acétylsalicylique. Le test utilise le
réactif de Trinder. Le changement de couleur, résultant de la réaction de Trinder, est immediat,
permettant une évaluation rapide du 1’échantillon. Nous avons utilisé ce réactif dont le but de
chercher la présence de salicylates dans nos extraits méthanoliques.L'intensité de la coloration
développée est proportionnelle a la quantité de salicylates présents (Barham et Trinder, 1972).

La solution / réactif de Trinder est une solution pré melangée de chlorure ferrique a 10%
(Leslie et al., 2001). Il peut étre préparé en combinant 40 g de chlorure mercurique et 40 g de
nitrate ferrique dans 850 ml d'eau déionisée, puis en ajoutant 10 ml d'acide chlorhydrique
concentré a la solution et en diluant jusqua un volume de 1 litre avec eau
déionisée(Neal,2006 ;Richard ,2004) (Annexe 2) (fig 11)

Le test est positif en cas de changement de couleur (Richard ,2004). Les changements de
couleur spécifiques sont : bleu ou violet test positif (Leslie et al.,2001 ; Neal,2006 ), pas de
changement test négatif(Leslie et al.,2001), marron test faussement positif causé par la présence

de phénothiazines(Leslie et al.,2001).

1000ul de chaque extrait méthanolique additionnée de quelques gouttes du réactif de
Trinder. Si I’addition de ce réactif se traduit par une coloration violette, on en conclut a la présence

des salicylates (Barham, et Trinder, 1972).




Figure 11 : le Réactif de Trinder.

11.1.2.1.5. Test des composés phénoliques

Iml de extrait méthanolique (dissous dans le méthanol 80°), ont été ajoutés a 250ul de
réactif de Folin-Ciocalteu et 5 ml d’eau distillée. Les solutions ont ét¢ mélangées et incubées
pendant 3 minutes. Aprés 1’incubation, 1ml de la solution de carbonate de sodium Na.COz (20%)
a été ajoutée. Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 120 minutes. Cette réaction se
traduit par le développement d’une coloration bleue foncée. La coloration bleue produite est

proportionnelle a la teneur en phénols totaux (Thangeswari et Sankaralingam, 2013).

11.2. Dosage quantitatif par des réactions colorimétriques

Les métabolites secondaires constituent une large gamme de molécules végétales, dont leur
nature chimique et teneurs sont extrémement variables d’une espéce a autre. Plusieurs méthodes
analytiques peuvent étre utilisées pour la quantification des phénols totaux. L’analyse par le réactif

de Folin Ciocalteu est la plus utilisée.

11.2.1. Dosage quantitatif des polyphénols (les composés phénoliques)

Le dosage des polyphénols totaux a éte effectué avec le réactif colorimétrique de Folin-
Ciocalteu selon la méthode décrite par Singleton en1965.
La méthode que nous avons pu adapter a notre matériel végétale, décrite par Thangeswari

et Sankaralingam (2013), que nous avons modifiés un peu au laboratoire.

11.2.1.1. Principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le
spectrophotométre  UV-Vis en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Les propriétés
colorimétriques de réactif de Folin-Ciocalteu sont modifiées lorsqu’il est complexé a certaines
molécules. 1l réagit avec la fonction —OH des phénols (Catalano et al., 1999). Ce réactif est forme
d’acide phosphomolybdique H3PMO1,04 et d’acide phosphotungstique Hz3PW12040 qui est réduits
par ’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsteneWgO23 et de molybdéne MOgOg, cette
réaction se traduit par le développement d’une coloration bleue foncée (wong et al., 2006).

La coloration produite, dont lI'absorption maximum a 765 nm, est proportionnelle a la
quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux. Le phénol standard utilisé dans cette

méthode est I'acide gallique dont la formule chimique est la suivante :




Figure 12 : Acide gallique (Acide 3, 4,5-trihydroxybenzoique).

Brievement 1000 pl de chaque extrai tméthanolique(dissous dans le methanol 80°)agités
pendant 15 minutes a 10000 tour /min, ont été ajoutés a 250ul de réactif de Folin-Ciocalteu et 5
ml d’eau distillée. Les solutions ont ét¢é mélangées et incubées pendant 3 minutes. Apres
I’incubation, 1000 pl de la solution de carbonate de sodium Na>COz (20%) a été ajoutée. Le
mélange final a été secoué et puis incubé pendant 120 minutes dans l'obscurité a température
ambiante (Thangeswari et Sankaralingam, 2013). La densité optique (DO) de chaque échantillon
est lue a deux longueurs d’onde, 731 nm et 765 nmgrace aun spectrophotometre (UV-1601

SHIMADZU).L’expérience est répétée trois fois pour chaque I’extrait.

Figurel3 : Spectrophotometre (UV-1601 SHIMADZU).

11.2.1.2. Expression des résultats

L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans la méthode au Folin-
Ciocalteu (Maisuthisakul et al., 2008). La concentration des polyphénols totaux est calculée a
partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage Abs = f (concentration), cette derniere

est établie avec le standard étalon d’acide gallique et 1’acide salicylique.



Deux courbes d’étalonnage ont été réalisé par I’acide gallique et 1’acide salicylique a
différentes concentrations et pratiquee dans les mémes conditions opératoires que les échantillons.
La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon 1’acide gallique (50 pg/ml) et d’acide
salicylique (50 pg/ml),exprimée en microgrammes d’acide gallique et d’acide salicylique par
gramme de partie fraiche(Wong et al., 2006) (fig14).

1000 pl d'extrait méthanolique
_l_

250pl de réactif de Folin-Ciocalteu
_l’_

#
B 5 ml d’eau distillée
4.

agitation

incubation 3min

{} 711000 pl de NaxCOs (20%)
7

i
;

incubation 120 minutes dans 1'obscurité

L’absorbance est mesurée par un spectrophotométre a 731 nm et 765 nm

Le blanc a été prépare de méme maniére en remplacant 1’extrait par méthanol

Figurel4 : Protocole expérimental de dosage des phénols totaux adopté.

I11. Analyse statistique des résultats obtenus
Les résultats de la recherche d’une éventuelle accumulation des composés phénoliques obtenus
pour les différents tests effectues ont été analyse par le programme Excel (2013). La moyenne des

trois répétitions été calculée.



Chapitre 3 : Résultats et interprétations

l. Résultats de I’expérience d’induction in vivo d’une résistance par des
souches antagonistes chez le pathosystéme : tomate/ Agrobacterium

tumefaciens
I.1.Confirmation du pouvoir pathogéne des souches d’Agrobacterium tumefaciens
utilisées
Au moins de trois semaines, les trois souches bactériennes d’Agrobacterium tumefaciens
C58, E171 et E14 ont donné naissance a des tumeurs caractéristiques au niveau des blessures
effectuées sur les limbes du kalanchoé et sur les tiges des plantes de tomate (Lycopersicum

esculenum cv. Saint Pierre) (Figurel5 et 16).

I.1.1. Réponses des limbes foliaires de kalanchoé daigremantiana a I’inoculation par les

trois souches d’A. tumefacies pathogenes

Trois semaines apres 1’inoculation, les limbes foliaires de k. daigremantiana inoculées par
les trois souches d’Agrobacterium tumefaciens C58, E171 et E14 ont commencé a développer des
tumeurs, par rapport au témoin qui ne montre qu’une légere cicatrisation de la blessure et qui
correspondait aux limbes des feuilles de kalanchoé blessées et inoculées avec de ’eau distillée

stérile (Figure 15).




Figure 15 : Symptomes de I’infection par les souches d’A. tumefaciens sur le limbe foliaire de la
plante kalanchoé (40 jours apres 1’inoculation).

(EDS : les plants inoculé avec 1’eau distillé stérile, E14, E171, C58 : les souches tumorigénes d’Agrobacterium
tumefaciens)

1.1.2. Réponses de plants de tomate a I’inoculation par les trois souches d’A4. tumefaciens

pathogenes

Sur les plants de tomate Lycopersicum esculentum var. Saint Pierre, les trois souches C58, E171
et E14 se sont révélées tumorigenes, avec formation des galles par rapport au témoin inoculé avec
de l'eau distillée stérile qui n’a montré aucune formation des tumeurs au site d’inoculation (Figure

16). Les galles ont été formées trois semaines apres I’inoculation par les souches pathogenes.

Figure 16 : Symptomes de I’infection par les trois souches d’A. tumefaciens sur les

plantes de tomate trois semaines apres 1’inoculation.

I.2. Evaluation de I"induction de la résistance chez la tomate

Les premiéres manipulations de ce travail consistaient a vérifier I'effet protecteur in vivo
des souches antagonistes selectionnées qui sont Pseudomonas brassicacearum (CR2 et EPR3),
Bacillus cereus (souche OS1) et Bacillus methylotrophicus (souche OS4) avec le pathosysteme :
tomate/ Agrobacterium tumefaciens.

Les résultats obtenus nous ont permis de constater une diminution de la severité des
symptémes, voir méme une absence totale de symptémes du crown gall sur les plantules de tomate
(Figure 17) préalablement trempées dans des suspensions bactériennes des souches antagonistes
comparees aux témoins qui correspondent aux plantules inoculées directement avec les souches

pathogenes d’Agrobacterium tumefaciens (figure 17).

Cet effet antagoniste confirmé in planta est trés important, il s’est traduit soit par 1’absence

de tumeurs aux points d’inoculation ou par la formation des tumeurs de faible taille.



La bactérisation avec chacune des souches antagonistes Bacillus cereus (OS1), Bacillus
methylotrophicus (OS4) et Pseudomonas brassicacearum (EPR3 et CR2) a limité I’installation et
I’expression des souches d’Agrobacterium tumefaciens tumorigenes.

La protection conféré au plantules de tomate inoculé (souche pathogene) au niveau des
blessures induite au niveau du tige alors que 1’inoculation bactérisation (souche antagoniste) a été
faite au niveau racinaire : la suppression de la maladie dans ces expériences était assurément due

a l'induction de la résistance systémique chez la plante hote.

E171/0S4 E171/EPR3

i .u-ﬂm‘

Figure 17 : Réponses des plantules de tomate (var. Saint Pierre) aux différents traitements du test

d’antagonisme in vivo.

1. Modification du métabolique secondaire : accumulation des composés

phénoliques
11.1. Résultats de screening phytochimique

Ce teste consiste a détecter la présence des différents composés chimiques existants dans
la plante de tomate par des réactions qualitatives de caractérisation. Ces réactions sont basées sur
des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques. Ces derniéres

permettent de définir la présence ou non de quelques métabolites secondaires.

11.1.1. Les Tanins :



Le test des tanins a montré la présence d’une coloration brune verdatre, ce qui signifie que la plante
entiére de tomate (1’extrait méthanolique) contient les tanins catéchiques, dans les différents temps

apres I’inoculation. Cette couleur brune verdatre est remarquée d’une fagon

importante chez les extraits méthanoliques préparée a partir des plantules de tomates
bactérisés par les souches antagonistes et inoculés par les souches pathogénes comparés aux

extraits des plantes saines et les plantules inoculés seulement par les souches pathogénes ou ceux

qui sont traitées par les souches antagonistes (figure 18).
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Figurel8 : présence les tanins catechiques dans I’extrait de plante de tomate pour les différents

traitements (1semaineapres 1’inoculation).
(C: 0S1+C58; E: OS1+E14 ; E17 : OS1+E171)

11.1.2.Les flavonoides glycosides

Le test des flavonoides glycosides a montré la présence d’une coloration jaune, ce qui
signifie que la plante entiére de tomate contient les flavonoides glycosides dans les différents
temps apres 1’inoculation. Cette couleur jaune est remarquée d’une fagon importante chez les
extraits méthanoliques préparée a partir des plantules de tomates bactérisés par les souches
antagonistes et inoculées par les souches pathogénes comparés aux extraits des plantes saines et
les plantules inoculés seulement par les souches pathogenes ou ceux qui sont traitées par les

souches antagonistes (figure 19).
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Figure 19 : présence les flavonoides glycosides dans 1’extrait de plante de tomate pour les

différents traitements (1 semaine h aprés I’inoculation).
(C: OS1+C58, E : OS1+E14, E17 : OS1+E171, B : 0S4+C58).

11.1.3. Les salicylates

Le test des salicylates a montré la présence d’une coloration violette qui se disparait
rapidement, ce qui signifie que les extraits méthanoliques préparés de la plante entiere de tomate
contiennent des salicylates dans les différents temps aprés I’inoculation (figure 20). Cette couleur
violet est remarqué chez les extraits méthanoliques préparée a partir des plantules de tomates
bactérisés par les souches antagonistes comparés aux extraits des plantes saines et les plantules
inoculés seulement par les souches pathogénes ou ceux qui sont traitées par les souches

antagonistes.

Figure 20 : présence des salicylates dans I’extrait de plante de tomate préparée a partir des
plantules traités par les souches antagonistes et inoculé par A.tumefaciens (2 semaine aprés
inoculation).

(Photo a droite : EPR3+E171 : souche antagoniste+ souche pathogéne aprés 2 semaines d’inoculation,

Photo a gauche solution d’A.S : ’acide salicylique a une concentration de 1 mg/ml).
11.1.4. Les quinones
Le test des quinones a montré 1’absence de la coloration rouge orange, ce qui signifie que
I’extrait de plantule de tomate ne contient pas des quinones dans les différents temps apres
I’inoculation. Cette absence de la couleur rouge orange est observée pour tous les traitements et a

différents temps aprés I’inoculation (figure21).
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Figure 21 : I’absence des quinones dans I’extrait de tomate dans tous les traitements et &
différents temps aprés I’inoculation.

11.1.5. Les composés phénoliques

Le test qualitatif de la présence des composés phénoliques a montré 1’apparition d’une
coloration bleue foncée, ce qui signifie que la plante entiere de la tomate contient des composés
phénoliques dans les différents temps aprés 1’inoculation. Cette couleur bleu foncée est remarqué
d’une fagon importante chez les extraits méthanoliques préparée a partir des plantules de tomates
bactérisés par les souches antagonistes et inoculées par les souches pathogenes d’A. tumefaciens
comparés aux extraits des plantules inoculés seulement par les souches pathogénes ou ceux qui

sont traitées par les souches antagonistes et les plantes saines (fig 22).
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Figure 22 : présence des composés phénoliques dans 1’extrait de tomate48 h aprés I’inoculation.
(R1:CR2 +C58 ; C1 :0S1+C58, B1 :0S4+C58, EP1 :EPR3+C58, Bla : le Blanc, DN : les plants inoculé

avec ’eau distillé stérile).



11.2. Dosage et caractérisation spectrophotométrique des composes
phénoliques

11.2.1.1. Dosage quantitatif des composés phénoliques comparés au standard 1’acide
gallique
Afin de caractériser les extraits méthanoliques préparés a partir des plantules de tomate, la
quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire
Abs = f (concentration) réalisé par un étalon standard, qui est I’acide gallique préparé a différentes
concentrations (figure 23).
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Figure 23 : Droite d’étalonnage de I’acide gallique.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression
de la gamme d’étalonnage, établie avec le standard étalon 1’acide gallique et d’acide salicylique,
exprimée en microgrammes d’acide gallique et d’acide salicylique par gramme de partie fraiche
(Wong et al., 2006) (tableau 7).

Tableau 7 : La teneur en composés phénoliques dans les extraits méthanoliques des plantules de

tomate dans les différents temps aprés I’inoculation (la moyenne est calculée des trois répétitions).



Teneurs en phénols totaux (ug d’acide gallique/ml extrait)

Traitements res L. . . .
Différents temps apres inoculation par Agrobacteruim tumefaciens

Oh 48 h 1 semaine 2 semaines
OS1+C58 10,67 9,05 6,01 6,59
OS1+E14 7,73 9,30 11,92 8,55
OS1+E171 7,60 8,63 8,01 7,38
0S4+C58 9,30 8,66 7,13 5,16
OS4+E14 9,88 12,55 7,50 5,24
OS4+E171 8,80 5,63 6,69 11,75
EPR3+C58 10,07 9,23 7,11 9,45
EPR3+E14 7,61 10,85 6,33 5,98
EPR3+E171 7,68 12,60 10,53 9,03
CR2+C58 9,40 10,47 7,51 6,58
CR2+E14 10,27 8,08 6,06 6,83
CR2+E171 8,26 7,03 6,24 9,52
DN 4,19 4,19 5,08 6,74
C58 7,11 7,31 5,34 8,35
E171 5,83 9,70 10,55 9,67
El4 7,90 4,94 9,58 10,42
Os1 7,70 6,84 8,63 7,38
EPR3 9,85 11,95 9,17 5,83
0s4 7,26 6,61 11,14 9,13
CR2 6,04 7,95 8,98 10,55

Les résultats de tableau 7 indiquent que la quantité des composés phénoliques est beaucoup
plus élevées quand les plantules sont bactérisés par les souches antagonistes et inoculées par les
souches pathogenes, dont la concentration varié de 5,16 pg/ml jusqu’au 12,60 pg/ml comparés a
la quantité des composés phénoliques des plantes saines qui est de 6 pg/mi

Par contre, les teneurs en phénols est de 5,83 pg/ml a 11,95 pg/ml pour les plantules traitées
seulement avec les souches antagonistes, alors que chez les plantules inoculées seulement avec les
souches pathogénes d’Agrobacterium tumefaciens, la quantité des composés phénolique ne

dépasse pas les 10,55pug/ml.




Les résultats obtenus ont été analysé par le programme Excel (2013). La moyenne des trois

répétitions a été calculée (figure 24).
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Figure 24 : La teneur des composés phénoliques par rapport au standard 1’acide gallique

calculées pour les différents traitements apreés différents temps d’inoculation (1’interaction :

chaque souche antagoniste/ une souche pathogéne comparé au témoin négatif).

(a) La teneur des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste (OS1/ OS4/EPR3/ CR2) puis inoculés par la souche tumorigéne d’A. tumefaciensE171.
(b) La teneur des composes phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste (OS1/ 0S4 / EPR3 / CR2) puis inoculés par la souche tumorigéne d’A. tumefaciensC58.
(c) La teneur des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste (OS1 /0S4 / EPR3 / CR2) puis inoculés par la souche tumorigéne d’A. tumefaciensE14.

D’apres les résultats de la figure 24, la concentration des composés phénoliques des

plantules traitées par les souches antagoniste Bacillus cereus (OS1) et Bacillus methylotrophicus

(OS4) et Pseudomonas brassicacearum (CR2 et EPR3) ensuite inoculées par les souches

d’Agrobacterium tumefaciens C58, E171 et E14, est beaucoup plus élevée par rapport a la

concentration des composés phénoliques des plantules traitées par 1’eau distillé stérile seulement.

Ainsi les plantes qui ont recu seulement les bactéries antagonistes comme traitement ont

également montré des niveaux plus élevés par rapport au contrdle sain (plantules trempé seulement

dans eau distillée stérile).

La teneur des composes phénoligues obtenue pour les plantules traitées par les souches de

Pseudomonas brassicacearum (CR2 et EPR3) et inoculée par la souche E171 d’A. tumefaciens

(48 h et 2 semaines aprés 1’inoculation) ou par la souche C58 d’A. tumefaciens (0 h et 48 h apres




I’inoculation) est plus élevée par rapport a la concentration des composés phénoliques des
plantules traitées par les souches de Bacillus spp (OS1 et OS4) et inoculée par les souches
pathogenes E171 ou C58 (fig24.a et b).

Par contre la concentration des composés phénoliques des plantules traitées par les souches
de Bacillus spp (OS1 et OS4) et inoculée par la souche pathogene E14 (1 semaine et 48h apres
I’inoculation) est plus élevée par rapport a la concentration des composés phénoliques des
plantules traitées par ces mémes souches antagonistes et inoculée par la souche E171 et C58 d’A.
tumefaciens.

Par ailleurs, la concentration des composés phénoliques des plantules inoculées par les
souches C58, E171 et E14 d’A. tumefaciens est différente de la teneur des composés phénoliques
de 0 h aprés I’inoculation, 48h aprés I’inoculation, 1 semaine aprés I’inoculation et 2 semaine apres
I’inoculation, donc, les teneurs en phénols ont tres peu varié entre les différents temps
d’inoculation. Le jour maximum d’accumulation des composées phénoliques pour les différentes
souches pathogénes a licu aprés 7 jours d’inoculation.

La concentration des composés phénoliques des plantules inoculées par la souche E14 d’A.
tumefaciens est plus élevée par rapport a la concentration des composés phénoliques des plantules
inoculées par les souches C58 et E171 d’A. tumefaciens (0 h et 2 semaine aprés ’inoculation). Les
teneurs en phénols des plantules inoculées par la souche E171 d’A. tumefaciens sont plus élevées
par rapport a la teneur des phénols des plantules inoculées par les souches C58 et E14 d’A.

tumefaciens (48h et 1 semaine aprés 1’inoculation).
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Figure 25 : La teneur des composés phénoliques par rapport au standard 1’acide gallique
calculées pour les différents traitements apres 1’inoculation (1’interaction : souche antagoniste/

les souches pathogénes) comparé au témoin négatif.

(a) La teneur des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste Pseudomonas brassicacearum (EPR3) puis inoculés par les souches tumorigéne d’A.
tumefaciens (E171, C58, E14).

(b) La teneur des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste Pseudomonas brassicacearum (CR2) puis inoculés par les souches tumorigéne d’A.
tumefaciens (E171, C58, E14).

(c) La teneur des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste Bacillus methylotrophicus (OS4) puis inoculés par les souches tumorigéne d’A. tumefaciens
(E171, C58, E14).

(d) La teneur des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste Bacillus cereus (OS1) puis inoculés par les souches tumorigéne d’A. tumefaciens (E171,
C58, E14).

Les résultats obtenus de la figure 25 indiquent, que la concentration des composés
phénoliques des plantules traitées par Pseudomonas brassicacearum (EPR3) et inoculé par la
souche C58 d’A. tumefaciens est plus élevée par rapport aux plantules traitées par cette méme
souche antagoniste et inoculés par les souches tumorigenes E14 ou ceux qui sont inoculée par la
souche E171d’A. tumefaciens (2 semaine apres I’inoculation) (Fig 25 .a).

Alors que la teneur en phénols des plantules traitées par Pseudomonas brassicacearum
(CR2) et inoculées par la souche E171 d’A. tumefaciens est plus élevée par rapport aux plantules
traitées par cette méme souche antagonisteCR2 et inoculés par les souches E14 ou C58 d’A.
tumefaciens (2 semaines apres 1’inoculation) (Fig 25 .b)

La concentration des composés phénoliques des plantules traitées par Bacillus
methylotrophicus (OS4) et inoculés par la souche E171 d’A. tumefaciens est plus élevée comparer
aux plantules traitées par cette méme souche antagoniste et inoculés par les souches tumorigénes
E14 et C58 d’Agrobacterium tumefaciens (2 semaine apres I’inoculation) (Fig 25 .c).

La concentration des composés phénoliques des plantules traitées par Bacillus cereus
(OS1) puis inoculées par la souche E14 est plus élevée par rapport aux plantules traitées par cette
méme souche antagoniste puis inoculés par les souches tumorigenes E14 et C58 d’Agrobacterium
tumefaciens (1 semaine apres 1’inoculation) (Fig 25 .d).

11.2.1.2.Dosage quantitatif des composés phénoliques comparés au standard 1’acide

salicylique

Afin de caractériser les extraits préparés a partir des plantules de tomate, la quantification
des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe d’étalonnage linéaire y=ax réalisé

par une solution d’étalon qui est 1’acide salicylique a différentes concentrations (figure 26).



La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression

de la gamme d’étalonnage, établie avec 1’étalon d’acide salicylique, exprimée en microgrammes
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Figure 26 : Droite d’étalonnage d’acide salicylique.

d’acide salicylique par gramme de partie fraiche (Wong et al., 2006) (tableau 8).

Tableau 8 : La teneur en composés phénoliques dans les extraits méthanoliques des plantules de

tomate dans les différents temps aprés 1’inoculation comparés a 1’acide salicylique (la moyenne est

calculée des trois répétitions).

Teneurs en phénols totaux (ng d’acide salicylique/ml extrait)
Différents temps aprés inoculation par Agrobacteruim tumefaciens
Traitements Oh 48 h 1 semaine 2 semaines
0OS1+C58 2,45 2,31 2,17 3,13
OS1+E14 1,87 2,51 2,65 4,80
OS1+E171 2,08 2,66 2,40 3,24
0S4+C58 2,34 2,29 2,59 3,03
OS4+E14 2,39 3,61 2,53 3,24
OS4+E171 2,27 2,15 2,62 3,36
EPR3+C58 2,30 2,88 2,11 3,66
EPR3+E14 2,03 2,34 2,38 3,16
EPR3+E171 1,97 2,94 2,08 3,32
CR2+C58 2,65 3,23 2,05 2,51




CR2+E14 2,72 2,07 2,47 2,89
CR2+E171 2,48 2,76 2,46 3,12
DN 1,91 1,91 2,31 2,44
C58 2,50 2,54 1,83 3,56
E171 1,96 3,34 3,69 4,25
El4 2,73 1,73 3,39 3,76
Os1 2,68 2,36 2,97 2,31
EPR3 3,47 3,00 3,15 2,21
(ONY} 2,52 2,28 3,86 3,21
CR2 1,93 2,79 3,10 3,63

Les résultats obtenus de tableau 8 montrent que, la teneur des composés phénoliques

comparés au standard 1’acide salicylique, est beaucoup plus élevée chez les plantules bactérisés

par les souches antagonistes et inoculées par les souches pathogenes, dont la concentration atteint

4,80 pg/ml. Cette concentration est comparée aux plantules traitées seulement avec les souches

antagonistes, dont cette concentration est de 1,93 pg/ml a 3,86 pg/ml, alors que chez les plantules

inoculées seulement avec les souches pathogeénes d’A. tumefaciens, la quantité des composés

phénolique atteint les 4ug/ml. Alors que la concentration des composés phénoliques des plantes

saines ne dépasse pas 2.40 ug / ml.

Les résultats obtenus ont été analysé par le programme Excel (2013). La moyenne des trois

répétitions a été calculée (figure 27).

(g /ml)

0544058 051+c58

CR2+c58

mOh m4Eh lsemaine m2semaine

(ug /)

5,0

Il

P

EDS 0s1+E14 0s4+E14 epri+

m0Oh m4Eh lsemaine m 2semaine

E14

CR2+E14

il|||hi\|ii|f r

EDS

(b)

(ug fm)
4,00

3,50
3,00
2,50 I
2,00
1,50
1,00
0,50

0s1+E171

054+E171  EPR3+ELT1 CR2Z+E171 E17

mOh m4Eh 1semaine m 2semaine




Figure 27 : La teneur des composés phénoliques par rapport au standard ’acide salicylique
calculées pour les différents traitements aprés 1’inoculation (I’interaction : chaque souche

antagoniste/ une souche pathogéne) comparé au témoin négatif.

(a) La teneur des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste (OS1 / OS4/EPR3/ CR2) puis inoculés par la souche tumorigéne d’A. tumefaciensC58.
(b) La teneur des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste (OS1/ 0S4/ EPR3 / CR2) puis inoculés par la souche tumorigéne d’A. tumefaciensE14.
(c) La teneur des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste (OS1 / OS4 / EPR3 / CR2) puis inoculés par la souche tumorigéne d’A.
tumefaciense171.

Les résultats obtenus de la figure 27 signalent, que la teneur des composes phénoliques
optimal, est observée 2 semaine apres I’inoculation par rapport au d’autres temps (Oh ; 48 h ; 1
semaine apres I’inoculation).

La concentration des composés phénoliques pour les plantules de tomate trempées dans la
suspension bactérienne d’antagoniste (OS1 / OS4 / EPR3 / CR2) puis inoculés par les souches
tumorigéne C58 et E14 et E171 d’A. tumefaciens est beaucoup élevée par rapport & la concentration
des composés phénoliques des plantules inoculé seulement par I’eau distillé stérile.

La concentration des composés phénoliques pour les plantules de tomate traitées par les
souches (OS1/0S4) de Bacillus spp puis inoculés par la souche tumorigéne E14 d’A. tumefaciens
est plus élevée par rapport a la concentration des composés phénoliques des plantules traitées par
ces mémes souches (OS1/0OS4) et inoculés par la souche C58 d’A. tumefaciens (48h et 2 semaines
apreés inoculation).

La concentration des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate traitées
par les souches de Pseudomonas brassicacearum (CR2 / EPR3) puis inoculés par la souche
C58d’A. tumefaciens est plus élevée comparer a la concentration des composés phénoliques des
plantules traitées par ces mémes souches (CR2 / EPR3) puis inoculés par la souche E14 tumorigene

d’A. tumefaciens (48h et 2 semaine apres inoculation) (Fig 27 a,b).
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Figure 28 : La teneur des composés phénoliques par rapport au standard ’acide salicylique
calculées pour les différents traitements apres 1’inoculation (L’interaction : souche

antagoniste/ les souches pathogenes) comparé au témoin négatif.

(@) La teneur des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste Pseudomonas brassicacearum (CR2) puis inoculés par les souches tumorigéne d’A.
tumefaciens (E171, C58, E14).

(b) La teneur des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste Pseudomonas brassicacearum (EPR3) puis inoculés par les souches tumorigéne d’A.
tumefaciens (E171, C58, E14).

(c) La teneur des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste Bacillus cereus (OS1) puis inoculés par les souches tumorigene d’A. tumefaciens (E171,
C58, E14).

(d) La teneur des composés phénoliques pour les extraits des plantules de tomate trempées dans la suspension
bactérienne d’antagoniste Bacillus methylotrophicus (OS4) puis inoculés par les souches tumorigéne d’A. tumefaciens
(E171, C58, E14).

La concentration des composés phénoliques des plantules traitées par Pseudomonas
brassicacearum (CR2) puis inoculé par la souche E14 d’A. tumefaciens est plus élevée par rapport
aux plantules traitées par cette méme souche antagoniste puis inoculées par la souche E171 d’A.
tumefaciens ou ceux qui sont inoculée par la souche C58 (2 semaine aprés 1’inoculation) (Fig
28 .a).

La concentration des composés phénoliques des plantules traitées par Pseudomonas
brassicacearum (EPR3) puis inoculé par la souche C58 est plus élevée comparer aux plantules
traitées par cette méme souche antagoniste puis inoculées par les souches E14 d’Agrobacterium
tumefaciens ou ceux qui sont inoculée par la souche C58 (2 semaine aprés 1’inoculation) (Fig
28 .b).

La concentration des composeés phénoliques des plantules traitées par Bacillus cereus (OS1)

puis inoculés par la souche E14 est plus élevée comparer aux plantules traitées par cette méme



souche (OS1) puis inoculé par les souches E171 d’Agrobacterium tumefaciens ou ceux qui sont
inoculées par la souche C58 (2 semaine apres 1’inoculation) (Fig 28 .c).

Ainsi que la concentration des composés phénoliques des plantules traitées par Bacillus
methylotrophicus (OS4) puis inoculé par d’Agrobacterium tumefaciens E171 est plus élevé par
rapport des plantules traitées par cette souche OS4 puis inoculés parles souches E14 et C58
d’Agrobacterium tumefaciens (2 semaine apres 1’inoculation) (Fig 28 .d).

La concentration des composés phénoliques des plantules traitées par Bacillus
methylotrophicus (OS4) est plus importante comparer a la concentration des composés
phenoliques des plantules traitées par les espéces : Bacillus cereus (OS1) et Pseudomonas
brassicacearum (EPR3, CR2) (1 semaine apres 1’inoculation) (fig 28, d).

L’accumulation des composés phénoliques des plantules traitées par des antagonistes,
Bacillus spp (OS1, OS4) et Pseudomonas brassicacearum (EPR3, CR2) est différente de la teneur
des composés phénoliques de 0 h, 48h, 1 semaine et 2 semaine aprés 1’inoculation. Le jour
maximum d’accumulation des composées phénoliques pour les différentes souches pathogenes a
lieu deux semaines apres I’inoculation.

Par ailleurs les teneurs en phénols des plantules traitées par Pseudomonas brassicacearum
(CR2) sont plus élevées par rapport a la teneur des phénols des plantules traitées par les
antagonistes suivant : Bacillus cereus (OS1) et Pseudomonas brassicacearum (EPR3) 2 semaine

aprés I’inoculation (fig28, a).



Chapitre 4 : Discussion

Au cours de ce travail de mémoire, nous avons abordé une contribution a I’étude de
I’induction de la résistance par des souches antagonistes chez le pathosystéme : Tomate/
Agrobacterium tumefaciens en réalisant un test d’antagonisme in planta. La seconde partie est
consacrée a la recherche d’une éventuelle modification du métabolique secondaire : accumulation
des composés phénoliques suite a l’inoculation des plantules de tomate par les souches

antagonistes.

1. L’antagonisme de Bacillus spp. Et Pseudomonas brassicacearum et potentiel
d’induction d’une résistance systémique

Les résultats obtenus a travers 1’étude d’antagonisme in vivo, nous ont permis de constater
une diminution et parfois méme une absence totale de symptomes de la galle du collet au niveau
des plantules de tomate trempées dans la suspension bactérienne des antagonistes (Pseudomonas
brassicacearum et Bacillus spp.), comparées aux témoins positifs qui correspondent aux plantules
de tomate inoculées directement avec les souches d’Agrobacterium spp. et aux témoins négatifs

trempés dans 1’eau distillée stérile.

La bibliographie rapporte que les especes de Bacillu ssp. colonisent rapidement les racines
des plantes et ont la capacité de se multiplier sur les racines (Van Sluys et al., 2002). D’une maniére
générale, il est connu que la compétition bactérienne diminue les chances d’ une bonne colonisation
bactérienne et c’est ce qui est justement exploité dans le domaine du biocontrole par 1’utilisation

des antagonistes dans le cas du crown gall (Ryder et al.,1991 ; Penyalver et Lopez, 1999 ).

Les espéces de Bacillus spp. induisent une résistance systémique par la production de
composés organiques volatils (Backert et Meyer, 2006) et favorisent la croissance des plantes et
des racines a travers la production de phytohormones et d’enzymes extracellulaires (Fronzes et al.,
2009). Ce qui rend les especes de ce genre efficaces dans la lutte contre une gamme de maladies

fongiques et bactériennes (Backert et Meyer, 2006).

La bactérisation des plants de tomate avec Bacillus cereus (OS1), Bacillus
methylotrophicus (OS4), et Pseudomonas brassicacearum (EPR3 et CR2) a limité I’installation et
I’expression des Agrobacterium tumorigenes. Cela est expliqué par la présence d’une situation
d’incompatibilité entre la souche bactérienne et ’espéce végétale inoculée (Zhang et al., 2002).
Le trempage des plants de tomate avec ces souches antagonistes a permis leur protection contre
’action agressive d’Agrobacterium tumefaciens C58, E171 et E14. Le succés de cette protection
dépend du moment de I’application de I’antagoniste. Ainsi, I’inoculation des plants de tomate avec

les quatre agents protecteurs bien avant les agrobactéries virulentes leur confere une protection



intéressante. Ce délai, dans nos conditions expérimentales, est de 24 heures. Les plantes sont ainsi
mises en alerte suite a la reconnaissance de la bactérie pour réagir de maniére systémique et plus
rapidement vis-a-vis de 1’expression des génes de défense et de I’accumulation de produits
inhibiteurs pour le pathogene aprés la perception d’un agent pathogene (Chai et al., 2007). Cela
avait déja éte rapporte chez plusieurs especes végétales suite a la perception d’éliciteurs biotiques
ou abiotiques (Carlier et al., 2004). Nos résultats renforcent ce concept dans le contexte spécifique
de I’ISR.

Les travaux de Reddy et al.En 1994, ont montré que I’inoculation des semences avec
Pseudomonas spp. ont conduit a une réduction significative de la maladie des semis de coniferes
infectées par Fusarium oxysporum. Certaines souches de Pseudomonas peuvent également réduire
I’apparition de la maladie causée par F. oxysporum ou Pythiumultimum dans une pépiniéere de
coniféeres (Reddy et al., 1994).

La protection conféré aux plantules de tomate inoculés par les souches pathogénes
d’A.tumefaciens C58, E171 et E14 au niveau des blessures induites sur la tige alors que
I’inoculation par les souches antagonistes a été faite au niveau racinaire, ce qui suggere un effet
d’induction systémique de la résistance (ISR), tant que ces dernieres (les bactéries antagonistes)
ne sont pas en contact avec I’agent phytopathogeéne (Van Loon et Bakker, 2005). La colonisation
rhizosphérique et endophytique ainsi que la capacité des especes de Bacillus et Pseudomonas a
induire une résistance systémique chez la plante auraient joué un réle important dans
la bioprotection de la tomate (Jourdan et al., 2008). Des études ont montré que les voies
métaboliques activées dans le cadre de I’ISR varient en fonction de 1’espéce végétale méme si le

microorganisme inducteur est identique (Adam, 2008).

En effet, Compant et al. (2005) ont rapporté dans un article de synthése que la résistance
systémique induite des plantes est I'un des plus importants mécanismes de biocontrole par les
bactéries protectrices. Ce phénomeéne consiste en ’activation d’un certain nombre de génes qui
permettent I’induction et le maintien d’un état de résistance de la plante entiére contre le pathogeéne

(Bergmann et Stomp, 1992).

Dans plusieurs études, ce mécanisme de défense résulte d’une multitude de changements
physiologiques et biochimiques des plantes hotes incluant 1’induction de 1’accumulation des
métabolites de défense tels que les protéines PR (pathogenesis-related protéines), les peroxidases,
les phenylalanine ammonialyases, les polyphenoloxidases et les phytoalexines (Moor et Tingey,
1976). En effet, il a été démontré que la tomate synthétise des phytoalexines de type tomatine suite
a sa pre-inoculation par la bactérie Pseudomonas fluorescens et induit une résistance contre le

champignon Fusarium oxysporiumf.sp. radicis-lycopersici (Poncet et al ., 1996).



Ce changement dans le métabolisme de la plante hote exige un délai entre 1’application de
I’agent protecteur et celle du pathogene. Ce délai dépend du trio : plante hote, agent protecteur et
agent pathogene (Bergmann et Stomp, 1992).11 est de 0 minute lors de la bioprotection contre la
verticilliose de la luzerne par Gliocladium roseum (Aliosi et al., 1994)et de 48h lorsque la
bioprotection est faite par Sinorhizobium meliloti (Sule et al.,1994). Dans notre étude, la pré-
inoculation avec la bactérie antagoniste 24h avant I’infection par le pathogéne semble induire la
production par la tomate d’une teneur seuil des métabolites impliqués dans sa résistance envers

Agrobacterium tumefaciens testées lors de cette étude (Scharoth et al ., 1988).

Pour plus de 20 ans, la galle du collet causée par A. tumefaciens a été contrblée
biologiquement par trempage du matériel de plantation dans une suspension cellulaire de la souche
K84 d’A.radiobacter. Cet effet est dii a un antibiotique ‘agrocine84’ (Hildebrand, 1940). Ce
traitement conduit a un niveau assez élevé de controle de la maladie, mais 1’utilisation de cette
souche avait beaucoup de difficultés. Plus tard, Jones et Kerr (1989) construisent une souche
bactérienne semblable a K84, qui est K1026 et qui était plus efficace. Les efforts de lutte
biologique a I’aide d’Erwinia herbicola et récemment par Pseudomonas fluorescens et des souches
non virulentes de Pseudomonas syringae a gagné la plus grande attention a la fois scientifique et

d’un point de vue pratique, comme agent de lutte biologique efficace (Garrett ,1973).

2. Modification du métabolique secondaire : accumulation des composés phénoliques

suite a I’inoculation des plantules de tomate par les souches antagonistes.

Les interactions hote-pathogéne chez les plantes ont été trés largement étudiées ces
dernieres années du point de vue physiologique, enzymatique, métabolique et méme moléculaire
(Nurenberger et al., 2004; Eulgem, 2005).

La capacité d'une espéce végétale a résister a I'attaque des microorganismes et des insectes

est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques (Rees et llarborne, 1985).

Les composés phénoliques représentent 1'un des moyens mis en ceuvre par la plante pour
lui permettre d'adapter sa physiologie et son métabolisme a la défense vis-a-vis de différentes
agressions, qu'elles soient d'origine biotique ou environnementale (Macheix et al., 2005). Ainsi
que les variations qualitatives et quantitatives des composés phénoliques peuvent é&tre
particuliérement marquées au cours de la vie de la plante (Macheix et al., 1990).

Les résultats des tests phytochimiques réalisés dans notre expérimentation, montrent la

présence des metabolites secondaires qui sont : les flavonoides, les tanins et les composés



phenoliques en grandes quantités surtout pour les plantes traitées par les bactéries antagonistes et
inoculées par les souches pathogenes d’A. tumefaciens, ce qui peut expliquer la réduction de la
sévérité et I’expression des symptomes de la galle du collet sur les plantes traitées par les bactéries
antagonistes. Cela est di aux faits que :

Selon Balatsouras (1975), les flavonoides ont un rble antimicrobien. De méme Valette et
al., 1998 signalent que les flavonoides ont un rdle de défense dans I'infection des bananiers par les
nématodes, ces flavonoides interviennent en premier position pour la défense, puis les tanins
arrivent en second (Kofujita et al., 2004).

La synthése et ’accumulation des niveaux élevées en flavonoides et en tannins est
considérablement stimulées sous stress (Sailaja et Sujatha, 2013). Ils sont bioactifs et influencent
le transport des hormones de la plante surtout 1’auxine ainsi que leur activité antioxydant (Posmyk
et al., 2009).

Selon Makkar et Becker (1998), les flavonoides sont des substances constitutives alors que
les tanins sont inductibles, résultant des réactions chimiques ultérieures plus tardives chez les
plantes.

D'apres les résultats de la présente étude, il apparait que le dosage quantitatif des composés
phenoliques, est plus élevée chez les tomates infestées que celle de tomates saines. Cela est
expliqué par l'intervention de ces composés dans la défense contre les attaques pathogéniques.
Selon Bourab (2000) et Rahioui et al., (2002), les composées phénoliques sont synthétisés suite a

une inoculation de pathogene.

Pour observer une modification des teneurs en métabolites au niveau des tissus vegetaux,
davantage de temps est nécessaire. Lors d’attaque de pathogénes, une augmentation des composés
phénoliques totaux peut étre observée quelques jours apres I’infection (Andreu et al, 2001 ;
Yamunarani et al, 2004), ainsi pour observer des modifications au niveau des métabolites
secondaires, notre expérimentation est t’inscrite sur plusieurs jours. Dont nous avons suivi cette
modification de composés phénoliques en quatre différents temps apres I’inoculation (juste apres
I’inoculation, 48h aprées inoculation, une semaine et enfin deux semaines apres inoculation).

Apres48 h d’inoculation, la teneur des composés phénoliques est plus élevée, 12,60 pg/ml
est obtenue pour les plantules traitées par la souche EPR3 de Pseudomonas brassicacearum et
inoculée par la souche E171 d’A. tumefaciens.

Dans une étude faite par Beimen et al., en 1992, ils ont constaté une accumulation accrue
des composés phénoliques 2 semaines apres l'infection chez les plants de tomate traités avec trois
souches de Clavibacter, une augmentation prononcée des composés phénoliques a été observée.
L'infection par la souche hautement virulente NCPPB 382 a donné les valeurs les plus (Beimen et
al., 1992).



Il a été aussi démontré que les feuilles jeunes contenaient davantage de composes
phénoliques (Wilkens R. T., 1997 ; Stout et al,. 1998),cependant nos extraits méthanoliques ont
été préparées a partir des plantules de 4 vraies feuilles dont les teneurs en phénols étaient tres

importante pour les différents traitements réalisés.

Les souches antagonistes EPR3 et CR2 utilisés pendant les études d’antagonisme in vivo
sont des especes du genre Pseudomonas. Les espéces de ce genre sont connues pour leur capacité
a réduire le pouvoir virulent des pathogenes, en activant les mécanismes de defense et/ou en
I’inhibant directement (production d’antibiotiques) (Haas et Défago, 2005).

Plusieurs études confirment que l'application préalable de Pseudomonas fluorescents
renforce les structures d'accueil de la paroi cellulaire, ce qui limite I'invasion des agents pathogéenes

dans les tissus vegétaux (Benhamou et al, 2000 ; Chen et al, 2000).

La diversité métabolique des Pseudomonas spp, fluorescents confére a ces bactéries une
plasticité importante pour s’adapter a de différents environnements (Latour et Lemanceau, 1997 ;
Misko et Germida, 2002), ce qui implique leur utilisation comme biofertilisants, phyto-
stimulateurs et agents de lutte biologique (Misko et Germida, 2002).0On note également, pour
certaines souches de ce groupe de bactéries, une capacité a induire les mécanismes de défense chez
la plante (Jourdan et al., 2008).Les substances antimicrobiennes produites par Pseudomonas
spp.fluorescents sont a large spectre et sont actives vis-a-vis des fusariums (Upadhyay et
Srivastava, 2010).

Les Pseudomonas spp .peuvent renforcer la résistance des plantes, en induisant leurs
capacités défensives naturelles, ce qui confere a 1’hdte une meilleure tolérance vis-a-vis des
attaques ultérieures par les agents pathogénes (Bakker et al., 2007).

Les souches de Pseudomonas fluorescents sont capables de synthétiser différents
métabolites secondaires, qui peuvent influencer positivement la croissance des plantes et sont
impliqués également dans les relations de reconnaissance entre ces bactéries et les plantes (Sturz
et Christie, 2003 ; Zahir et al., 2004).L'accumulation des composés phénoliques par application
préalable de P. fluorescens a été rapportée chez le riz (Meena et al., 2000).

La bioprotection des plants de tomate, peut étre due a I’ISR et/ou aux actions antagonistes
des Pseudomonas. La réduction de la maladie par ces bactéries antagonistes peut étre due a
I’inhibition de la germination et a la sporulation. Le ralentissement de ces deux processus diminue

la diffusion des champignons et les bactéries (Kamilova et al., 2008).

L’application des PGPR induit des modifications biochimique, physiologique et structurale
de la paroi cellulaire, conduisant a la synthése des protéines et des produits chimiques impliqués
dans les mécanismes de défense des plantes (Ramamoorthy et al., 2001), les souches antagonistes
utilisées Bacillus cereus (0OS1), Bacillus methylotrophicus (0OS4), et Pseudomonas



brassicacearum (EPR3 et CR2) dans la présente etude vont partie des PGPR (Krimi et al., 2016).

Dans certains parametres, au niveau des interactions des plants de tomate avec les
antagonistes et/ou le pathogene, les performances les plus élevées sont enregistrées sur tout avec
I’application des souches bactériennes seules sans infection. Globalement, les témoins malades ont
enregistré les valeurs les plus faibles par rapport aux plants bactérisés et sains (Swarnalee et Appa,
2010), ces résultants concordent avec les résultats qu’on a obtenus.

Par ailleurs, les composés phénoliques sont des molécules essentielles dans la stratégie de
défense des plantes. En effet de nombreux acides phénoliques comme 1’acide caféique, ou I’acide
gallique ont des activités antivirales, antibactériennes ou antifongiques importantes (Murphy et
Cowan, 1999).Certains composes phénoliques peuvent agir comme des molécules signal (acide
salicylique) ou des antioxydants et ainsi induire une résistance (Malamy et al., 1990).

Dans les interactions plante-pathogéne, le SA peut étre un activateur de défenses et ces
concentrations endogenes peuvent augmenter considerablement (Yalpani et al., 1991). Il agirait
comme un signal chimique permettant a la plante de résister aux bactéries, virus ou champignons
microscopiques qui l'attaquent ; cette fonction a été mise en évidence chez la plante Voodoo (Arum
lilies) (Raskin et al., 1987). Ce composé peut aussi étre toxique pour la cellule a forte dose, son
accumulation a des effets phytotoxiques pour I’agent pathogene (Raskin et al., 1992), cela
concorde avec nos résultats obtenus lors de dosage des composés phénolique par rapport a 1’étalon
acide salicylique ou les teneurs en phénols étaient moyennement faible comparés aux teneurs en

phénols étudiées par rapport a I’acide gallique.

Le SA interviendrait aussi comme molécule de signalisation susceptible de migrer dans les
vaisseaux de la plante, et conférer une immunité a distance aux tissus de la plante dans la SAR ,
son niveau endogéne augmente en réponse a une infection pathogene (50 a 70% prés du site
d’infection, et 10 a 20% a distance du site d’infection (Métraux ,2002).

Il existe divers signaux systémiques qui vont donc déclencher la S.A.R, ces messagers sont
I'acide salicylique, les proteines PR, I'acide jasmonique, Les phytoalexines et enfin 1’éthyléne. En
effet, ces molécules semblent jouer un réle tres important dans les processus de mise en place de
la SAR. L'implication du SA dans I’immunité des plantes contre la pathogénicité est liée a les
fonctions (Vasyukova et Ozeretskovskaya, 2007) : Le SA est une molécule mobile capable
d’intervenir dans la chaine de perception, amplification et transmission de I’information quand une
cellule de la plante est attaquée par un agent pathogene ; ceci méne a I’expression de genes de
défense responsables de la protection structurale et fonctionnelle (Vasyukova et Ozeretskovskaya,
2007). Le SA migre dans les vaisseaux de la plante, et confere une immunité a distance aux tissus
de la plante dans la SAR (Vernooij et al,. 1994). L’accumulation locale de ce composé est souvent



associe a une réaction hyper sensible, alors que I’augmentation de sa concentration dans des zones
¢loignées du site d’attaque, réaction hypersensible qui permet a la plante d’acquérir une résistance

et se traduit par I’induction systémique acquise (SAR) (Yalpani et al, 1994).

La présente étude a porté sur I’évaluation de I’activité antagoniste in vivo de quatre
souches antagonistes envers les souches tumorigenes d’Agrobacterium tumefaciens. Les résultats
ont révélés un fort pouvoir antagoniste de ces souches. Ce pouvoir est traduise par une absence
des symptomes du crown gall et une accumulation importante des composés phénoliques
caractérisés par une analyse spectroscopique. Ces résultats sont tres prometteurs et suggére des
études plus approfondie afin de mettre en place une formulation permettant leur homologation et
par la suite leur utilisation. Sur le long terme, la perspective de ces agents de lutte biologique peut
fournir une protection de la nature de l'utilisation excessive de produits chimiques toxiques

qui menacent la vie humaine.

Conclusion et perspectives

La galle du collet est une maladie causée par les Agrobactéries tumorigénes. Cette maladie
est responsable d’épidémies dans plusieurs régions du monde (Peluso et al., 2003). Elle présentait

et présent, jusqu’a nos jours, une grande importance économique pour les pépinieres et les vergers.



Les pertes financieres ont été estimées a des millions de dollars par année (Kennedy et
Alcorn ,1980). Les produits de pépiniére atteints sont invendables et la présence de cette maladie
dans un verger entraine une réduction de la durée de vie des arbres qui survivent rarement une fois

touchés.

Parmi les Agrobactéries, il y a aussi des pathogenes majeurs d'importance économique
considérable. Certaines espéces d’Agrobacterium tumefaciens qui sont des parasites sur un spectre
d’hétes considérablement diversifié comprenant plusieurs arbres fruitiers (Sturz et Christie,2003)
plantes ornementales (Viel et Richarson , 1993) et arbres forestiers (Buesanteal et al.,2007). Elles
peuvent causer des dommages considérables pouvant atteindre 80 a 100% de la culture (Krimi et
al., 2002).

Dans I’objectif d’établir une stratégie de lutte contre la galle du collet causée par les
souches virulentes d’Agrobacterium tumefaciens par un moyen non polluant et sans inconvénients
pour I’environnement, nous avons étudié lors de cette présente étude, I’induction de la résistance
par des souches antagonistes chez le pathosysteme : Tomate/ Agrobacterium tumefaciens en
réalisant un test d’antagonisme in planta. En complément a cette étude, nous avons procéder a la
recherche d’une éventuelle modification du métabolique secondaire : accumulation des composés
phénoliques suite a 1’inoculation des plantules de tomate par quatre souches antagonistes
appartenant a deux genres bactériens Bacillus spp. et Pseudomonas brassicacearum. L’analyse de
I’accumulation des composés phénoliques a été réalisé en 4 différant temps apres 1’inoculation a
savoir : juste apres 1’inoculation Oh, aprés 48h d’inoculation, une 1 semaine aprés I’inoculation et

enfin deux semaines apres 1’inoculation.

Les résultats du test d’antagonisme in planta a montré une diminution et parfois méme une
absence totale de symptomes de la galle du collet au niveau des plantes traitées par les bactéries
antagonistes et inoculés par la suite par les souches d’A. tumefaciens, comparées aux témoins
positifs qui correspondent aux plantes inoculées directement avec les souches d’A.tumefaciens et

aux témoins négatifs traités par I’eau distillée stérile.

Les quatre souches antagonistes : deux souches de Pseudomonas brassicacearum (EPR3
et CR2) et Bacillus cereus (OS1) et Bacillus methylotrophicus (OS4) ont montré leur potentiel en
biocontr6le des plants de tomate et en induction de la résistance systémique vis-a-vis de
|’Agrobacterium tumefaciens.

Dans le but de rechercher les différentes classes des substances secondaires dans les extraits
méthanoliques préparés des plantes de tomates pour les différents traitements réalisés, nous avons

effectué un screening phytochimique par la mise en place d’un ensemble de réactions de



caractérisation de différents composes chimiques a savoir : les flavonoides, les tanins, les
salicylates, les quinones et les composés phénoliques.

Les résultats des tests phytochimiques montre que les extraits méthanoliques des plantes
traités par les souches antagonistes et inoculées par les souches d’A. tumefaciens sont trés riche en
flavonoides glycosides et les composés phénoliques et moyennement riche en tanins et les
salicylates et pauvre en quinones.

L’estimation quantitative des phénols est faite a I'aide du réactif de Folin - Ciocalteu, la
lecture de la densité optique a 765 nm permet de déterminer la concentration des phénols se
référant a la courbe d’étalon dressée a partir de concentrations connues de 1’acide gallique, a révelé
que les fortes concentrations des composés phénoliques est de 1’ordre 12,60 pg/ml pour les plantes
traitées par les souches antagonistes et inoculées par les souches pathogénes d’A. tumefaciens,
tandis que celle des plantes traités par eau distillé stérile est de 6 pg/ml.

Alors que la lecture de la densité optique a 731 nm permet de déterminer la concentration
des phénols en se référant a la courbe d’étalon dressée a partir de concentrations connues de 1’acide
salicylique, a montré des concentrations importantes aussi chez les plantes bactérisés par les
souches antagonistes et inoculées par les souches pathogénes, dont la concentration est estimé de
4,80 pg/ml, tandis que la concentration des composés phénoliques des plantes saines ne dépasse
pas 2,40 pg/ml.

La teneur des composés phénoliques optimal, est observée 2 semaines apreés 1’inoculation.

L'ensemble de ces résultats de screening phytochimique et le dosage quantitatif des
composés phénoliques prouve l'existence d'une défense biochimique des plantes de tomate contre
les souches tumorigénes d’A.tumefaciens. Cependant, ces composés phénoliques s’accumulent en
méme temps que 1’on observe une réduction des symptomes de la maladie chez les plantes traitées,
suggérant une participation active de ces molécules dans I'inhibition directe du pathogene.
Généralement, la relation entre une accumulation de composés phénoliques et la résistance induite
chez certaines plantes a déja été bien établie dans d'autres pathosystémes et est évogquée pour étre
une composante nécessaire a la réponse défensive de I’hdte (Ongena et al. 1999 ; Ongena et al.
2000).

Les métabolites secondaires, qu'ils soient constitutifs ou qu'ils s'accumulent a la suite de
différents stress, jouent un réle essentiel dans la défense contre les agressions et I'équilibre de la
plante au sein de son milieu naturel et dans ses capacités d'adaptation (Meziane, 2010).

Les résultats de nos travaux nous encouragent a poursuivre nos recherches sur les différents
composés phénoliques sécrétés par les plantules de tomate en réponse a 1’inoculation
d’Agrobacterium tumefaciens. Ainsi, on se propose de : poursuivre I’étude phytochimique et
continuer la recherche des composés phénoliques : flavonoides, alcaloides, tanins...afin d’isoler,

de purifier et d’identifier d’autres métabolites secondaires contenus dans ces différents extraits



méthanoliques préparées a partir des différents plantules de tomates subissant différents
traitements.

Les méthodes de chromatographie liquide sont plus adaptées a des analyses plus
spécifiques des composés phénoliques puisqu’elles permettent de les doser individuellement, donc
pour identifier ces composés, il sera intéressant d'approfondir I'étude en effectuant une HPLC
(Chromatographie Liquide Haute Performance) (Verdu, 2013).

Cependant des études plus approfondies semblent étre nécessaire pour valoriser ce travail
notamment une caractérisation qualitative plus fine par des techniques plus performantes telles
que la CPG/SM ou ’HPLC/SM a fin d’établir une relation structure activité, pour mieux évaluer
le pouvoir antibactérien et antioxydant de ces composés phénoliques.

D’autre part, notre étude de bioprotection de la tomate pourra se poursuivre par I’étude des
mécanismes de défense physiques et biochimiques impliqués dans 1’induction de la résistance de
cette plante aux Agrobacterium tumefaciens par Pseudomonas spp. et les especes de Bacillus spp.

Et enfin, bien que cette recherche a contribué a éclaircir quelques aspects
phytopathologiques et biopesticides des endophytes vis-a-vis les souches pathogénes
d’Agrobacterium spp., elle n’a fait qu’entamer une série de recherches qui serait nécessaire de

mener afin d’explorer ce terrain encore vierge.
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ANNEXE 1
Composition de milieu de culture utilisée
(Pour un litre de milieu)

1. Milieu LPGA (levure peptone glucose agar) (Hildebrand et al., 1988)

Bactopeptone 59
Extrait de levure 5¢
Glucose 10g

Agar 159



Ajuster le pH a 7,2, avant d’ajouter 1’agar.

Autoclaver 20 minutes a 120°C.

ANNEXE 2
2. Milieu MG (Mannitol-Glutamate) non sélectif (Moore et al., 1988)

Mannitol 10g
L(-) acide glutamique 29

KH2PO4 0,59
Nacl 0,29
MgSO4, 7TH20 0,29
Extrait de levure 0,59

Agar 159



e MgSO4 doit etre soluble séparément dans 20 a 50 ml d’eau distillée

e Pour la préparation du milieu en boite ; le milieu est stérilisé en autoclavage a une

température de 120°C pendant 20 minutes, puis coulé en boites de pétries.

e Pour la préparation du milieu en tube ; le milieu est dissout a chaud, puis réparti en
tubes a essai, a raison de 3 a 5 ml par tube. Les tubes sont ensuite stérilisés par

autoclavage a une température de 120°C pendant 20 minutes.

ANNEXE 3
Réactif de trinder (Neal, 2006 ; Richard, 2004)

Chlorure mercurique 409

Eau distillé sterile 850ml
Chauffer pour dissoudre. Aprés refroidissements, ajouter :
Nitrate ferrique (NOgz) 3Fe, 9H20 409

HCIN 120ml



Ce réactif est stable indéfiniment



