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Introduction général

Introduction Générale

Les productions agricoles sont sous I’influence de nombreux facteurs : Situation
¢économique générale et autres nombreux risques dont les maladies des plantes responsables en
moyenne de 20 a 30% des pertes annuelles de la production agricole mondiale (FAO, 2001).
Afin d'optimiser la production, les agriculteurs ont recours a l'utilisation de fertilisants et de
pesticides : herbicides, insecticides et fongicides (walters et hardwick, 2000). Selon Cherin et
al., (2012), ces produits phytosanitaires se caractérisent par une toxicité d'intensité variable pour
I’Homme et peuvent avoir de graves conséquences sur l'organisme, méme avec une faible
exposition: infertilit¢ masculine chez le rat (Elbetieha et al., 2001) ; cancers et perturbations
neurologiques chez 'Homme (Alavanja et al., 2004) et graves malformations congénitales
(Ueker et al., 2016). Des contaminations importantes des eaux superficielles par les pesticides
sont fréquemment observées : 37% des eaux brutes et 25% des eaux distribuées en France selon

Aurousseau et al., (1998).

Pour assurer une production biologique qui tient compte de la protection de
I’environnement, de nouvelles stratégies de lutte contre les ravageurs et les maladies des plantes

sont recherchées et mises au point.

En effet, les maladies des plantes sont I'un des obstacles les plus inquiétants pour la
production agricole pouvant entrainer des pertes importantes pour les agriculteurs et menacer
la sécurité alimentaire. Parmi ces cultures a risques, nous pouvons citer le bl¢, 1’orge, le mais,

la pomme de terre,... etc.

La pomme de terre représente la quatriéme culture mondiale avec une production de
368,30 millions de tonnes par an en 2019. Originaire de I’ancien empire Inca (autour du lac
Titicaca entre la Bolivie et le Pérou), la pomme de terre a été introduite en Europe aux 16 si¢cles
par la société des Andes (De Jong et al., 2011) ; en Afrique (Egypte, Malawi, Afrique du Sud,
Algérie, Nigéria ...), la pomme de terre a été introduite par les colons. Les pays développés
sont les principales régions productives de la pomme de terre dans le monde. En revanche, les
pays sous-développés la production (Afrique, Amérique latine, le Proche-Orient) est nettement

inférieure et représente moins de 10 % de la production mondiale.

La pomme de terre est un légume qui se cultive facilement sur une longue période de

I’année. Néanmoins, les pommes de terre sont la cible de nombreux ravageurs et maladies parmi

iy
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lesquelles le mildiou, le doryphore, le taupin, la gale commune, I’alternariose, le rhizoctone et

autres, réduisant dramatiquement les récoltes et la qualité des tubercules.

D’autre phytopathogénes bactériens tels que les Pectobacterium spp, et autres
Enterobacteriaceae sont potentiellement nuisibles sur les cultures de pomme de terre en
développant des pourritures molles ou des jambes noires (Yahiaoui-Zaidi et al., 2010). Ces
bactéries peuvent survivre dans les sols d’ou elles sont transmises aux plantes par I’eau, par les
insectes ou par les techniques culturales. Leurs activités pathogenes sont caractérisées par une
désintégration rapide des tissus parenchymateux, principalement, induite par les enzymes

pectinolytiques (Taiz et Zeiger, 2002 ; Rendina et al., 2019).

Ces bactéries sécrétent I’ensemble des enzymes lytiques (Pectate lyases, pectinases,
polygalacturonase, cellulase, protéase, etc.) dont 'activité est responsable des symptomes de
macération observables sur les plantes et sur les tubercules (Yahiaou-zaidi et al., 2010). Khayi,
(2015) note qu’il existe d'autres mécanismes importants participant au pouvoir pathogeéne des
Pectobacteriums spp : mobilité, formation de biofilm, chimiotaxisme et acquisition du fer via
la production des sidérophores (chélateurs de fer synthétisée et sécrétées par des micro-

organismes).

En réponse aux attaques par les multiples agresseurs, les plantes ont développé des
systémes de protection tels que les barriéres physiques et chimiques dont des métabolites
secondaires variés pour arréter la progression du pathogene (Heath, 2000 ; Thordal-Christensen,
2009). Selon Jourdan et al., (2008), ce phénomene d'induction de la résistance implique le
déclenchement de cascades d'événements métaboliques et la mobilisation des mécanismes de
défense constitutifs. Balmer et Mauch-Mani, (2012) et Pathan et al., (2004) notent que le
systéme est alerté par des signaux déclencheurs qui activent une ou plusieurs réactions de

défense pour se protéger du stress (biotique ou abiotique).

Le stimulus est transféré de la membrane a la cellule par un systéme de transduction de
signal produisant des changements qui conduisent a la formation de composés de défense

endogenes tels que les phytoalexines et les composés phénoliques (Baenas et al., 2014).

Les jasmonates (JAs) sont des molécules de signalisation spécifiques aux plantes qui
activent plusieurs processus physiologiques et de développement importants (Farmer et al.,

2003). Les JAs, en particulier le méthyl jasmonate (MeJa), jouent un role important dans les

2
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processus de transduction du signal qui régulent les génes de défense des plantes (Farmer et

Ryan, 1990).

L’acide salicylique (SA) est une petite molécule jouant un réle essentiel dans le systéme
de régulation de la défense chez les plantes. Il est connu dans l'induction de résistance
systémique acquise a de nombreux agents pathogenes (Durrant et Dong, 2004 ; Hayat et al.,
2010 ; Pieterse et van Loon, 1999). Le signal se propage ensuite vers d'autres parties de la plante
et provoque diverses réactions de défense, notamment la production de métabolites secondaires

et des protéines de résistances (PR) (Vicente et Plasencia, 2011 ; Wasternack et Hause, 2013).

Rinaudo, (2006) rapporte que le chitosane est largement utilisé pour imiter les stress
biotiques et abiotiques et dans l'induction du systeme de défense dans les fruits et 1égumes
(avant et apres la récolte) contre les champignons, les bactéries, les virus et autres stress
abiotiques. De méme, le chitosane améliore efficacement les propriétés physiologiques des
plants et prolonge également la durée de conservation des produits apres récolte. Le traitement
au chitosane régule plusieurs génes dans les plantes, en particulier, I’activation des voies de
signalisation de défense des plantes : induction des phytoalexines et des protéines liées a la

pathogenese (PR) (Sharif et al., 2018 ; Rendina et al., 2019 ; Vanden Braber et al., 2020).

Ce travail traite de la stimulation des réactions de défenses sur de plants et sur des
suspensions cellulaires de pomme de terre (Solanum tuberosum). Deux variétés Agata et Red-
Pontiac ont ¢été¢ sélectionnées pour leur importance économique (large consommation,
transformation industrielle) et leur réactivité vis-a-vis des agressions (La variété Agata est
sensible a l'infection, tandis que Red-Pontiac est considérée comme résistante aux agents

pathogenes).

Dans une premicre étape, nous allons présenter un état des lieux a la lumicre des
connaissances acquises dans ce domaine ; cette étape est suivie d’une étude expérimentale qui

comporte, a son tour, deux parties :

Une partie consacrée a I’é¢tude de l'effet du chitosane et des LPS’s de Pectobactériums
sur des suspensions cellulaires de pomme de terre. Nous nous focalisons sur l'induction de la
voie des phénylpropanoides via l'induction de la PAL et la recherche de composées phénoliques

accumulés.

Une partie consacrée a I’effet d’¢éliciteurs exogeénes liés au stress (le méthyl-jasmonate,

l'acide salicylique et chitosane) sur d’une part la croissance et la résistance a l'infection par
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les Pectobactériums spp et d’autre part sur I'accumulation de composés phénoliques induits par

ces ¢liciteurs, avant et apres infection de plants de pomme de terre par les Pectobacteriums.

Nous terminerons cette étude par une conclusion générale suivie de recommandations-

perspectives.
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POMME DE TERRE ET PATHOLOGIES CHAPITRE I

I. Pomme de terre et pathologies

I.1. Description de la plante de pomme de terre

La plante de pomme de terre est constituée de deux parties (Figure 1) : partie aérienne
et partie souterraine. La partie aérienne est composée de multiples tiges principales
généralement ailées. Les feuilles sont alternes, elles comportent de 7 a 15 grandes folioles
latérales qui se distinguent selon leur mode d’insertion sur le rachis. Les folioles primaires
flanquées (lancées) de folioles secondaires, intercalaires et de foliolules (Delaplace, 2007).
Les tiges peuvent étre vertes, violettes ou marbrées. Les fleurs sont souvent stériles donc la
production de fruits (baie sphérique) est donc généralement rare (Kechid, 2005). La partie
souterraine constituée d’un tubercule mere desséché, les stolons portent au niveau de leur
région subapicale des tubercules fils et des racines adventives. Il constitue la partie la plus
importante de la plante puisqu’on y trouve les tubercules qui représentent environ 75 a 85 %
de la mati¢re séche totale de la plante, ce qui confére a la pomme de terre sa valeur

alimentaire (Bernhards, 1998 ; Delaplace, 2007).

flower ————» < inflorescence

Fruit

leaflats

main stems

lateral ste

mother tuber = il _‘ \l stolons

tubers

Figure 1 : Représentation de I’appareil caulino-foliaire de la pomme de terre (FAO, 2009).
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1.2 Valeur nutritionnelle

Le tubercule de pomme de terre se compose de 80% d’eau et 20 % de matiere seche.
Elle est connue pour sa richesse en amidon, environ 60 a 80 % de son poids sec. Sa teneur en
protéine est égale a celle des céréales et elle est trés élevée par rapport aux autres racines et
tubercules. Mais, elle est trés pauvre en lipides. Elle est riche en micronutriments
(Vanderhofstadt et al., 2009). C'est une source de vitamines B1, B2, B3, B5, B6 et B9 ainsi
que la vitamine C. Elle contient, en outre, des sels minéraux comme le potassium, le
phosphore et le magnésium. Les pommes de terre renferment, par ailleurs, des antioxydants
utiles dans la prévention des maladies liées au vieillissement et des fibres alimentaires

essentielles au métabolisme (Lahouel, 2015).
1.3 Importance économique

La consommation mondiale de pommes de terre n’arréte pas d’augmenter. En 2009, la
production mondiale est de 217,3 millions de tonnes (Figure 2). Autrefois, la pomme de terre
fraiche était la base de la consommation de ce légume mais la croissance de la population
urbaine a fait qu’elle est orientée vers les produits transformés (Déziel et al., 2014). Ceci est
expliqué par la croissance de demande sur le marché international. Sur 3850 millions de
tonnes de pommes de terre produites en 2014, la Chine est en téte avec 25% de la production
mondiale suivie par I’Inde avec 12 % et la Russie avec 8 %. L’Algérie, quant a elle, est
classée 15 sur 153 pays avec une production de 4,67 millions de tonnes par an,

(FAO, 2016).

® Chine
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Russie

m Ukraine

m Etats-Unis
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® Bangladesh
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Figure 2 : Principaux pays producteurs de pomme de terre en Million de tonne par an (FAO.
2016).
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1.4 Pathologies de l1a pomme de terre

Les pommes de terre sont sujettes a plusieurs pathologies causant d’importantes pertes
de rendement d’une part, ainsi que la diminution de la qualit¢é marchande et la valeur du
produit d’autre part. Beaucoup de maladies peuvent affecter la culture de la pomme de terre a
I’exemple des maladies fongiques telles que Le mildiou (Phytophtora infestant), rhizoctonie
(Rhizoctonia solani) et la gale poudreuse (Spongospora subterranea). lls se développent sous
des températures favorables (entre 17 a 20°) couplées a une forte humidité. Ces maladies se
manifestent par I’apparition de petites taches brunes sur le feuillage et le brunissement des

tiges et des pétioles. Il finit par desséchement des tubercules (Lahoual, 2015 ; Thomas, 2019).

Dans le groupe phytovirus pathogene, on trouve le virus x (Potato virus X) du groupe
Potexvirus qui provoque des mosaiques foliaires 1égeres (Nie et al., 2011) et virus M (Potato
virus M) du groupe des Carlavirus, il provoque un enroulement mou des feuilles sommitales
(feuilles en cuillére) et la formation de taches en mosaique (Gabriel, 1988). Le virus PLRV
(Potato leafroll virus) de la famille des Luteoviridae de groupe IV qui se manifeste par un
léger enroulement des jeunes feuilles avec une décoloration jaunatre et une face inférieure des

feuilles tirant vers le violet (Eigenbrode et al., 2002).

Deux genres de nématodes menacent les pommes de terre : Ditylenchus destructor et
les nématodes a kyste du genre Globodera. Ces petits vers parasitent le systéme racinaire des
plants de pomme de terre ainsi que les tubercules : en cas d'attaque importante, la récolte est

totalement compromise (Zheng et al., 2016 ; Chauvin et al., 2008).

Les pucerons, quant a eux, jouent un role de vecteurs pour de nombreuses maladies
virales. Les pucerons de la pomme de terre tels que (Macrosiphum Euphorbiae (Thomas)), le
puceron vert du pécher (Myzuspersicae (Sulzer), on les trouve partout dans le monde. Ils ont
une grande capacité de multiplications (Metcalf et Flint, 1962). Habituellement, les plantes
infestées par un grand nombre de pucerons de la pomme de terre flétrissent et leurs feuilles
sont couvertes du miellat. Les pucerons attaquent surtout les fleurs et les pousses (Scurrah et

al., 2005).

Plusieurs maladies bactériennes affectent la pomme de terre dans le monde et causent
de graves dommages, en particulier, sur les tubercules, la partie économiquement importante
de la plante. Le flétrissement bactérien causé par Ralstonia solanacearum sp. La pourriture

molle et la jambe noire dues aux Pectobacterium spp et Dickeya spp sont considérées comme
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les maladies les plus importantes (Rouffiange et al., 2014), tandis que la pourriture annulaire,

I'ceil rose et la gale commune sont des maladies mineures (Charkowski, 2020).

L.5 Symptomes de la pourriture molle et de la jambe noire

L.5.1. Description et taxonomie

Les genres Pectobacterium spp et Dickeya spp anciennement regroupé€s sous le genre
Erwinia, appartiennent a la famille des Entérobactériacées. Ce sont des bactéries
phytopathogenes Gram (-), anaérobiques facultatives ayant une forme de batonnet (0,5-1 pm
de diameétre sur 1-3 pm de longueur) et munies de flagelles péritriches (Ahoussi, 2012 ; De
Werra et al., 2015). Pectobacterium Carotovorum subsp Atrosepticum sp, Pectobacterium
Carotovorum subsp Carotovorum et Dickeya spp sont les primaires pathogénes pour la
pomme de terre. Ces especes étaient, auparavant, classées comme Erwinia Carotovora subsp
Atroseptica, Erwinia Carotovora subsp Carotovora et Erwinia Chrysanthemi respectivement

(Panda, 2014).

Le genre Pectobacterium a été proposé par Waldee (1942). Les especes incluses dans
ce groupe sont les Erwinia pectinolytiques séparées des autres Erwinia (Ma et al, 2007). En
cinq décennies, les Pectobacterium spp et Dickeya spp ont subi plusieurs changements de
nomenclature. L’émergence de la génomique, plusieurs outils alternatifs de classification
taxinomique ont été développés et basés sur l'information contenue dans la séquence
génomique (Khayi, 2015 ; Sarfraz et al., 2020). Ces phytopathogénes se distinguent entre eux
principalement dans l'arbre phylogénétique fait a partir des séquences de génes uniques tels

que I’ARNTr 16S (Samone et al., 2005 ; Dadasoglu et Kotan, 2017).
1.5.2. Symptomes

La jambe noire est une nécrose de la tige qui provient de semence de tubercule planté
et contaminé par le pectobacterium (Mantsebo et al., 2014). Les symptomes nécrotiques
s’étendent souvent sur plusieurs centimétres de long sur la tige et le tissu vasculaire
nécrotique a l'intérieur de la tige (Figure 3). La moelle de la tige est souvent pourrie. Les
feuilles de la plante peuvent devenir jaune vif et la plante finira par se faner (flétrir) et mourir
(Czajkowski et al., 2011). Les plantes infectées produisent peu ou pas de tubercules. La
pectobactérie peut pénétrer dans les tubercules filles par le xyléme ou par les blessures

causées par les insectes, des dommages causés par le gel ou du matériel de récolte. Une fois a
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I’intérieur de tubercule, il le décomposera provoquant une pourriture bactérienne molle. La
bactérie attaque ¢galement les tiges endommagées par le matériel de culture ou les
intempéries causant la pourriture aérienne de la tige. Dans tous les cas, il est courant de
trouver plusieurs especes de Pectobacterium ou Dickeya ensemble lors des symptomes de
jambe noire, de pourriture aérienne de la tige ou de pourriture molle (Pitman et al., 2009 ;

Yahiaou-zaidi et al., 2010).

Figure 3 : Jambe noire : pourriture intérieure de la tige (A) et pourriture humide du tubercule
(B) (De Werra et al., 2015).

I1.5.3. Déterminants de la pathogénicité et résistance

La pathogénicité des pectobactériums dépend des enzymes sécrétées pour dégrader la
paroi cellulaire végétale, bien que plusieurs autres facteurs contribuent également a la
virulence (Charkowski et al., 2012). Les genres Pectobacterium et Dickeya sont des bactéries
pectinolytiques capables de produire des enzymes PCWD (plant cell wall-degrading enzymes)
impliquées dans la dégradation de la pectine (Khayi, 2015). Les pectobactériums peuvent se
trouver a un état de latence, qui se situe dans I’espace intercellulaire dans le tissu vasculaire
(xyléme) au niveau des blessures. En cas d'exceés d'eau en terre ou pendant le stockage,
l'infection devient active quand les conditions d’anaérobioses et de températures deviennent

favorables (Halabi, 2014).

La croissance de Pectobacterium Atrosepticum est limitée a des températures au-

dessus de 35°C, alors Pectobacterium Carotovorum peut croitre a des températures allant
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jusqu'a 39°C et le Dickeya peuvent survivre a des températures encore plus ¢€levées
supérieures a 39°C (Panda, 2014). Ces bactéries sécrétent I’ensemble des enzymes lytiques
(Pectate lyases, Pectinases, Polygalacturonase, Cellulase, Protéase, etc.) dont ’activité est
responsable des symptomes de macération observables sur plantes et tubercules (Yahiaou-

zaidi et al., 2010).

Il existe d’autres mécanismes importants participant au pouvoir pathogeéne des
Pectobacterium spp, a savoir : la mobilité, ’acquisition du fer via la production des
sidérophores (chélateurs de fer synthétisés et sécrétés par des micro-organismes), la formation
de biofilm, le chimiotaxisme (Khayi, 2015). Les Pectobacteriums spp et les Dickeya spp
pectinolytiques synthétisent des molécules signales diffusibles appelées la N- acylhomoserine
lactone (AHL) a travers leurs membranes cellulaires. Lorsque la multiplication bactérienne
atteint le quorum, la concentration en signaux AHL dans le milieu devient suffisamment
¢levée pour Etre percue par les bactéries comme un signal d’activation de la synthése des
enzymes de pathogénicité (Ahoussi, 2012). L’identification récente de nombreuses nouvelles
especes de Pectobacterium suggere que d’autres especes nouvelles potentiellement virulentes
restent a découvrir et que ce niveau ¢levé de diversité entravera le développement de variétés

de pommes de terre tolérantes (Czajkowski et al., 2009).
1.5.4. Management

La gestion des pectobactéries repose principalement sur les pratiques culturales.
L’utilisation de plantule de pomme de terre issue de la micropropagation de haute qualité
phytosanitaire exempte de toute contamination pourrait réduire le risque de maladie lors de la
plantation. Les cultivateurs supervisaient les semences coupées et ils prévenaient de planter
les semences froides dans un sol humide. Pendant la saison de croissance. Ils préferent

I’irriguer avec de 1’eau souterraine et avec peu fertilisant azoté (Caliskan et al., 2004).

A la récolte, les bactéries se multiplieront sur les tubercules de pomme de terre &
mesure qu’elles vieillissent, si bien que tuer rapidement les tubercules peut aider a réduire
I’incidence de la maladie pour l’année suivante en les détectant rapidement avant
I’entreposage (Czajkowski et al., 2009). Une bonne circulation de 1’air et une humidité élevée
dans les entrepdts de pommes de terre aideront également a réduire la pourriture molle
pendant le stockage. Des niveaux ¢levés de dioxyde de carbone dans les entrepots

favoriseront le développement de la pourriture molle (Vanderhofstadt et al., 2009).
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I1. Les mécanismes de défense des plantes

I1.1. Défense passive

La barriére physique est la premicre des défenses qui empéche le pathogéne d’envahir
la plante et constitue une mesure de défense pré-invasive ; elle est essentiellement constituée
de la cuticule et de la paroi cellulaire (Blanchard et Limache, 2005). Pour cela, le feuillage
peut présenter une cuticule plus au moins épaisse, voire cireuse, ce qui rend l'acces plus
difficile a ’intérieur des cellules de 1’épiderme foliaire. La paroi pectocellulosique est une
protection supplémentaire qui entoure chaque cellule végétale et freine la progression du bio-

agresseur (Astier, 2011).

Les papilles peuvent fonctionner comme un mécanisme de résistance et agir comme
une barriere physique contre la pénétration des pathogenes. L’efficacité de la formation de
papilles en tant que mécanisme de résistance dépend de son déclenchement précoce. Une
faible efficacité de pénétration des pathogeénes fongiques a été corrélée avec les papilles qui se
sont formées avant les chevilles de pénétration (Crang et al., 2018). En revanche, I’agent
pathogéne semble supprimer la synthése de callose pendant son processus de pénétration en
inhibant la B-1,3-glucane synthase. La B-1,3-glucane synthase est I'enzyme impliquée dans la

syntheése du callose (Sanmartin et al., 2020).
I1.1.b Défense chimique

La barriere chimique préformée incluant des composés antimicrobiens et des
métabolites secondaires peuvent étre toxiques pour le pathogéne ou encore inactiver ses
effecteurs. Les saponines, a titre d’exemple, (famille de métabolites secondaires glycosylés)
sont présentes en trés grande quantité dans les plantes sauvages comme l'avoine. Elles sont

supposées avoir une activité antifongique importante (Amelot, 2010).
I1.2. Défense active
I1.2.a Mécanismes de résistance chez les plantes

Lorsqu’un agent pathogene réussit a contourner la premiére ligne de défense passive,
un nouveau systeme de résistance se met en place. Ce systtme immunitaire se base sur des
mécanismes de reconnaissance (Bouarab, 2000) pouvant se dérouler a deux niveaux et

déboucher soit sur une interaction dite incompatible; dans le cas d’une résistance a la
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maladie, soit sur une interaction dite compatible en cas d’échec des mécanismes de défense

permettant un développement de la maladie (Astier, 2011).
I1.2.b Reconnaissance spécifique et concept géne-pour-géne

Le concept géne-pour-gene a été développé pour la premiere fois en 1955 par Harold
Flor (Ramiro, 2009). Le mod¢le géne-pour-geéne présume l'existence d'une interaction entre
¢liciteurs avirulence (Avr) de pathogeéne et une protéine résistance (R) a la surface de la

cellule de I’hdte. L’interaction physique entre ces deux genes (R et Avr) est tres rare.

Le mode¢le de reconnaissance géne-pour-geéne le plus étudi¢ est celui de I’interaction
entre la tomate et son pathogeéne Cladosporium fulvum. Les produits de deux genes
d’avirulence, avr4 et avr9 induisent une réaction hypersensible dans les cultivars de tomate
portant respectivement les génes de résistance Cf-4 et Cf-9 chez le pathogene Cladosporium
fulvum. Chez les virus, le systéme le mieux connu est I’interaction entre le virus de la
mosaique du tabac (VMT) et le tabac, Nicotiana sylvestris. Dans cette interaction, la protéine
de la coque du VMT induit une réaction hypersensible chez N. sylvestris possédant le géne de

résistance N (Leister et Katagiri, 2000 ; Bouarab, 2000 ; Rocher, 2004).

En revanche, le «mod¢le de garde» a été proposé pour expliquer le fonctionnement des
genes R (Figure 4). Ce modéle congoit les protéines Avr comme des effecteurs qui
interagissent avec des protéines cibles de la plante pour manipuler les processus
physiologiques en faveur du parasite et inhiber les défenses basales de la plante. La protéine
Avr n’est pas la cible directe de la protéine R mais elle fait partie d’un complexe incluant une

protéine de garde médiane d’interaction (Djebali, 2008).

Selon Pajerowska (2005), la pomme de terre posseéde seize homologues de génes de
signalisations de défense (DS) de protéines R qui sont cartographiés a proximité des loci de
résistance quantitative connue (QRL) contre Phytophthora infestans et Pectobacterium
Atrosepticum, parmi les cinq geénes sont des candidats positionnels pour la résistance
quantitative connus et ils sont étroitement liés a la séquence des genes d'Arabidopsis
AtSGT1b, AtPAD4 (Phytoalexin Deficient 4) et AtAOS (allene oxidesynthas). Des séquences
génomiques et ADN complémentaires de full-longueur ont été obtenues pour les geénes de

pomme de terre StSGT1, SIPAD4 et SFEDS1 (Enhanced Disease Susceptibility 1).
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Figure 4 : Interprétations biochimiques du modéle géne-pour-géne (Bonas et Lahay, 2002).
(a) Le modele classique récepteur-ligand prédit que l'interaction directe entre une protéine
Avr et une protéine R correspondante déclenche la réaction de défense. (b) Selon le modéle
de co-récepteur, la protéine Avr (A ; rouge) se lie d'abord a un site de liaison de haute affinité
du co-récepteur (C ; bleu), qui interagit (fleche grise a deux pointes) avec le Protéine R pour
déclencher la réponse de défense. (c¢) Dans le cadre conceptuel du modéle de garde, la
protéine de résistance protége une cible de pathogénicité correspondante (P ; jaune). (d) Etant
donné que plusieurs genes avr bactériens, fongiques et viraux sont prédits pour coder des
protéases, nous proposons que les protéines hotes traitées protéolytiquement déclenchent la
défense des plantes. Veuillez noter que les modéeles suggérés ne sont pas mutuellement
exclusifs. Protéine R, R ; X, cible de protéase ; AP, Apoplast; PM, membrane plasmique; CY,
cytoplasme.

I1.2.c Reconnaissance non spécifique

L’absence ou I’altération de I'un ou de I’autre des geénes de résistance R conduit
inévitablement a la résistance généralisée qui peut s’exercer au niveau local (résistance locale
acquise, ou RLA). La réponse d’hypersensibilit¢ (HR) est une réponse a I’invasion d’agents
pathogenes (Figure 5). Ces réponses peuvent étre responsables de la résistance a la maladie ou
a la suite de D’activation d’une autre réponse de défense. L’hypersensibilité implique une
nécrose localisée rapide des cellules végétales ou des tissus infectés ou des deux (Ziadi,
2001). Le but de ce sacrifice de soi est de priver le pathogéne envahisseur d’un
approvisionnement adéquat en nutriments ou de libérer des composés microbicides des
cellules mourantes. Ce sacrifice est pour aussi restreindre 1’agent pathogeéne dans des petites

zones en entourant immédiatement les cellules initialement infectées (Jackson et al., 1996 ;
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Watanabe et Lam, 2006). Une hypersensibilité peut impliquer juste une cellule signal ou
entrainant la mort des tissus des régions étendues. Un autre événement constaté durant
I’hypersensibilité est la production de nouvelles molécules de signalisation (méthyl-
jasmonate ; éthyléne et acide salicylique) qui aident a transmettre le signal a d’autres parties

de la plante et induire la résistance systémique acquise (Benhamou et Patrice, 2012a).

D’autres ¢éliciteurs généraux peuvent é&tre de nature oligosaccharidique,
glycoprotéique, peptidique et lipidique d’origine endogeéne a la plante tel que Methyl-
Jasmonate ou exogene tel que chitine B (1-4) linked polymeére N-acetyl-glucosamine issue de
la paroi cellulaire des champignons qui joue un réle dans la transduction du signal (Cervone et

al., 1997 ; Newman et al., 2007 ; Koo et al., 2006 ; Benhamou et Rey, 2012a).

Plante Agent pathogéne

| RECONNAISSANCE

PN

Reconnaissance Spéclﬂque | Reconnaissance non spécifique

!

Interaction entre produits Eiici o dogé
de géne d’avirulence (Avr) et de iciteurs généraux endogénes
ou exogénes

geéne de résistance (R) ‘l

Liaison Eliciteur-Récepteur

v

= Résistance

Réaction

hypersensible Transduction du signal de stress Bl généralisée
Nécrose des cellules
végétales

Activation et expression des genes de défense

Figure 5 : Schéma illustrant I’induction des geénes de défense (Benhamou et Rey, 2012a).

Les éliciteurs sont des métabolites de signalisation qui préviennent des pathogenes
reconnus par les cellules végétales. Ils déclenchent des réactions de défenses des plantes. Ils
sont produits soit par 1’agent pathogene, soit par 1’action d’hydrolyse de 1’agent pathogene par

des composants cellulaires végétaux (Patel et al., 2020).
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Les ¢éliciteurs sont des composés de faible poids moléculaire qui déclenchent la
réponse immunitaire des plantes en activant la cascade de signaux. Les éliciteurs sont classés
en deux types, a savoir les éliciteurs dérivés de pathogenes (éliciteurs exogenes) et les

¢liciteurs dérivés de plantes (€liciteurs endogenes) (Patel et al., 2020).
I1.2.d La résistance systémique induite

La résistance systémique induite (RSI) est une forme de résistance stimulée
spécifiquement par des rhizobactéries plus connues sous I’appellation « PGPR » (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) (Benhamou et Rey, 2012b). Ces bactéries sont capables de
coloniser efficacement les systémes racinaires et influencent de maniere bénéfique la plante
en stimulant sa croissance et/ou en la protégeant contre des infections par des agents
phytopathogenes (Adam, 2008). Cette résistance est efficace non seulement contre 1’agent
pathogéne qui I’initie mais aussi contre une large gamme d’autres agents pathogenes.
L’expression de la RSA implique nécessairement la diffusion du message de stress en

direction des tissus sains (Pajot, 2011).
I1.3. Voix de transduction de signal
I1.3.a Perception du signal

La reconnaissance d’un agent pathogeéne par la plante est initiée par la perception de
molécules appelées éliciteurs ou de molécules associées au pathogene (Figure 6). Les
MAMP’s (Microbe Associated Molecular Pattern) sont des molécules hautement conservées
et cruciales présentes dans tout un groupe de microbes. Les MAMP’s sont formellement
appelés PAMP (Pathogen Associated Molecular Patter). Ces structures moléculaires ne sont
pas réservées exclusivement aux agents pathogenes (Boller et Felix, 2009 ; Dufour, 2011).
Les MAMP provoquent l'induction des mécanismes de défenses basales (Dufour, 2011). La
perception des PAMP par les plantes se fait via des récepteurs appelés PRR (Pattern
Recognition Receptors) situés a la surface des cellules (Léger, 2010). L'un des récepteurs les
mieux étudiés est le récepteur kinasel de I’¢liciteur de chitine (CERK1) chez I’Arabidopsis
thaliana. 11 joue un role important dans I’immunité déclenchée par la chitine fongique (Miya
et al., 2007). Les MAMP’s d’enveloppe spécifique (les protéines de mouvement ou les
réplicases) peuvent provenir de virus qui sont souvent transmis par des organismes vecteurs
comme les pucerons ou les nématodes induisant principalement des réponses de défense

spécifiques du virus (Nagy et al., 2016 ; Bragard et al., 2013). Cela comprend ’activation de
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la machinerie de silencage de I'ARN et la mort cellulaire localisée afin de limiter la

propagation virale (Vidhyasekaran, 2014b).

Enfin, les MAMP’s bactériens comprennent la flagelline bactérienne tel que flg22 qui
est percu par la plupart des espéces végétales via le récepteur de répétition riche en leucine
kinase (Leucine-Rich Repeat-Receptor Link kinases (LRR-RLK) parmi eux flagellin-sensitive
2 (FLS 2) (Zipfel et al., 2004 ; Newman et al., 2013). Un autre MAMP bien connu est le EF-
Tu (Elongation Factor Thermo Unstable), il est essentiel pour l'allongement lors de la
syntheése des protéines. Il présente une homologie de 90% entre des centaines d'especes de
bactéries. EF-Tu est percu via le PRR EF-Tu RECEPTOR (EFR) (Zipfel et al ., 2006 ;
Newman et al., 2013). En plus de ces exemples, des MAMP non protéiniques comme les
peptidoglycanes (PGN), les B-glucanes et les lipopolysaccharides (LPS) ont été identifiés. Il
s’est avéré qu’ils provoquent des réponses de défense contre 1’agent qui les a initiés (Zipfel,
2009 ; Zipfel, 2014). Les LPS sont des macromolécules amphiphiles composées d’une hétéro-
polysaccharide hydrophile a une partie lipophile appelée lipide A. La partie lipide A est
considérée comme 1’épitope de PAMP et fortement conservée dans différentes bactéries. Les
O-chaine dans les LPS peuvent également agir en tant que PAMP suggérent que les cellules
de plantes de A. thaliana puissent identifier le lipide A et les structures de noyau
d’oligosaccharide des LPS pour déclencher des réponses de défense (Field, 2009 ; Zipfel,
2015 ; Vidhyasekaran, 2014a).

I1.3.b Transmission du signal

Lors de la réception du signal, le récepteur est activé pour transmettre le signal
davantage. Le récepteur activé transmet le signal a des composants généralement des
protéines, plus en aval dans la voie de signalisation, qui s'activent ensuite eux-mémes pour
une transmission ultérieure du signal. Il en résulte une chaine de processus de transduction de
signaux intracellulaires fonctionnant en série. Enfin, un processus biochimique spécifique est
déclenché dans la cellule qui représente le point final de la voie de signalisation (Figure 5 &

6).
v’ Signalisation précoce

La rencontre éliciteur-récepteur est suivie par des changements rapides et transitoires de la

perméabilité de la membrane aux ions, un influx de Ca*",H*, K* et CI- ou encore NO;5 (Ziadi, 2001 ;
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Amelot, 2010 ; Vidhyasekaran, 2015a) via I’ouverture ou la fermeture des canaux ioniques (Figure 7).

Ces mouvements d’ions déclenchent une dépolarisation membranaire.

Parasite

Reconnaissance specifique
impliquant des éliciteurs spécifiques

Reconnaissance non spécifique
impliquant des éliciteurs généraux

Oligosaccharides \
Glycoproteines

Photogene
Lipides Formatiol de s ke e Eliciteurs
m ormation de la signalisation des réactions de defense de la plante Exogines
Autres

signaux Produit de

) (o) L)

Produit de gene
d'avirulence

Interaction
gene pour gene

Production H 0. ROS
: — | K0,
de signaux " Production
de signaux

HP. nécrose de cellule u

Reception et transduction

Induction de 'expression de genes de defense et de résistance

Figure 6 : Schéma illustrant les principaux mécanismes de défense chez les plantes (Smith et
Boyko. 2007). SA : acide salicylique ; ET : éthyléne ; MeJa : Methyl-jasmonate ; NO : Oxyde
Nitrique ; ABA : Acide abscessique; GA : acide gibbérellique; ROS : espéce réactive
d’oxygéne.

Il est démontré que les PAMP déclenchent une alcalinisation apoplastique combinée a
une acidification cytosolique dans les cellules végétales dont 1’amplitude et la durée
dépendent du signal élicité (Lanchard et Imache, 2005 ; Vidhyasekaran, 2015a). Les flux
d’ions peuvent agir en amont et provoquer d’autres événements de signalisation incluant

’activation des modules MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) et des CDPK (Ca’*-

Dependant Protein Kinases).
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Le MAPK et le CDPK sont responsables des processus de phosphorylation et
déphosphorylation et provoquent les flux H'. Il en résulte I’alcalinisation extracellulaire et
l’acidification cytosolique due a [I’élévation du Ca’’ intracellulaire (Halabi, 2014 ;
Vidhyasekaran, 2015a). Ainsi qu’une accumulation rapide de formes réactives d’oxygene
(ROS) tels que les anions superoxyde (O27), H2O2 et de monoxyde d'azote (NO) impliqués
dans la limitation et de I’enveloppement du pathogéne de facon directe grace a leur toxicité et
¢ventuellement vers la mort de la cellule de I’héte pour localiser I'infection (Figure 7)
(Vidhyasekaran, 2014c). La génération du ROS dépend probablement de 1'activation membranaire

de NADPHoxydase plasmatique et superoxyde dismutase (SOD) (Yinong et al., 1997 ; Huang et al.,
2019).

Pathogen
- ‘ e Direct antimicrobial
# Elicitor e 0; — H,0,— effects; Lignification;
Plasma Crosslinking of
membrane \- | , ' o cell wall proteins
Re.:ept(,r_.' e (SR e SE N SR

/' NADPjoxidase
‘ J—P Protein

Receptor phosphorylation

y

¢ <«—— Alterationof o H,0,

$ / redox status : \

Activationof o g Protein .  Secondary ____ HR
transcription factors phosphorylation signals (SA) SAR

l

Defense gene expression

Figure 7 : Modele simplifi¢ de transduction du signal dans les réponses de défense des
plantes (Yang et al.,, 2020). Reconnaissance par I'hote des éliciteurs de pathogenes et
déclenchement de signalisation précoces tels que la phosphorylation / déphosphorylation des
protéines, les flux ioniques et la burst oxydative. L'activation transcriptionnelle et/ou post-
traductionnelle ultérieure des facteurs de transcription conduit & l'induction de génes de
défense végétale tels que GST et PAL, et a la biosynthése de signaux secondaires endogenes
tels que SA. En outre, le complexe NADPH oxydase activé génere des espéces réactives de
l'oxygéne (ROS) telles que O~ et H,O? qui modifient le statut redox des cellules végétales et
affectent la signalisation de défense. SA, ROS, ainsi que les génes de défense, contribuent
tous au développement de HR et SAR lors d'interactions plante-pathogeéne. SOD : superoxyde
dismutase.
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v Protéines G

Les protéines G sont hétérotrimériques composées de sous-unités a, B, y qui existent
sous forme d'hétérotrimeres associés dans leur état inactif (Figure 8). La signalisation
hétérotrimériques de la protéine G commence par la liaison du ligand (signal MAMP) qui se
traduit par un changement de conformation dans un récepteur coupl¢ a la protéine G. Une fois
activée par le GPCR (Protein-Coupled Receptors), la protéine Ga qui possede un site de
liaison au nucléotide GDP / GTP et une activit¢ GTP-hydrolase, change de forme en une
structure qui permet 1'échange de GDP contre GTP (Figure 9). Le GPCR fonctionne comme
un facteur d'échange de guanine (FEM) pour Ga et permet a la sous-unité Go d'échanger du
PIB contre du GTP et de devenir active. La liaison au GTP s’accompagne de réarrangements
structurels qui désengagent I’interaction GPy et aboutissent a une dissociation des

hétérotrimeres.

Les sous-unités libres relient alors les signaux en interagissant avec des protéines en
aval appelées effecteurs. La Ga li¢ au GTP se sépare du dimere Gy associ¢ et les protéines
Ga et GBy libérées peuvent alors interagir avec des molécules effectrices en aval, seules ou en
combinaison pour transduire le signal. Ga et GBy interagissent indépendamment en aval avec
plusieurs effecteurs de médiation des voies de transduction de signals spécifiques. Apres la
propagation du signal, l'activit¢ GTPase intrinséque de Ga entraine finalement une hydrolyse
du GTP li¢ en GDP, ce qui inactive Ga et permet sa réassociation avec le dimere Gy pour
reformer le complexe inactif de la protéine G (Krauss, 2001 ; Luttrell, 2005 ; Vidhyasekaran,
2014a ; Mahoney et Sunahara, 2016).

19|



Mécanismes de défense chez les plantes CHAPITRE I

extracellular space

Heterotrimeric
G-protein

Figure 8 : Topologie d'un GPCR typique (Gilchrist et Mazzoni, 2010). L’extrémité N-
terminale du récepteur est extracellulaire et son extrémité C est intracellulaire. Le récepteur
traverse le plan de la membrane cellulaire sept fois. Les segments transmembranaires
hydrophobes (couleur claire) sont désignés par des chiffres romains (I — VII). L'agoniste (Ag)
s'approche du récepteur du coté extracellulaire, tandis que les protéines G interagissent avec
les régions cytoplasmiques du récepteur, en particulier des parties de la troisieme boucle
cytoplasmique entre les régions transmembranaires V et VI. La queue terminale
cytoplasmique du récepteur contient de nombreux résidus sérine et thréonine dont les groupes
hydroxyle (—OH) peuvent étre phosphorylés, et cette phosphorylation est souvent associée a
I’internalisation du récepteur.

Cervone et al., (1997) ont démontré le réle des protéines G dans 1’activation des
phosphatases en stimulant la H" ATPase dans les membranes plasmiques de cellules isolées
d'une lignée de tomate résistante en réponse a un traitement par un extrait d’avirulente de C.
fulvum. La guanidine est une nucléotidique analogue de la GTP (y') S déterminant des
augmentations de l'activité ATPase similaires a celles induites par I’éliciteur. Les mémes
composés se comportent comme des ¢liciteurs pour stimuler le systtme de génération
d’oxygene actif de la membrane plasmique et pour désactiver l'activité scavenger de

’ascorbate peroxydase (Gilchrist et Mazzoni, 2010).
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Figure 9 : Activation de la signalisation de la protéine G via la liaison d’un ligand a4 un GPCR
(Gilchrist et Mazzoni, 2010). Suite a une stimulation initiée par un ligand, le récepteur 7TM
devient activé et change sa conformation conduisant a une interaction entre Gafy et le GPCR.
Cette interaction induit un changement de conformation dans Go qui diminue son affinité
pour le PIB par lequel il se dissocie et est remplacé par GTP. Une fois que GTP est lié, la
sous-unit¢ Go assume une conformation activée et se réorganise / se dissocie du récepteur et
du GBy. Ga-GTP et GPy déclenchent des événements de signalisation en aval. L'état activé
dure jusqu'a ce que le GTP soit hydrolysé en PIB par I'activit¢ GTPase intrinseque de la sous-
unité Ga, résultant en l'association du Ga-GDP avec des sous-unités bg pour former Gofy
inactif, et ce processus peut étre influencé par les protéines RGS. GTPase.

v" Voie de I’acide jasmonique

L’acide jasmonique (JA) est une phytohormone dérivée d’octadécanoides impliquée
dans la régulation et I’activation des voies de signalisation spécifiques de défense chez les
plantes (Figure 10). Mais aussi, il engage dans divers processus de développement, y compris

dans la floraison, la croissance des racines, la sécrétion de nectar floral, la sénescence, le
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développement, la croissance cellulaire, le développement des trichomes et la thermogenése
(Kachroo et Kachroo, 2013). L’acide jasmonique est synthétisé a partir de I’acide linoléique
qui est un analogue structural des prostaglandines (Mueller, 1998). L’acide jasmonique est un
cyclopentanoneoxylipine a 12 carbones qui a été isolé pour la premicre fois sous forme
d’ester méthylique (MeJA) a partir d’huile de jasmin (Jasminum grandiflorum) (Korth et
Thompson, 2006).

La synthése de I’JA commence par 1’oxygénation de I’acide a-linolénique (18: 3) dans
les plastes végétaux (Figure 10). La a-linolénique (18: 3) générée par la désaturation de
l'acide linolénique (18: 2) sur les glycolipides membranaires par les ®3-désaturases d'acides
gras est libérée par l'activité des phospholipases. L’acide a-linolénique est d'abord converti en
acide 13-hydroperoxylinoléique par la 13-lipoxygénase (LOX), puis en 12,13
époxyoctadécatriénoique par 1’alléne oxyde synthase (AOS) et enfin a l'acide 12-oxo-
phytodiénoique (OPDA) par I’alléne oxyde cyclase dans les plastes. L'OPDA est importé dans
les peroxysomes ou ils subissent trois cycles de B-oxydation catalysés par 1’acyl-CoA oxydase
en éliminant six carbones de I’extrémité carboxyle de la molécule pour donner enfin 1’acide
jasmonique (Vick et Zimmerman, 1984). JA est converti en MeJA volatil via I’activité¢ d'une
S-adénosyl-L- méthionine : acide jasmonique carboxyl méthyl transférase (JMT). La
génération de JA-isoleucine (JA-Ile) se fait par la conjugaison de I’isoleucine au groupe
carboxyle de JA par l'enzyme jasmonate résistant 1 (JAR1) (Staswick et Tiryaki, 2004 ;
Vidhyasekaran, 2015b).

La signalisation en réponse a JA est initiée sur sa perception par un complexe
récepteur comprenant la protéine F-box, COIl (coronatine insensitive 1), et les facteurs de
transcription JAZ (Jasmonates Zim domain). Bien que COI1 seul puisse se lier directement a
JA, il s’est avéré que le complexe COI1-JAZ a une affinité significativement plus élevée pour

JA-Ile par rapport au MeJa.

22|



Mécanismes de défense chez les plantes CHAPITRE I

Il a été¢ démontré que la détection a haute sensibilité¢ de JA-Ile par le complexe COI1-
JAZ1 nécessite la présence d'un cofacteur, appelé inositol pentakisphosphate (InsP5), dans le
complexe récepteur (Sheard et al., 2010). Les plantes mutantes COIl sont incapables de
répondre a I’JA exogene et elles sont altérées dans I'induction des geénes sensibles a la JA.
Elles sont aussi sensibles aux insectes herbivores et aux pathogeénes nécrotrophes. La perte ou
la régulation a la baisse de JAZ10 augmente la gravité des symptomes de la maladie en
réponse a l'infection par Pseudomonas syringae (Demianski et al, 2012 ; Vidhyasekaran,

2015b).
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Figure 10 : Biosynthéses de ’acide jasmonate par la voie octadécanoide (Acosta et al, 2009).
La premicre étape dédiée a la biosynthése du jasmonate est la peroxydation de 1’acide a-
linolénique (18: 3) par la 13-lipoxygénase pour former de 1’acide (13S)-hydroperoxy-
octadécatriénoique (13-HPOT). C’est la fonction putative de TS1. La 13-HPOT est
transformée en acide stéréoisomére spécifique cis - (+) - 12-oxophytodiénoique (OPDA) par
l'action séquentielle de 1’oxyde d’alléne synthase [donnant 1’acide (13S)-12,13-époxy-
octadécatriénoique (12,13-EOT) et I’oxyde d’alléne cyclase. Ces étapes de la biosynthese de
JA se produisent dans les plastes végétaux ou les enzymes correspondantes sont localisées.
Des réactions ultérieures se produisent dans les peroxysomes. Tout d'abord, le cycle
cyclopenténone de I’OPDA est réduit en acide 12-oxophytoénoique (OPC-8) par OPDA
réductase. Ensuite, trois cycles de B-oxydation sont proposés pour raccourcir la chaine latérale
carboxylique de I’OPC-8 pour produire le JA a 12 atomes de carbone. Un cycle de B-
oxydation est un ensemble de quatre réactions enzymatiques: oxydation, hydratation,
oxydation et thiolyse. Toutes les enzymes agissant sur la B-oxydation lors de la biosynthese de
I'AJ n’ont pas été identifiées. Parce que 1’oxydation dans la troisiéme étape est normalement
réalisée par une activité¢ de déshydrogénase, il est possible que TS2 puisse participer a cette
¢tape de biosynthése de JA.
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v Voie de I’acide salicylique

L’acide salicylique (SA) est une hormone végétale qui joue un réle majeur dans la
signalisation et dans la résistance aux maladies (Vlot et al., 2009, Dempsey et al., 2011).
L’acide salicylique (SA) est un composé phénolique synthétis¢ via la voie de l'acide
shikimique qui dépend des métabolites dérivés de la glycolyse et de la voie du pentose
phosphate (Figure 11). La voie de ’acide shikimique est divisée en deux branches apres la
biosynthése de chorismate.

Ces deux voies enzymatiques distinctes conduisaient a la biosynthése de SA. La voie
phénylalanine ammonia lyase (PAL) qui convertit la phénylalanine en acide cinnamique puis
l'acide cinnamique en acide benzoique par décarboxylation suivi d’une 2-hydroxylation par
benzoic acide 2-hydroxylase (BA2H) en SA (Silverman et al., 1995 ; Vermerris et Nicholson,
2006 ; Halim, 2006). La voie isochorismate synthase (ICS) consiste a la conversion directe de

chorismate en SA via un intermédiaire isochorismate (Dempsey et al., 2011).
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Figure 11 : Voie de biosynthese de I’acide salicylique (Vlot et al., 2009).
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L’acide salicylique O-B-glucoside (SAG) est la forme de stockage de SA dans la
vacuole. La conversion de SA libre en SAG est catalysée par les UDP-Glc/SA-
glucosyltransférases (SAGT) (Lim et al., 2002) qui peut étre reconvertie en SA si nécessaire

par SA-glucosyltransférase (Dean et Delaney, 2008 ; Ramiro, 2009).

Le salicylate méthyle (MeSA) est un dérivé de SA par 1’action de SA carboxyl
méthyle transférase 1 (SAMTI) qui sont impliqués dans le signal mobile lors de la
reconnaissance des MAMP’s de pathogenes (Li et al., 2018). Dans les feuilles de tabac
inoculées par le TMV se développe des Iésions nécrotiques et une accumulation de 1’acide
salicylique tardive de quelques heures. L’acide salicylique transmet le signal sortant de la
feuille infectée via le phloéme dans laquelle se forme Mesa et induit de multiples réponses de

défense dans les parties non infectées de la plante.

A ce stade, la plante entiére manifeste une résistance systémique acquise (Figure 12)
pour montrer une résistance accrue non seulement a I’encontre de 1'agent pathogeéne primaire
mais également a divers agents pathogenes secondaires (Reuchlin, 2009 ; Vlot et al., 2009).
L’apport exogeéne de SA a mis en évidence 1’expression de PR anti-pathogene et suggere son
implication dans la signalisation SAR. Nombreuses de ces protéines PR ont des activités anti-
pathogénes : antifongique, antibactérienne et antiviral (Dempsey et al., 2011 ; Vidhyasekaran,
2015a). L'infection fongique induit I'expression des protéines osmotines antifongiques (Zhu et
al., 1993 ; Dempsey et al., 2011), des chitinases et des glucanases par les cellules de plantes,
de sorte que ces enzymes dégradent les parois fongiques et liberent les fragments de chitine
qui s’accumulent a emplacement de l'invasion. Ces produits de dégradation enzymatique

deviennent a leurs tour des MAMP ‘s (Schulman, 2002 ; Eckardt, 2008).

Les Peptidoglycans de surface bactérienne peuvent étre dégradés aux muropeptides
par des activités lysozymale de 1’hote. Les muropeptides libérés sont fortement mobiles, alors
que le peptidoglycan se répand lentement (Langham, 2004 ; Erbs et al., 2008). De plus, une
activité nucléasique efficace est induite a 1’encontre des virus (Park et al., 2004). Les plantes
transgéniques possédant le géne de I’enzyme salicylate hydroxylase (issue de geéne bactérien)
¢taient incapables d’accumuler du SA libre et d’induire la SAR en réponse a des agents

pathogénes (Smirnov et al., 1997 ; Balmer et Mauch-Mani, 2012).

Néanmoins, le vrai récepteur SA n’est pas encore connu (Vlot et al., 2009). La

séquence d’événements allant de la reconnaissance au niveau local de I’agent pathogene a
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I’induction de I’expression des genes de défense est extrémement complexe. Mais, il est
évident que le régulateur protéique NPR1 (Non expressorof Pathogenesis-Related Genesl) est
considéré comme un régulateur positif central de la cascade de signalisation du phénoméne
qui meéne a ’expression des genes de défense tels que ceux codant pour les protéines PR

(Durrant et Dong, 2004 ; Pieterse et Van Loon, 2004).

Noie

Message Message

Destinaton

Ifectd e .' st e

Figure 12 : La défense systémique déclenchée par le salicylate de méthyle (MeSA) établie au
niveau d'une feuille de tabac infectée localement qui sert de source pour le message d'alarme
(Balmer et Mauch-Mani, 2012). L'acide salicylique (SA) est induit et converti en MeSA par la
SA carboxylméthyltransférase 1 (SAMTI1). SAMTI1 agit comme un émetteur modifiant le
signal. MeSA fonctionne alors comme un signal mobile se translocalisant vers sa destination
de part non infecté. Le message est per¢u par la protéine 2 de liaison a 1’acide salicylique
(SABP2), qui reconvertit MeSA en SA. SA exerce alors sa fonction de signalisation de
défense pour immuniser les feuilles du tabac. Model de Shannon et Weaver (1949).
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Les plants d’Arabidopsis mutants en nprl ne répondent plus au SA. Ils ne peuvent
déclencher l'expression de protéines PR comme ils sont rendus fortement susceptibles a divers
agents pathogénes. Le NPR1 agit indirectement pour induire la transcription des génes PR'’s
en agissant avec des facteurs de transcription de la famille TGA. Ces facteurs TGA activés se
lient au promoteur de certains génes PR’s et induisent leur transcription (Adam, 2008).
Mosher et al., (2006), ont identifié¢ chez A. thaliana, un régulateur négatif SNI1 (Suppressor
of NPR1, Inducible) de la SAR qui est nécessaire pour amortir l'expression basale des génes
PRs. Cette protéine SNI1 s’accumule dans le noyau et, ensuite, provoque une répression des

genes stimulés par NPR1.
I1.4. Stratégies de résistance

I1.4.a Epaississement de la paroi

Le renforcement de la paroi au site d’infection est un événement crucial pour la survie
de la plante. Ce renforcement consiste en une réorganisation structurale et chimique de la
paroi via le dépdt de molécules nouvellement synthétisées (Astier, 2012). La lignine est un
composant majeur des parois secondaires. Elle joue un role dans des fonctions essentielles
dont la croissance et le développement des plantes ainsi que dans la défense contre les
envahisseurs (Bouarab, 2000). La lignine rend la paroi mécaniquement rigide et empéche la
diffusion de composés hydrosolubles (enzymes, toxines) libérés par des agents pathogenes

(Garcion et al., 2014).

Selon Hiickelhoven, (2007), les preuves d’un role de la lignine dans la résistance sont
principalement basées sur des études corrélatives (avec divers inhibiteurs) et les preuves
génétiques utilisant la suppression de I’expression génique sont rares étant donné la
redondance des enzymes impliquées dans la biosynthese de la lignine. Lorsque les racines de
plante de tomate sont traitées par des éliciteurs du champignon Fusarium oxysporum, on
observe une accumulation forte de la lignine qui permet a la plante d’isoler mécaniquement le
champignon (Mandal et Mitra, 2007). Néanmoins, les agents pathogenes réussissent a
contourner les moyens de défense des plantes et de développer des de nouveaux stratéges

pour dégrader et / ou de pénétrer les parois cellulaires.

Les plantes ont développé des stratégies pour contrecarrer ces attaques par une
multitude de modifications de la paroi cellulaire avant ou aprés I’infection telle que le dépot

de callose (polysaccharide B-1,3 et B-1,6 Glucane) qui permet de former une papille péri-
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plasmique. La production d’especes réactives d’oxygene dans un burst odixatif conduisant a
la peroxydation des protéines par les acides phénoliques ou le dépot de subérine ou de lignine
en tant que véritable polymere. Il est extrémement difficile de les dégrader enzymatiquement
parlant. Les espeéces réactives d’oxygene produites dans la paroi cellulaire ont également été
supposées agir comme des seconds messagers induisant la réaction d’hypersensibilité
(Moerschbacher, 2002). Entre autres, des protéines et des enzymes hydrolytiques sont des
défenses. Elles ont également accumulé de protéines de renforcement de la paroi cellulaire
telles que les glycoprotéines riches en hydroxyproline (HRGP) et les PR (Ebrahim et al.,
2011).

I1.4.b Production des protéines PR (Pathogenesis related proteins)

Les protéines PR sont définies comme des protéines codées par la plante hote induites
dans des conditions pathologiques ou apparentées. Les conditions pathologiques font
référence a tous les types de stress pathogéne et pas seulement aux réponses hypersensibles
résistantes dans lesquelles les PR sont plus courants (Sudisha et al., 2012). En plus de leur
présence dans les tissus infectés, ils ont également été détectés dans des tissus végétaux sains
sans aucune infection ou stress (Ebrahim et al., 2011). Les protéines liées a la pathogenése
peuvent étre détectées dans presque toutes les plantes et un grand nombre de protéines liées a
la pathogenése appartenant a différentes classes ayant des fonctions différentes peuvent étre
présentes dans une seule espéce végétale (Lavrova et al., 2017). La stimulation des plantes
d’aubergines par SA induit une expression plus ¢€levée des enzymes de défense lies aux
protéines PR notamment les B-1,3-glucanase et les chitinase (Mahesh, 2017). La résistance
des racines de pomme de terre infestée par le nématode a kyste Globodera rostochiensis se
traduit par le niveau d’expression génétique ¢levée des geénes R (H1 et Grol-4), du gene PAL
et des genes de défense de la famille PR (PR1, PR2, PR3, PR6) tels que les PR1 de la supére
famille de protéines riches en cystéine, PR2 (B-1,3-glucanases) , PR3 (Chitinases) et la famille

PR-6 tels que les inhibiteurs de protéase (Lavrova et al., 2017 ; Singh et al., 2014).

Zheng et al., (2020) ont rapporté que SA exogeéne initie la voie de résistance a la
maladie similaire a celle initiée par les agents pathogénes en stimulant ’expression de
panoplies de geénes de défense comme NPR, protéine thaumatine (PR-5, 4), chitinase (PR-3,
1) et thiorédoxine. Les protéines PR-2 sont des B-1,3-glucanases qui posseédent une activité
1,3-B-endoglucanase in vitro. Les B-1,3-glucanases sont des enzymes trés abondantes qui
catalysent le clivage hydrolytique de type endo des liaisons 1,3-B-D-glucosidiques dans les f3-

1,3-glucanes entrainant I’affaiblissement de la paroi cellulaire du pathogéne provocant sa
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mort (Vierheilig et al., 1994 ; Colas, 2012). Les chitinases, quant a elles, catalysent
I’hydrolyse de la liaison B-1,4 du polymere N-acétylglucosamine de la chitine. Les chitinases
jouent un role dans la défense des plantes en inhibant directement ou indirectement la
croissance des hyphes qui envahissent I’espace intercellulaire ou libérent des ¢€liciteurs de la
paroi fongique qui servait de PAMP’s (Levy et al., 2007 ; Balasubramanian et al., 2012 ;
Singh et al., 2014).

11.4.c Les métabolites secondaires
I1.4.c.1 Phytoalexines

Les phytoalexines sont des composés antimicrobiens de faible poids moléculaire. Ils
sont synthétisés et accumulés par la plante en réponse a un stress ou interaction non-hote
(Alignan, 2006), contrairement aux phytoanticipines qui sont constitutives. Les phytoalexines
ont des structures chimiques diverses. Plus de 350 ont été caractérisées parmi 30 especes
végétales (Ahuja et al., 2012). Il est admis que la voie de synthése des phytoalexines est
provoquée par 1’acide jasmonique. L’acide jasmonique et son ester méthylique sont
responsables de la synthése des enzymes qui produisent les phytoalexines (Komaraiah et al.,
2003). Les rishitines, lubimines, phytuberines et phytuberoles sont les principaux
phytoalexines de la pomme de terre (Henfling et Kué, 1978 ; Mostafa, 2018). Cela
représenterait pour la pomme de terre une meilleure résistance a certains agents pathogenes
(Yao et al., 2003 ; Jeandet et al., 2013). Li Ran et al., (2015) ont identifi¢ la voie de
biosynthése d’une phytoalexine sesquiterpénoide de capsidiol 3-acétate comme une réplique
antivirale contre ’ARN de virus de pomme de terre (Potato Virus X) chez Nicotiana

benthamiana.

Néanmoins, certains agents pathogeénes ont développé des mécanismes de tolérance, a
cet égard. La Gibberella pulicaris (Fusarium sambucinum) a la capacité de détoxifier les
I’activite des phytoalexines de la pomme de terre, de méme que son aptitude a provoquer la
pourriture seéche. En effet, la capacit¢ des phytoalexines de Gibberella pulicaris est
inversement corrélée a la production de la pourriture seche par les tubercules de pomme de

terre infectée (Mostafa, 2018).
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I1.4.c.2 Phénylpropanoide et voie de biosynthése

Il existe deux types principaux de métabolisme chez les plantes, le métabolisme
primaire et le métabolisme secondaire. Le métabolisme primaire est le métabolisme des
composés qui sont absolument nécessaires au fonctionnement normal et a la croissance de la
plante, et il comprend le métabolisme des glucides, des protéines, des acides gras et des acides
nucléiques. Le métabolisme secondaire est le métabolisme de composés qui ne sont pas
manifestement vitaux pour la vie des plantes et il comprend la synthése de composés tels que

les acides phénoliques, les flavonoides, les terpénoides, les alcaloides, etc.

Les composés phénoliques comprennent les flavonoides, les ellagitannins, les
coumarines, les furanocoumarines, les stilbénes, les lignines et les lignanes. Jusqu'a présent,
quelques 9 000 flavonoides ont été identifiés dans les plantes supérieures. Ils assurent diverses
fonctions dans la biochimie, la physiologie et I'écologie des plantes. Ils forment les pigments
des fleurs et des fruits et contribuent a la tolérance au stress biotique et abiotique. Ils
fournissent aussi une protection anti UV et jouent un rdle dans la fertilit¢ du pollen

(Hanhineva, 2008 ; Castrillon et Délano, 2016).

Le marquage en 14C du processus de biosynthése des polyphénols a indiqué que le
squelette de noyaux benzoique est dérivé de deux voies distinctes impliquées dans le
métabolisme primaire. Le malonyl-CoA produit via la voie du malonate (y compris 1’acétate)
et le précurseur du 4-coumaroyl-CoA via les voies de l'acide shikimique et du
phénylpropanoide (Fraser et Chapple, 2011). La structure des composé€s phénoliques va du
simple noyau aromatique de faible poids moléculaire jusqu’aux tanins de trés haute

complexité et de poids moléculaire ¢levé (Chira et al., 2008).

v" Voie Malonate

La voie malonate consiste a réaliser non seulement un noyau benzénique mais aussi un
ensemble de noyaux aromatiques par cyclisation de chaines polycétoniques, elles-mémes
obtenues par la condensation téte-a-queue d’un acétyl-CoA et de deux malonyl-CoA pour
forme le cycle A (Croteau et al., 2000). L’acétyl-CoA est formé directement a partir
d'hydrates de carbone en tant que partie intégrante du métabolisme primaire. Le malonyl-CoA
est un précurseur de la biosynthése des flavonoides et il fournit les unités C2 utilisées dans la
synthése du cycle A des flavonoides. Le malonyl-CoA a également un certain nombre

d’autres utilisations dans la cellule, par exemple, il fournit les unités C2 utilisées pour la
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synthése des cires cuticulaires, des stilbénoides et des anthroquinones (Vermerris et

Nicholson, 2006a ; Babenko et al., 2019).
v" Voie du shikimate

La voie du shikimate commence par la condensation du phosphoénolpyruvate (PEP)
avec l'érythrose 4-phosphate (E4P) pour former un heptose : le 3-désoxy-D-heptulosonate 7-
phosphate (DAHP) et le phosphate inorganique. Une suite des réactions faisant intervenir
successivement une cyclisation, une déshydratation, puis une réduction par le NADPH,

conduit au shikimate (Figure 13).
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Figure 13 : Voie de shikimate et synthése de phe et de tyr (Weinman et Méhul, 2004).
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La phosphorylation produit alors le substrat de la 5-énolpyruvylshikimate-3-phosphate
(EPSP) synthése. La chorismate synthése catalyse ensuite une élimination 1,4-trans du
groupement phosphate EPSP résultant en chorismate. Les voies de biosynthése des trois

acides aminés aromatiques divergent a ce stade.

Les ¢étapes métaboliques conduisant a Phénylalanine et Tyrosine découlant
indépendamment via le prephénate de celles conduisant a Tryptophane (Weinman et Méhul,
2004). L’¢limination ultérieure des groupes carboxylate et hydroxyle du cycle via I’arogénate
déshydratase comprend I’étape finale de la biosynthése de la phénylalanine dans les plantes

(Lewis, 1996).
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Figure 14 : Métabolisme du phénylpropanoide chez Arabidopsis (Fraser et Chapple. 2011).
Les réactions horizontales correspondent aux modifications du cycle, les réactions verticales
correspondent aux modifications de la chaine latérale. PAL, phénylalanine ammoniac-lyase;
C4H, acide cinnamique 4-hydroxylase; 4CL, 4-coumarate: CoA ligase; HCT,
hydroxycinnamoyl-coenzyme A shikimate: quinate hydroxycinnamoyl-transférase; C3’H, p-
coumaroyl shikimate 3’-hydroxylase; CCoAOMT, caféoyl CoA 3-O-méthyltransférase; CCR,
cinnamoyl-CoA réductase; F5H, ferulate 5-hydroxylase; COMT, acide caféique / acide 5-
hydroxyférulique O-méthyltransférase; CAD, alcool déshydrogénase cinnamylique;
HCALDH, hydroxycinnamaldéhyde déshydrogénase. La réaction catalysée par HCALDH
conduit a la synthése des esters de férulate et de sinapate.
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Le métabolisme du phénylpropanoide commence a partir de 1’acide amine
phénylalanine. La désamination de ces acides aminés conduit aux acides hydroxy-
cinnamiques dont les esters-CoA sont a leur tour a l'origine de la plupart des classes de
composés phénoliques (Figure 14). Bien que la phénylalanine soit le principal substrat de la
voie phénylpropanoide menant a la production de 4-coumaroyl-CoA, la tyrosine peut
¢galement étre utilisé dans une réaction parallele conduisant a la voie phénylpropanoide et a

la production de 4-coumaroyl-CoA.
v La voie générale des phénylpropanoides

Chez les plantes, la phénylalanine ammoniac-lyase (EC 4.3.1.5) joue un rdle clé dans
la liaison du métabolisme primaire au métabolisme phénylpropanoide en convertissant la L-
phénylalanine en acide frans-cinnamique (Figure 14). Il est considéré comme un point
d’entrée vers la biosynthése d’un grand nombre de produits dérivés du squelette
phénylpropane. La synthése de phénylpropanoide est activée en réponse au stress qui
comprend le traitement par éliciteur, ’infection par un pathogene, les blessures, 1’irradiation
aux UV et comme des signaux moléculaires au cours des processus de reconnaissance dans

les interactions plante-pathogéne (Li et al., 2010).

L’acide cinnamique, quant a lui, est hydroxylé par cinnamate 4-hydroxylas (C4H)
pour donner 1’acide p-coumarique. Ce composé peut également résulter de la désamination de
la tyrosine obtenu par 1’activit¢ des phénylalanine/tyrosine ammonialyases (PAL, TAL)
(Petersen et al., 2010). L’acide p-coumarique est converti en p-coumaroyl coenzyme A par
I’action de I’enzyme 4-coumarate CoA-ligase (4CL). La voie générale des phénylpropanoides
(Figure 14 & 15) se termine par le p-coumaroyl coenzyme A. D’autres réactions conduisent a
la biosyntheése de classes spécifiques de composés phénoliques (Vermerris et Nicholson,

2006a ; Fraser et Chapple, 2011).
v Synthése de I’acide chlorogénique

L’acide chlorogénique (acide 5-O-caféoyl-D-quinique) et ces trois autres isomeres
(acide 3-caffeoylquinique (3CQA); acide 4-caffeoylquinique (4CQA); acide 5-
feruloylquinique (5FQA)) sont les principaux métabolites secondaires présents dans le
tubercule de pomme de terre et les graines de café (Hoffman, 2003 ; Koshiro et al., 2007 ; Im
et al., 2008). IIs sont un exemple de composé préformé qui ont un niveau de toxicité

relativement efficace contre les microorganismes considérés comme de faibles pathogénicités
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pour la pomme de terre telle la galle (Streptomyces scabies) (Vermerris et Nicholson, 2006b).

Gamborg, (1967) a démontré sur des cultures de suspension cellulaire de pomme de
terre que 1’acide quinique et l’acide caféique servent de précurseurs directs dans la
biosynthése de I’acide chlorogénique et la formation de lignine dans les cellules de pomme de
terre. La synthése du 5CQA est dérivée d’hydroxycinnamoyl-CoA, bien qu'une voie
alternative impliquant I’hydroxycinnamoyl-glucose ait également suggéré chez les patates

douces (Hoffman, 2003).

Le geéne C3'H encode pour la 4-coumaroylester 3'-hydroxylase qui catalyse la
conversion de 1’acide 4-coumarique/4-coumaroylester en acide caféique/caféoylester
respectivement, ainsi que le géne CCoAMT qui code pour la caffeoyl-CoA 3-O-
méthyltransférase qui catalyse la formation de féruloyl-CoA a partir de caffeoyl-CoA sont

mise en évidence par koshiro et al., (2007).
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Figure 15: voie de biosynthése de 1’acide chlorogénique (Petersen et al., 2010). C4H :
cinnamate 4-hydroxylase, 4CL : 4-coumarate : CoA-ligase, HCT : hydroxy cinnamoyl CoA:
shikimate/quinate hydroxy cinnamoyl transférase, 3-hydroxylase, 4-hydroxy cinnamoyl
shikimate / quinate 3-hydroxylase.
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Des ¢études ont montré que I’incorporation de la [U-14C] radioactive de la
phénylalanine est détectée dans 1’acide caféique et le SCQA (Koshiro, 2006). Ces résultats
suggerent que la voie de syntheése de 1’acide chlorogénique (Figure 15) suit le schéma suivant,
phénylalanine — acide cinnamique — acide 4-coumarique — acide caféique —caféoyl-CoA
— 5CQA opéré chez les plantes du café. Le SFQA semble étre formé a partir de caffeoyl-
CoA via la féruloyl-CoA sous I’action de caffeoyl-CoA 3-ométhyltransférase (Koshiro et al,
2007).

v’ Lignine

La lignine, aprés la cellulose, est le deuxiéme biopolymeére terrestre le plus abondant
(Boerjan et al., 2003). C’est un polymere phénolique dérivé principalement d’alcools hydroxy
cinnamyl, il est omniprésent dans les trachéophytes (Weng et Chapple, 2010). Il se dépose
dans plusieurs types et organes de cellules végétales, notamment, les tissus vasculaires, les
cellules de sclérenchyme, les cellules endodermiques, les cellules de I’enveloppe des graines
et les cellules siliques (Barros et al., 2015). La fonction principale de la lignine est de fournir
un support mécanique et une hydrophobicité pendant la conduction de la séve, entre autres, et
maintenir 'intégrité structurelle de la paroi cellulaire, la rigidité et la résistance de la tige.De
plus, la lignine imperméabilise la paroi cellulaire permettant le transport de 1’eau et des
solutés a travers le systéme vasculaire et joue un role comme barri¢re protectrice contre les
agents pathogeénes (Boerjan et al., 2003 ; Lee et al., 2019). La lignine est cruciale pour

I’intégrité structurelle de la paroi cellulaire, la rigidité et la résistance de la tige.

La lignine est le terme générique désignant un grand groupe de polyméres aromatiques
résultant du couplage aléatoire oxydatif sous 1’action des enzymes phénoloxydases qui
génerent de radicaux monolignol formant les trois sous-unités de 4-hydroxy-
phénylpropanoides : p-hydroxyphényl (H), guaiacyl (G) et syringyl (S) (Figure 16) connus
sous le nom de monolignols : alcool p-coumarylique, alcool coniférylique et sinapylique de

I’alcool respectivement (Boerjan et al., 2003 ; Vanholme et al., 2010).

Les monomeres de lignine sont synthétisés par la voie phénylpropanoide (Figure 16).
Cette voie ne produit pas exclusivement des monomeres de lignine mais elle est également
impliquée dans de nombreux autres processus tels que la synthése dhormones, de
flavonoides, de subérines et de lignanes (Whetten et Sederoff, 1995 ; Weng et Chapple,
2010).
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La voie phénylpropanoide commence par le précurseur de la phénylalanine. Ce
précurseur est ensuite converti en différents monolignols par des étapes enzymatiques
séquentielles qui impliquent I’hydroxylation et la méthoxylation du cycle aromatique ainsi
que I’élimination du groupement amine et la conversion du groupement acide carboxylique en

un alcool (Serk, 2015).
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Figure 16 : Voie générale de biosynthéses de la lignine (Barros et al., 2015). Les cases en
pointillé indiquent les monomeres de lignine incorporés a la lignine. PAL, phénylalanine
ammoniac-lyase; TAL, tyrosine ammoniac-lyase; C4H, cinnamate 4 hydroxylase; 4CL, 4-
coumarate: CoA ligase; C3H, p-coumarate 3 hydroxylase; HCT, p-hydroxycinnamoyl-CoA:
quinate / shikimate p hydroxycinnamoyl-transférase; CSE, caffeoyl shikimate esterase;
CCoAOMT, caféoyl-CoA O-méthyltransférase; CCR, cinnamoyl-CoA réductase; CAD,
alcool déshydrogénase cinnamylique; COMT, O-méthyltransférase d'acide caféique; F5H,
ferulate 5-hydroxylase; PMT, p-coumaroyl CoA: monolignol transférase.
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La p-hydroxylation du cycle aromatique est introduite par I’enzyme monogénique
C4H qui donne I’acide p-coumarique, a son tour transformé en p-coumaryl-CoA, par
I’enzyme 4CL (Yang et al.,, 2011). Le p-coumaryl-CoA est soit directement converti en
monomere de lignine & motif H de 1’alcool coumarylique par CCR et CAD ou bien en p-
coumaroyl/shikimat/ acide quininc par I’enzyme HCT (Whetten et Sederoff, 1995), ensuite en
caffeoyl /shikimat/acide quininc par C3H (figure 18). La méta-hydroxylation des produits
HCT/C3H par I’enzyme CSE conduits a I’acide caféique (Serk, 2015).

Les enzymes CCoAMT et COMT sont capables de convertir la méta-hydroxylation en
une méta-méthoxylation. CCoAOMT transfére le groupe méthylique de SAM au groupe 3-
OH aromatique de caffeoyl-CoA et au groupe 5-OH de 5-hydroxyferuloyl- CoA. De ce fait,
formant le feruloyl-CoA et le sinapoyl-CoA (Petersen et al., 2010). Par leurs actions et leurs
fonctions de méta-hydroxylation vont méthyle le caffeoyl-CoA et 1’acide cafeique en feruloyl-
CoA conduisants au motif G apres 1’intervention de CCR et DAD. Le motif S se forme soit
par méta-hydroxylation de coniferaldehyde (produit de CCR sur feruloyl-CoA) par COMT
conduisant ainsi au sinapaldehyde déshydrogéné par DAD pour donner sinapyl alcool
(syringyl (S)) (Boerjan et al., 2003 ; Vanholme et al., 2010 ; Weng et Chapple, 2010 ; Barros
etal., 2015).

La syntheése des monomeéres de lignine est localisée dans le cytosol prés de la surface
du réticulum endoplasmique (Lee et al., 2019). Récemment, une nouvelle sous-unité catéchyle
(C) a ét¢ identifiée dans I’enveloppe des graines et elle dérive du monomere alcool de caféine.
Cela montre que les lignines dérivées de plusieurs monomeres de plus que les trois
monolignols citées ainsi que d’autres ont été identifiées dans les plantes transgéniques (Serk,

2015 ; Lee et al., 2019).
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PARTIE EXPERIMENTAL MATERIELS ET METHODES PARTIE I

1. Matériels et méthodes
I.1. Matériel végétal

Des plants de pomme de terre Agata ont €té cultivés sous serre a des fins expérimentales.
Des jeunes tiges de plantes agées de 2 mois ont été soigneusement lavées (eau courante du
robinet) pendant 10 minutes. Des sections de tiges (1-1,5 cm de long) préalablement lavées ont
été asséchées sous hotte température a flux laminaire sont trempées dans de 1’éthanol 70%
pendant 1 minute, elles sont rincées 3 fois a 1’eau distillée stérile puis submergés dans une
solution aqueuse de HgCL> a 0,1 % (p/v) pendant 20 minutes dans un bain-marie a ultrasons.
Les sections de tiges ont été rincées 3 fois a I’eau distillée stérile puis immergées dans une
solution d’hypochlorite de sodium contenant 3 gouttes de Tween 20 et remis au bain-marie a
ultrasons pendant 30 minutes. Enfin, les sections de tiges ont été lavées 3 fois avec de 1'eau
distillée stérile et asséchés pendant 20 minutes sur papier stérile dans des conditions aseptiques.

(Miriam Onrubia et al., 2010).

Les nodaux (bourgeons) ont été cultivés en baby-food Cristal contenant 100 ml de
milieux solides Murashige et Skoog (MS) a pH 5,8 avec 10 g/l de saccharose et 2,7 g/l de
phytagel (Murashige et Skoog, 1962) privés de régulateurs de croissance. Toutes les cultures in
vitro ont été placées en chambre de croissance a 23+2°C sous photopériode de 16h (200

pmol/m?/s).
1.2. Culture de cal

Les bourgeons de plantules agés de 4 semaines, obtenus aprés germination in vitro ont
été excisés de manicre aseptique et utilisés comme plants pour établir des cultures de calls
(Figure 31). IIs ont été cultivés en boites de Pétri sur milieu MS a l'obscurité additionné de 2
mg/l d'acide 2,4 dichlorophénoxyacétique, 2 mg/l de kinétine et 2 mg/l d'acide
naphtaléneacétique, 1,5 % de saccharose et 2,7 g de phytagel. Des repiquages de cals (2 g) ont
¢été effectués tous les 15 jours (Cusido et al., 2014)

I.3. Cultures de suspension cellulaires

Des cultures en suspension cellulaire ont ét¢ établies a partir de cultures de cals apres 3
sous-cultures (Cusido et al., 2014). Pour cela, des cals blancs (2 g) du cultivar Agata ont été

repiqués dans du baby-food Cristal contenant 20 ml de milieu liquide MS composé de micro et
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oligonutriments de Murashing et Skoog, (1962) et additionné¢ de 2,0 mg/l de 2-4 acide
dichlorophénoxyacétique, 2,0 mg/l de kinétine et 2,0 mg/1 d’acide naphtaléneacétique et 1,5 %
de saccharose. Les cultures de cals en bébé-food ont été maintenues dans une chambre de

culture a agitation rotative de 125 tr/min a 25 °C (Figure 17). La sous-culture a été effectuce

toutes les 2 semaines.

Figure 17 : Procédure de stérilisation et induction de Cali sur pomme de terre de la variété
Agata. a: stérilisation ; b : induction de cali dans boite de pétri ; c : repiquage de cali sous
boite de pétri ; d : suspension cellulaire dans un milieu liquide.

I.4. Chitosane
Le chitosane, un éliciteur bien connu pour les cultures de cellules végétales, a également
été utilisé€ pour étudier I'accumulation de composés phénoliques. La solution mere a été préparée

en dissolvant 1 g de chitosane de carapace de crabe (Sigma Chemical Company, USA) dans 2

ml d'acide acétique glacial en 1'ajoutant goutte a goutte. Le volume final a été porté a 100 ml en
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ajoutant de 1’eau bidistillée. Le pH de la solution a été ajusté a 5,7 avec NaOH ou HCI avant

autoclavage (Malerba et al., 2012).
L.5. Préparation des parois cellulaires bactériennes

Les parois cellulaires de Pectobacterium atrosepticum 5889 (Pa-5889) ont été isolés a
partir de cultures sous milieu KB liquide a 27°C. Les bactéries ont été recueillies par
centrifugation et remises en suspension dans 50 mM de Tris-HCl et 2 mM d'EDTA (pH 8,5).
Les cellules ont ensuite été soniquées huit fois pendant 10 secondes sur de la glace a I’amplitude
de résonance. Les cellules intactes ont été retirées de la suspension soniquée par centrifugation
a 600 x g pendant 20 min. Apres centrifugation du surnageant a 8 000 xg pendant 60 min, le
culot de parois cellulaires contenant du LPS a été remis en suspension dans une solution saline
tamponnée au phosphate 10 mM (pH 7,2) plus 0,01% d'azoture de sodium et conservé a -80 °C
jusqu'a une utilisation ultérieure (Figure 18). L’absence de bactéries vivantes a été vérifiée par

¢talement de culture sur KB solide (Saskia et al., 1997).

3 J,a I:,.;/-A:._/-\yw

C. - » ; D

Figure 18 : Extraction des LPS de Pectobacterium atrosepticum. a : culture de Pectobacterium
atrosepticum sur milieu King B liquide ; b : collecte bactérienne par centrifugation ; ¢ : mise en
suspension de cellule bactérienne dans une solution de Tris-HCI ; d : sonication de la suspension
bactérienne sur de la glace.
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1.6 concept expérimental

Les cultures cellulaires de pommes de terre ont été€ cultivées dans des flacons d'aliments
pour bébés de 250 ml contenant 20 ml de milieu de croissance. 100 uM de concentrations de
chitosane ont été ajoutés le 8¢me jour a la suspension cellulaire a la fin de la phase de croissance.
72 heures plus tard, les extraits (LPS) de Pa-5889 (125 mg/l) ont été ajoutés au milieu de culture
et incubés pendant 96 heures supplémentaires. La récolte des cultures cellulaires a été réalisée
au 8¢me jour (TO) de culture, 11éme jour (T3), 13éme jour (T5) et au 15¢me jour (T7) de
I’expérimentation (Figure 19). Les cellules ont été séparées de milieu par filtration aspiration
sous vide des cultures en suspension a I'aide de filtres Miracloth (Calbiochem, CA). La masse
cellules pesées, puis lyophilisée pour obtenir le poids sec. La biomasse cellulaire lyophilisées

ont été analysées pour déterminer la teneur et I’accumulation de composés phénoliques et les

activités PAL
Elicitation par CHI \ Addition de LPS bactérienne
[ 30 I8 J11 J13 J15
Correspondance Echantillonnage
I8 T0 Control T0, T3, T5, T7
11 T3 CHI 13:T5,. 17
113 T5 LPS T5.T7
115 T7 CHI-LPS T5.T7

Figure 19 : schéma expérimentale.
I.7. Extraction et quantification des métabolites secondaires

1.7.1. Extraction

Les cellules lyophilisées réduites en poudre a l'aide de tissus-lyser. 1 mg de tissu de
matiere sec a été placé dans un tube a centrifuger Falcon de 5 ml et 2 ml du solvant d'extraction
(méthanol 80 %) ont été ajoutés au tube. Les tubes ont été bouchés, immergés et soniqués dans
un bain-marie a 40°C pendant 45 minutes et I'opération a été répétée deux fois. Les deux
extractions ont ét¢ mélangées. Apres avoir agité vigoureusement les échantillons, les tubes ont
été refroidis et centrifugés a 10 000 tr/min pendant 5 minutes. Le volume final de surnageant
clair a été porté a 1 ml et a été utilisé pour I'analyse des composés phénoliques. L’ajout d’hexane

aux extraits méthanoiques a fin d’¢liminé les lipides polaires et autres composés interférents.
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Le surnageant alcoolique a été évaporé en utilisant un flux de gaz d’azote et le culot visqueux
laissé dans le tube a été dissous dans 150 pl de méthanol 80 %. La phase alcoolique a été utilisée

pour 1’analyse HPLC (Padda, 2006).
1.7.2 Composés phénoliques totaux

Teneur en composés phénoliques (PCC) a été déterminé avec la méthode folin-ciocalteu
(Ouchemoukh et al., 2012), en utilisant I’acide gallique comme standard. Un volume de 0,5 ml
d’extraits d’échantillons a été mélangé avec 0,625 ml de réactif folin-ciocalteu a 10 % (v/v).
Apres 2 min, 0,5 ml de Na;C03; a 7,5% (p/v) sont ajoutés. Le mixte est incube pendant 10 min
a 50°C. L’absorbance de chaque réaction a €té mesurée a une longueur d'onde de 765 nm dans
un spectrophotomeétre Genesys 20 Spectronic. L’équipement a été ajusté a une absorbance nulle
en utilisant le blanc suivant : 2 ml d'eau plus 2,5 ml de réactif folin-ciocalteu a 10 % et 2 ml de
NaxCO03 a 7,5 %. Un étalonnage standard a été préparé en utilisant de I’acide gallique (80 - 40 -
20 - 10 et 5 mg/ml) et le PCC dans chaque échantillon a été calculé et exprimé en milligrammes

équivalents a 1’acide gallique par gramme de poids de biomasse seche, pg/g GAE DW.
1.7.3 Détermination des composés phénoliques par HPLC (Padda et Picha, 2008)

Une aliquote du surnageant de 1’extrait cellulaire a été filtrée a travers un filtre a
membrane Nylaflo de 0,22 um (Waters Millipore, Billerica, MA, USA). En utilisant le systéme
de chromatographie liquide haute performance Waters Acquity (Waters, Milford, MA).
L'analyse HPLC-UV a été réalisée selon la méthode de (Hachoud et al., 2019). Les acides
phénoliques individuels ont été séparés a température ambiante en utilisant une colonne
thermodynamique 18C (5 um ODS, 250 x 4 mm) en utilisant un grade HLPC, les ¢luants étant
I’acétonitrile 0,5% d'acide formique (A) et I'eau avec 0,5% d'acide formique (B) selon le profil

suivant : 0-15 min, 50 % A ; 15-22 min, 40 % A ; 22-25 min, 40 % A ; 25-35 min, 50 % A.

Le débit était de 1 ml/min et le détecteur PDA ¢était réglé a 275 nm. Une aliquote de 15
ul d’échantillon a été injectée sur la colonne en utilisant un auto-échantillonneur Waters 717
plus connecté a une pompe Waters 600 (Waters Corp., Milford, MA). Les courbes d’étalonnage
ont été obtenues a partir d'une solution meére avec les six acides phénoliques a 10 mg/ml dans
un mélange méthanol-eau de qualit¢ HPLC. A partir de cette solution mére, 15 pl ont été
injectés trois fois pour chaque concentration. Les pics détectés ont été identifiés et quantifiés

en comparant le temps de rétention avec celui d’étalons connus (Acide chlorogénique,
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Pyrocatéchol, acide caféique, acide p-coumarique et acide gallique et quercitrine). L’analyse a

été réalisée en triple.
1.8 Essai sur les protéines et le PAL
1.8.1 Protocole d’extraction

Broyer 1 a 2 g d’échantillon dans de 1'azote liquide avec 50 mg de PVP et ajouter 5 ml
de tampon phosphate de potassium (pH 8, 0,1 M) avec 50 ul de DTT (1 mM) puis soniqué 20
sec (3 fois, refroidi entre chaque sonication). L’ensemble a été centrifugé a 10.000 rpm pendant
25 min a 4°C puis le surnageant a ¢été filtré a travers une seringue avec de la laine de verre et

conserveé a -80 °C (Vanitha et al., 2009).
1.8.2. Quantification des protéines

La quantification est réalisée a 1’aide du RC DC™ Protein Assay Kit II. Un tube
d’eppendorf contenant 25 ul d'extrait d'échantillon mélangé avec 125 ul de RC réactif I et
homogénéisé pendant 1 min. Ajouter 125 pl de RC réactif II, homogénéiser et centrifuger a
15000 rpm, 3 ou 5 min (si le culot est encore mou, centrifuger 6-10 min). Jeter le surnageant
rapidement et ajouter 127 pl de RC réactif A, homogénéiser et laisser 5 min a température
ambiante. Ajouter 1 ml de DC réactif B et homogénéisé a 1’aide d’un vortex immédiatement et
laisser reposer pour incubation pendant 15 min. Mettre 1 ml de la solution dans une cuve en
quartz et lire ’absorbance a 750 nm. La concentration a été exprimée en mg/g de cellule (selon

RC DC™ Protein Assay Kit II).
1.8.3 Activité PAL

L’activité de PAL a été déterminée comme le taux de conversion de la L-phénylalanine
en acide trans-cinnamique. Un tube contenant 150 pl d’extrait brut a été incubé a 36 °C pendant
10 min avec 650 pl de tampon phosphate de potassium (pHS, 0,1M, sans glycérol) et 200 pl
0,1M de tampon phénylalanine-phosphate de potassium (pH8, 0,1 M). La valeur de densité
optique (D.O) a été enregistrée a 290 nm pour mesurer 1’accumulation d’acide cinnamique en
tant que augmentation d’ABS. La courbe d’étalonnage réalisée avec de I’acide trans-
cinnamique. L’activité enzymatique est exprimée en nanokatals, 1 katal représente la

conversion de 1 mol de substrat en produit par seconde (Vanitha et al., 2009).
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1.9 Analyses statistiques

Toutes les déterminations ont été menées en triple et les résultats sont exprimés par la
moyenne + écart type. Les résultats ont fait I’objet d’une analyse de la variance (FACTORIAL
ANOVA), suivie d’une comparaison multiple des moyennes (Test LSD) au moyen du logiciel
Statistica version 5.5. Les résultats ont ét¢ classés par ordre décroissant a>b>c>d>e, les valeurs

suives de la méme lettre ne sont pas significativement différente (p> 0.05).
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I1. Résultats

II.1 Croissance cellulaires

Dans nos conditions expérimentales et en absence de tout traitement, 1’évolution de la

croissance cellulaire illustrée par la figure 34. Trois phases se distinguent :

» Une phase de latence qui dure de JO a J3 ; le poids cellulaire varie (DNS, p> 0.05) de
2,01 g(JO)a2,1g(3).

» Une phase de croissance exponentielle qui dure 9 jours (J3 a J12). Le poids cellulaire
passe de 2,1 g(J3)a 11,62 g (J12) soit un gain de poids de 9,52 g en 9 jours.

» Une phase stationnaire de J12 a J15. Le poids cellulaire varie (DNS, p> 0.05) de 11,62
(J12)a 11,73 (J15).
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Figure 20 : Courbe de croissance cellulaire de témoin (poids cellulaire en gramme).
(Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0.05)).

Notre dispositif expérimental a introduit au cours de cette croissance un traitement au chitosane
et au LPS qui ont induit des variations de croissance résumées par la figure 21. Ces
traitements administrés aux temps notés TO, T3, T5 et T7 correspondant respectivement aux
temps J8, J11, J13 et J15 rapportés par la figure 21. Globalement nous notons une similitude
dans la croissance cellulaire entre les quatre traitements (Figure 21.1). La figure 21.2 met en
évidence des différences entre les traitements appliqués : a T3, tous les lots enregistrent une
croissance significative par rapport a TO (p < 0.05). Au-dela de T3, nous notons une baisse

significative de la croissance notée a T7 pour le traitement au LPS ; par contre la croissance
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pour les lots témoin ou traités au chitosane (seul ou associ¢ au LPS) n’est pas affectée (p <

0.05).

Les cellules stimules par le chitosane montrent un schéma de croissance similaire au
témoin ; Les suspensions cellulaires ¢licitées par le chitosane se caractérisent par une
diminution de la biomasse cellulaire de 22,96% en T3, de 17,05% en T5 et de 15,82% en T7

comparativement au témoin correspondant.

L’analyse statistique a mis en évidence quarte groupes correspondant a chaque temps
d’incubation (Figure 21.3). Pour un méme traitement (Figure 21.3) la croissance cellulaire est
significativement (p < 0.05) réduite par les traitements appliqués. A T35, le chitosane et le LPS

réduisent avec la méme intensité (DNS, p > 0.05) la croissance cellulaire.
I1.2 Accumulation phénolique totale (PTS)

La figure 22 résume 1’évolution de la concentration en composés phénoliques totaux en

fonction des traitements appliqués et du temps d’incubation.

Les différents lots affichent une différence de comportement entre la phase TO-T3 et la
phase T3-T7 (Figure 22.1). Au cours de la phase T0-T3, nous notons globalement une teneur
en phénols totaux peu modifiée alors que la phase T3-T7 se caractérise par une grande

variabilité de comportement.

De TO a T3, La teneur en PTS passe de 4,20 a 4,22 ug GAE DW pour chacun des les
lots témoin et LPS. Nous notons par contre une baisse significative (p <0.05) de 12,38 % de la
teneur en composes phénoliques sous 1’effet du chitosane (utilisé seul ou associé¢ aux LPS). De
T3 a T7, utilisé seul, le chitosane induit une ¢élévation continue de la teneur en phénols totaux
(42 % de T3 a T7) ; Associé aux LPS, cette teneur passe de 3,68 ng/g GAE (T3), a 8,89 ng/g
GAE (T5) pour atteindre 5,27 ng /g GAE a T7 (Figure 22.2).

L’analyse statistique a mis en évidence quatre groupes correspondant chacun a un temps
d’incubation (Figure 22.3). A T5, c’est le traitement au chitosane associé aux LPS induit la
teneur la plus €levée en phénols totaux (8,89 ug/g GAE) suivi du LPS (5,40 pg/g GAE) et du
chitosane (4,96 png/g GAE). A T7, les teneurs en phénols totaux sont similaires (DNS, p < 0.05)
et varient de 5,26 ng/g GAE a 5,59 ng/g GAE.
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Poids frais en "g"

Figure 21.1: Effet des traitements et du temps d’incubation sur la biomasse cellulaire
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Figure 21.2 : Evolution de la biomasse cellulaire selon le traitement
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Figure 21 : Evolution de la biomasse cellulaire en fonction des traitements et du temps.

Figure 21.1 : Effet des traitements et du temps d’incubation sur la biomasse cellulaire.
Figure 21.2 : Evolution de la biomasse cellulaire selon le traitement

Figure 21.3 : Effet des traitements pour un méme temps d’incubation sur la biomasse
cellulaire. (Pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont
pas significativement différentes (p>0.05)). C : control, Chi : chitosane, LPS
lipopolysaccharide.
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Figure 22.1 : Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration en polyphénols totaux
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Figure 22 : Evolution de la concentration en polyphénols totaux en fonction des traitements et
du temps.

Figure 22.1 : Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration en
polyphénols totaux.

Figure 22.2 : Evolution de la concentration en polyphénols totaux selon le traitement
Figure 22.3 : effet des traitements pour un méme temps d’incubation sur la
concentration en polyphénols totaux. (Pour chaque temps d’incubation, les valeurs
suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0.05)). C : control,
Chi : chitosane, LPS : lipopolysaccharide.
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I1.3 Teneur en composées phénoliques
> Acide gallique (ng/g X102 DW)

L’évolution des concentrations en acide gallique en fonction des traitements et du temps
d’incubation est représentée par la figure 23. Nos données montrent une plus grande variabilité
des teneurs en acide gallique au cours de la phase T3-T7 comparativement a la phase TO-

T3 (Figure 23.1).

La figure 23.2 montre une augmentation significative (p< 0.05) de I’accumulation de
I’acide gallique pour chacun des lots control, CHI, LPS et le CHI-LPS de TO a T7 ; le traitement
CHI-LPS présente une diminution significative (p< 0.05) en T7 mais significativement

supérieure (p< 0.05) aux concentrations de TO et T3 de CHI-LPS.

L’optimum d’accumulation de I’acide gallique est noté a T7 pour le lot control (8,91 pg/g
X10-2 DW), lot chitosane (16,70 pg/g X10-2 DW) et le lot LPS (13,45 pg/g X10-2 DW) ; le
lot chitosane-LPS se distingue par un optimum d’acide gallique (27,56 pg/g X10-2 DW) noté
aTs.

L’analyse statistique des données a I’intérieur de chacun des groupes mis en évidence
révele des différences significatives (p < 0.05) entre lots (Figure 23.3). Le chitosane induit les
plus fortes concentrations d’acide gallique a T3 (4,50 pg/g X10-2 DW) et T7 (16,70 png/g X10-
2 DW) ; par contre a T5, cet effet est noté pour le traitement au chitosane associ¢ aux LPS

(14,65 pg/g X10-2 DW).
» L’acide chlorogénique (ug/g DW)

La figure 24 résume 1’évolution de la concentration en acide chlorogénique en fonction
des traitements appliqués et du temps d’incubation. Les différents lots affichent un méme
comportement au cours de la phase TO-T3 caractérisé par une diminution de la concentration
en CGA ; la phase T3-T7 se distingue par une variabilité de comportement de chacun des 4 lots

(Figure 24.1).

Le control montre, une diminution continue de la concentration en CGA qui passe de

2,27 ug/g DW (T0) 4 0,71 pg/g DW (T7).
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5 Figure 23.1: Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration en acide gallique
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Figure 23.2 : Evolution de la concentration en acide gallique selon le traitement
0 Accumulation de I'acide gallique de control A % Accumulation de I'acide gallique sous I'effet de chitosane
L= FA A
~
g8 o 15
oo g
26 20
3 210
d 4 3
Qo -
2 P
Temps T0 T3 TS 17 Temps T0 T3 TS T7
i Accumulation de I'acide gallique sous l'effet de LPS 35 Accumulation de l'acide gallique sous 'effet de CHI-LPS
A
g 14 ; - 30 A
s OI = w\
w12 7 1345 | % o
210 7’ * 2 2 s | ~.
48 B ) /256 B
S ‘{/ 215 K 14
C - 6,05 10 ’
; = -2~ 5 D cl.f : 450
2 | sle == 5
) * 5 2,84 | g--
Temps  TO T3 TS T7 Temps 1o T3 TS T7
Figure 23.3: Effet des traitements pour un méme temps d’incubation sur la concentration en GAL
25
a
20 i
b
L 15 b
a b
a 10 . £
2 a
z 5 a d
Ln
. m N I - |
LPS LPS LPS LPS
c c CHI c CHI i CHI c CHI 5 CHI
Temps T0 T3 T3 T7
(o C B A

Figure 23 : Evolution de la concentration en GAL en fonction des traitements et du temps.
Figure 23.1 : Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration en
acide gallique.

Figure 23.2 : Evolution de la concentration en acide gallique selon le traitement
Figure 23.3 : Effet des traitements pour méme temps d’incubation sur la concentration
en acide gallique. (Pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme lettre

ne sont pas significativement différentes (p>0.05)). C : control, Chi : chitosane, LPS :
lipopolysaccharide.
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Figure 24 : Evolution de la concentration en CGA en fonction des traitements et du temps.
Figure 24.1 : Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration en
CGA.

Figure 24.2 : Evolution de la concentration en CGA selon le traitement

Figure 24.3 : Effet des traitements pour un méme temps d’incubation sur la
concentration en CGA. (Pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme
lettre ne sont pas significativement différentes (p>0.05)). C : control, Chi : chitosane,
LPS : lipopolysaccharide.
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La phase T3-T7 se caractérise par une grande fluctuation de comportement (Figure
24.2). De T3-T5, la teneur en CGA augmente de 1,6 pg/g DW a 1,93 pg/g DW pour le
traitement en CHI et de 1,03 pg/g DW a 1,43 ng/g DW pour LPS.

Pour le traitement combiné CHI-LPS, la concentration de CGA augmente

significativement (p < 0.05) pour atteindre a TS5 un optimum de concentration de 3,79 ug/g DW.

De T5-T7, L’accumulation de I’acide chlorogénique diminue pour atteindre 1,21 pg/g
DW pour le CHI (DS, p <0.05) et a 3,42 ng/g DW pour CHI-LPS (DNS, p >0,05). En revanche,
le traitement par LPS induit une ¢lévation significative (p < 0.05) pour atteindre le pic a 3,73

ug/g DW.

La figure 24.3 montre les effets de différent traitements en fonction du temps
d’incubation sur la concentration en CGA. L’analyse statistique de nos résultats révele des
différences significatives (p < 0.05) dans I’accumulation de CGA entre les groupes T7, TS5, TO,

T3 dans I’ordre décroissant.

En T5, nous relevons une induction de CGA significativement (p < 0.05) plus élevée
par le traitement associant le CHI et LPS. En T7, le LPS induit une élévation de la concentration
en CGA de 61,66% par rapport au T5 ; associé au CHI, leurs teneurs est significativement (p <

0.05) ¢levé des autres lots.
» Pyrocatechol (ug/g DW)

La figure 25 résume I’évolution de la concentration en pyrocatechol en fonction des
traitements appliqués et du temps d’incubation. Les différents lots affichent le méme
comportement dans la phase TO-T3 qui se caractérise par I’augmentation de la concentration en
PYR mais avec une amplitude variable d’un lot & un autre ; la phase T3-T7 se caractérise par

une grande variabilité de comportement de chaque lot (Figure 25.1).

Les différents lots affichent une différence de comportement tout au long de
I’expérimentation (Figure 25.2). Le traitement par le CHI montre une accumulation linéaire de
PYR passant de 1,00 ug/g DW en T3 a 1,43 pg/g DW en TS5 et a 2,26 pg/g DW en T7. Dans
la phase T3-T5, le LPS booste la production de PYR qui enregistre un maximum de 2,36 pg/g
DW ; associ¢ au chitosane (CHI-LPS), cette teneur atteint 2,71 ng/g DW.
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;s  Figure 25.1: Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration en pyrocatechol
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Figures 25 : Evolution de la concentration en PYR en fonction des traitements et du temps.
Figure 25.1 : Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration en
PYR.
Figure 25.2 : Evolution de la concentration en pyrocatechol selon le traitement
Figure 25.3 : Effet des traitements pour un méme temps d’incubation sur la
concentration en pyrocatechol. (Pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de
la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0.05)). C : control, Chi :
chitosane, LPS : lipopolysaccharide.
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De T5-T7, la teneur en PYR diminue significativement (p < 0.05) de 88,55% (0,27 png/g DW)
et 92,98% (0,19 pg/g DW) pour LPS et CHI-LPS respectivement.

L’analyse statistique a mis en ¢évidence quatre groupes (Figure 25.3)
correspondant chacun a un temps d’incubation et significativement différents entre eux (p
<0,05). A TS, c’est le traitement au chitosane associé aux LPS qui induit la teneur la plus élevée
en pyrocatechol suivi du traitement par LPS, sans différence significative (p > 0,05). A T7, seul

de le CHI induit une teneur important de PYR (DS, p < 0.05).

> Acide p-coumarique (ng/g X102 DW)

La figure 26 résume 1’évolution de la concentration en acide p-coumarique en fonction

des traitements appliqués et du temps d’incubation.

Nous notons une similitude dans 1’évolution de I’accumulation de p-COM entre les
différents traitements dans le temps expérimental (Figure26.1). Nous remarquons une
irrégularité de I’accumulation de p-COM en fonction de temps dans les différents traitements,
qui est débuté par une ¢élévation de la concentration de p-COM de TO a T3, suivi d’une phase

de décroissance de T3 a TS, et finir par une hausse de la concentration de p-COM de T5-T7.

Les différents lots affichent une différence (similitude) de comportement tout au long
de I’expérimentation (Figure 26.2). De TO a T3, le control et le LPS présentent une
augmentation (DNS, p > 0.05), de la concentration en p-COM de 6,67 pg/g X102 DW a 7,18
ng/g X102 DW. Pour le CHI et CHI-LPS I’induction de p-COM passe de 6,67 pg/g X102 DW
29,43 ug/g X102 DW. En T5, une décroissance (DS, p < 0.05) de 69,49% et 61,61% ont été
observées dans le control et le CHI respectivement. En T7, des fortes hausses de concentration
en p-COM sont obtenue pour chaque lot, soit de 10,77 ng/g X102 DW pour le control, 13,16
ng/g X102 DW pour le CHI, 15,04 pg/g X102 DW pour le LPS. Le traitement combiné de
CHI-LPS engendre la concentration la plus élevé de tous les autres lots soit 17,81 pg/g X102
DW soit 39,52% de control de T7.

L’analyse statistique des données a I’intérieur de chacun des groupes a mis en évidence
des différences significatives (p < 0.05) entre lots (Figure 26.3). Les différents traitements
induisent les plus fortes concentrations en acide p-coumarique en T7. Le traitement par le CHI

associ¢ au LPS entraine une meilleure réaction de I’accumulation de p-COM.
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Figure 26.1: Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration en acide p-coumarique
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Figures 26 : Evolution de la concentration en p-COM en fonction des traitements et de temps.

Figures 26.1 : Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration en
p-COM.

Figures 26.2 : Evolution de la concentration en acide p-coumarique selon le traitement
Figures 26.3 : Effet des traitements pour un méme temps d’incubation sur la
concentration en acide p-coumarique. (Pour chaque temps d’incubation, les valeurs

suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0.05)). C : control,
Chi : chitosane, LPS : lipopolysaccharide.
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> Acide caféique (ng/g X102 DW)

La figure 27 résume I’évolution de la concentration en acide caféique en fonction des
traitements appliqués et du temps d’incubation. Les différents lots affichent un comportement

distinct entre eux en fonction du temps (Figure 27.1).

Pour le control, la concentration la plus élevée de CAF (72,05 pg/g X102 DW) est
relevée en T3 avec une augmentation de 21% par rapport a TO ; cette teneur diminue
significativement (p < 0.05) pour atteindre 52,27 pg/g X10-2 DW a TS5 et 50,43 pg/g X10-2
DW a T7 (Figure 27.2). L’optimum de teneur en CAF des lots traités (CHI, LPS et le CHI-
LPS) ont été enregistrés en TS5 avec des teneurs respectives de 91,33 pg/g X102 DW, 91,73
ng/g X102 DW et 104,45 ng/g X102 DW respectivement. En T7, les concentrations diminuent
significativement (p < 0.05) pour tous les lots dans des proportions allant de 18,61% (CHI), de
34,96% pour le LPS et 49,07% pour le CHI-LPS.

L’analyse statistique a mis en évidence quatre groupe correspondant chacun a un temps
d’incubation (Figure 27.3). En T5, les éliciteurs (CHI, LPS et CHI-LPS) induisent une
augmentation comparable montrent de la teneur en acide caféique (DNS, p >0,05). En T7, le
lot traité au CHI présente la teneur en acide caféique de 74,33 pg/g X102 DW significativement

la plus €levée (p < 0.05) comparativement aux autres groupes.
» Quercétine (ug/g DW)

La figure 28 résume ’évolution de la concentration en quercétine (QRC) en fonction des

traitements appliqués et du temps d’incubation.

Les différents lots affichent une différence de comportement tout au long de
I’expérimentation (Figure 28.1). Nous observons une élévation significative (p < 0,05) en QRC
du lot control de TO a TS avec un optimum de 76,15 pg/g DW noté en TS5 suivie d’une baisse
significative (p < 0.05) de 20% en T7.

Les concentrations optimales de QRC sous I’action des différent stimulateurs sont
enregistrées a des temps différents (Figure 28.2). Le CHI entraine une baisse continue de la
teneur en QRC de TO a TS suivie d’une augmentation de TS a T7. Aprés la réduction
significative (DNS, p > 0,05) relevée pour le lot LPS, nous notons de T3 a T7 une élévation

continue de la concentration en QRC.
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i Figure 27.1: Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration de l'acide caféique
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Figure 27 : Evolution de la concentration de CAF en fonction des traitements et du temps.
Figure 27.1 : Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration d
I’acide caféique.

Figure 27.2 : Evolution de la concentration de l'acide caféique selon le traitement
Figure 27.3 : Effet des traitements pour un méme temps d’incubation sur la
concentration de l'acide caféique. (Pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies
de la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0.05)). C : control, Chi :
chitosane, LPS : lipopolysaccharide.

57



PARTIE EXPERIMENTAL RESULTATS PARTIEI

Apres une baisse de 12,65% observée a T3, I’utilisation du CHI associ¢ aux LPS
entraine une forte et significative élévation (p < 0,05) de la teneur en QRC qui passe de 44,11
pg/g DW a 81,11 pg/g DW a TS5 suivie d’une 1égere baisse (DNS, p > 0,05) a T7 (77,85 ng/g
DW).

L’analyse statistique a mis en évidence quatre groupes correspondant chacun a un temps
d’incubation : T5 et T7 ne sont pas significativement différents entre eux (p > 0,05) ; il en est
de méme pour TO et T3 (Figure 27.3). A T5, c’est le traitement au chitosane associé aux LPS
qui induit la teneur la plus €levée en quercétine (81,11 pg/g DW) similaire (p > 0,05) a celle
relevée pour le control (76,15 pg/g DW). A T7, le LPS et CHI-LPS affichent les teneurs de
QRC les plus élevées (p < 0.05) :75,88 a 77,85 ng/g DW contre 60,88 a 61,30 pg/g DW

(respectivement pour le contrdle et le CHI.
IL.S. Teneur en protéines

Nos données expérimentales relatives aux teneurs en protéines de nos échantillons
(control, chitosane, LPS et CHI-LPS) en fonction du temps sont illustres dans la Figure 29.
Nous notons une différence de comportement entre les différents traitements et le temps

d’incubation (Figure 29.1).

De T0 a T3, nous enregistrons une diminution significative (p <0,05) de la concentration
protéique quel que soit le traitement appliqué. Les baisses les importantes sont relevées dans le
control et le traitement aux LPS (46,15 %) contre 34,86% pour le traitement par le CHI et CHI-
LPS. Au-dela de T3, nous relevons une augmentation continue de la concentration protéique

cellulaire dans de control et sous 1’effet de chitosane (Figure 29.2).

De T3 a T7, nous observons une augmentation significative (p < 0,05) de 43,38% de la
concentration protéiques dans le control et LPS, contre 40,55% pour le traitement par le
chitosane et 26,47% pour le traitement par le CHI-LPS d’autre part. 1l est a noter que pour un
méme traitement les données enregistrées a TO et T7 ne sont pas significativement différentes

entre elles (p>0.05).

L’analyse statistique a mis en évidence quatre groupe correspondant chacun a un temps
d’incubation (Figure 29.3). Le traitement par le chitosane s’accompagne d’une augmentation
significative (p < 0,05) de la concentration protéique par rapport au control en T3 et T7. Cette

augmentation n’est pas observée lorsque le chitosane est associe au LPS.
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100 Figure 28.1: Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration en quercétine
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Figure 28.2 : Evolution de la concentration en quercétine selon le traitement
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Figure 28.3 : Effet des traitements pour un méme temps d’incubation sur la concentration en quercétine.
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Figure 28 : Evolution de la concentration en quercétine en fonction des traitements et du temps.
Figure 28.1 : Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration en

quercétine.

Figure 28.2 : Evolution de la concentration en quercétine selon le traitement

Figure 28.3 : Effet des traitements pour un méme temps d’incubation sur la
concentration en quercétine. (Pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la
méme lettre ne sont pas significativement différentes (p>0.05)).
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Figure 29.1: Effet des traitement et du temps d'incubation sur le concentarion proteinques cellulaire
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3.0
25 a a b ? be
>
' a ab be
20 b
B 3
15
o0
=4}
> 1,0
0.5
00
LPS LPS LPS LPS
Temps C c Chi c Chi : Chi c Chi : Chi
T0 3 TS 7
B B A A
Figures 29 : Evolution des concentrations protéiques en fonction des traitements et du
temps.

Figures 29.1 : Effet des traitements et du temps d’incubation sur la concentration
protéique cellulaire.

Figures 29.2 : Evolution de la concentration protéique selon le traitement
Figures 29.3 : effet des traitements pour un méme temps d’incubation sur concentration
en protéine. (Pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme lettre ne
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sont pas significativement différentes (p>0.05)). C : control, Chi : chitosane, LPS :
lipopolysaccharide.

I1.4. Activité PAL (nkat/mg prot)

La variation de I’activité de la PAL des données expérimentales (control, chitosane, LPS
et CHI-LPS) en fonction du temps est illustrée par la Figure 30. Nous notons une différence de

comportement entre les différents traitements mis en ceuvre.

Une similitude d’évolution de I’activité de la PAL est observée entre le control et le LPS
(Figure 30.1) : nous observons une augmentation similaire (p > 0.05) de 17,52% de P’activité
en T3. Le traitement par le chitosane utilisé seul et le CHI-LPS ont induit une évolution similaire
de I’activité de la PAL (Figure 30.2) : A T0, nous observons une diminution significative (p <
0.05) de l’activité de la PAL qui passe de 5,32 nkat/mg prot (T0) a 2,54 nkat/mg prot de (T3).
De T3 a TS5, une légere augmentation (DS, p < 0.05) de I’activité PAL est relevée : I’activité
PAL passe de 2,54 nkat/mg prot a 3,37 nkat/mg prot (pour le chitosane) et 4,84 nkat/mg prot
sous ’effet de CHI-LPS. En T7 nous notons une diminution de I’activit¢ PAL qui est relevé a

2,29 nkat/mg prot pour le chitosane et 3,39 nkat/mg prot pour le CHI-LPS.

L’analyse statistique a mis en évidence quatre groupe correspondant chacun a un temps
d’incubation (Figure 30.3). En TS5, le control et le traitement par le CHI-LPS s’accompagnent
par une hausse significative (p < 0.05) de I’activité PAL par rapport au traitement par LPS et
CHI. A T3, le chitosane et le LPS affichent des valeurs similaires (p > 0,05) entre eux ; il en est
de méme pour les lots control et le lot CHI-LPS. A T7, aucune différence significative (p >

0,05) n’est notée entre les traitements testés.
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Figure30.1: Effet des traitements et du temps d’incubation sur I"activité de la PAL
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Figure 30.2 : Effet des traitements et le temps d’incubation sur I'activité de la PAL
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Figure 30.3: Effet des traitements pour un méme temps d’incubation sur I’activité de la PAL
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Figures 30 : Evolution de I’activité de la PAL en fonction des traitements et du temps.

Figures 30.1 : Effet des traitements et du temps d’incubation sur 1’activité de la PAL.
Figures 30.2 : Evolution de ’activité de la PAL selon le traitement

Figures 30.3 : Effet des traitements pour un méme temps d’incubation sur I’activité de
la PAL. (Pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont
pas significativement différentes (p>0.05)). C : control, Chi : chitosane, LPS
lipopolysaccharide.

62 |



PARTIE EXPERIMENTALE
PARTIE I

DISCUSSION




PARTIE EXPERIMENTAL DISCUSSION PARTIE I

III. Discussion

L’évolution de la croissance cellulaire (Figure 21) a montré des comportements
différents a I’exposition aux CHI, LPS et CHI-LPS. La croissance en poids dans les suspensions
exposés au LPS et au CHI séparément, a démontré une meilleure croissance cellulaire que dans
I’exposition au traitement combiné¢ (CHI-LPS). Cependant la croissance des suspensions
cellulaires témoins été supérieure a tous les traitements. Cela peut-étre dii au stress oxydatif
(oxidative brust) di a 1’ajout de CHI et LPS a la fin de la phase exponentielle (phase pre-
stationnaire) ce qui a bouleversé les parametres physiologique dans les suspensions traitées.
Cette effet oxydative a ¢té rapporté par Gargia-Brugger et al., (2006) sur la réaction des
suspensions de cellulaires de tabac aux effecteurs microbiens. Cependant le traitement au
chitosane montre une favorise la croissance chez plants d’Alternaria solani et les plants de

tomates dans la lutte contre 1’agression de 1’agent pathogeéne (Sathiyabama et al., 2014).

Les plantes développent une variété complexe d’événements qui impliquent la synthése
et I’accumulation de nouveaux composés phénoliques qui peuvent avoir une action directe ou
indirecte au cours de la pathogenése. Cette stratégie de défense activée par les cellules végétales
contre les PAMP d’un pathogéne envahisseur peut limiter la colonisation de la plante en
inhibant la croissance du pathogéne (Sharma et Gupta, 2020). La phase stationnaire de la culture

261’1’16

a commencé au 1 jour et 1’¢€liciteurs a été ajouté au jour 8 (TO), dans le but de préparer les
suspensions cellulaires pour atteindre la stabilit¢ de la croissance cellulaire (en phase
stationnaire) durant laquelle les métabolites secondaires sont généralement synthétisés

(Bonfille et al., 2011).

Les composées phénoliques sont généralement renforcées lorsque le milieu est
supplémenté avec D’éliciteur 1i¢ au stress comme CHI et I’extrait de LPS de Pa-5889,
notamment en T5 (48h apres le traitement au LPS) ou nous observons un effet synergique du
prétraitement combiné pour accélérer et augmenter 1’accumulation des composées phénoliques.
La production de composées phénoliques a diminué dans les suspensions de cellules témoins
non traitées. La production de GAL, CGA, PYR, CAF et la QRC, était plus élevé en TS dans
les suspensions exposées aux CHI/LPS et il en est de méme pour les polyphénols totaux ;
toutefois, ces pics d’accumulation s’effondrent en T7, suggérant que la stimulation a bien a eu
lieu déclenchant une réponse de défense cellulaire rapide et efficace, en accélérant la production

de composée phénolique de défense. L’acide gallique et l'acide chlorogénique montrent leurs
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plus grandes valeurs induites par le traitement combine de CHI/LPS en T5. Néanmoins, en T7
le LPS induit la concentration maximale en CGA (3,73 ng/g DW), en revanche le CHI induit
la concentration optimale de GA en T7. Le pic de synthése en de p-COM a été observée en T7,
particuliérement dans le traitement combine par CHI/LPS qui est en correspond aux valeurs

¢levés de CGA, GAL et de QRC qui sont boosté¢ par 1’effet combine de CHI et LPS.

Les résultats obtenus indiquent que dans les suspensions cellulaires traitées par le CHI
et le LPS ont activées la voie de I’acide shikimique, la formation de phénylpropanoide et la voie
de I’acide benzoique dans une mesure similaire, puisque GA, CGA et PYR ont augmenté¢ a un
rythme similaire, bien que les teneurs finales soient différentes. Au moment ou la production
du p-COM s’accumule de fagon accrue en T7, les autres composés diminuent, et inversement
en TS. Deux hypotheses peuvent étre émises : épuisement de 1’éliciteurs dans le milieu de
culture ou bien accumulation tardive de p-COM est di au fait qu’il est rapidement converti vers
d’autre voies de synthése en réponse a la stimulation par le chitosane et par le LPS (T5). Cette
réaction aux stimulateurs permet de surcroit I’accumulation d 1’acide gallique, chlorogénique,
et de la quercétine permettant ainsi le renforcement de la paroi cellulaire et 1’effet toxique du
CGA sur la paroi cellulaire du pathogene suggéré par différents auteurs (Miedes et al. 2014 ;

Vermerris et Nicholson. 2006b).

La stimulation des suspensions cellulaires de pomme de terre avec du chitosane puis
avec I’extrait bactérien de Pa-5889 créerait une synergie importante dans le déclenchement de
la cascade métabolique conduisant a l'accumulation de produits de défense. Les cellules
végétales sont capables de se défendre contre les agents phytopathogenes en produisant un large
spectre d’enzymes telles que la PAL impliquée dans la protection cellulaire et la résistance aux
maladies. Dans le présent travail, le traitement combiné de suspensions cellulaires avec CHI et
LPS assure une bonne croissance cellulaire et laisse penser a une stimulation de la voie des

phénylpropanoides via 1’accroissement de synthése de PAL et de ces dérivées.

Nous avons également noté que la stimulation par le LPS dure plus longtemps au niveau
de I’induction de ’activité PAL, de 1’accumulation de composés phénoliques (polyphénols
totaux, CGA, CAF, p-COM...). Le traitement par Chi conduit a une augmentation de ces
produits de défense apres 72h d’¢licitation (TS) suivie d’une régression dans une deuxieme
¢tape notée pres 120h d’¢licitation (T7) ; ’accumulation de ces composées phénoliques et

I’activité de PAL induits par le traitement CHI est rapide mais elle dure moins longtemps.
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A Tl’inverse le traitement combiné de CHI et de LPS prolongeait I’accumulation et
I’activité PAL plus longtemps (T7). CHI et LPS joueraient un rdle dans la transduction du
signal primaire qui conduit a la production de ces composés phénoliques et I’augmentation de
I’activité du PAL. La diminution sous l'effet du CHI peut étre due a son épuisement dans le
milieu. Nos résultats corroborent ceux de Trotel-Aziz et al. (2006) qui ont montré que le
traitement des feuilles de vigne par le chitosane conduit a une induction remarquable de
I’activité de la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) et chitinase, les deux marqueurs de réponse
de défense des plantes. Le méme schéma de comportement est observé par Nandeeshkumar et
al. 2008 dans induction de la PAL en résistance au mildiou causé par Plasmopara halstedii chez
le tournesol traité au chitosane. Le chitosane a été utilisé dans le traitement des semences et de
germination des semences. Des résultats d’étude ont clairement indiqué que la germination des
graines des plantules de tournesol pouvait étre améliorée par le traitement des graines. Il a été
observeé que la germination maximale (85%) a été observée dans un traitement de semences a
5 % de chitosane, suivi d’un traitement a 3 % de chitosane qui a offert 83 % de germination
(Nandeeshkumar et al. 2008). Sur racines de pomme de terre, Reitz et al. 2000 ont montré que
les LPS de Rhizobiumetli étaient en grande partie responsables de la résistance systémique

induite de la pomme de terre a I’infestation par G. pallida.
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IV. Conclusion

Nos travaux ont pu mettre en évidence I’induction d’une réponse aux chitosane et aux

P. atrosepticum sur suspensions cellulaires de pomme de terre.

Nous avons étudié le comportement de 1’accumulation des composées phénoliques et
I’activité de la phénylalanine ammonia lyase et son implication dans la résistance induite en

fonction du temps sous I’effet de chitosane et 1’extrait bactérienne (LPS).

Le chitosane a manifesté un effet réducteur de la biomasse cellulaire par rapport au
témoin et significativement supérieur aux suspensions traitées avec I’extrait LPS de Pa-5889.
Globalement, le traitement des suspensions avec le chitosane associé¢ a I’extrait de Pa-5889
induit les plus fortes accumulations de composée phénoliques. L’activité PAL la plus élevée
est relevée dans les suspensions traitées avec I’extrait LPS. C’est avec le chitosane qu’est

enregistrée une teneur en protéines élevée dans ces suspensions.

Le mode de traitement combiné de chitosane et de 1’extrait bactérienne (LPS) a montré
un effet synergique dans le contrdle de 1’induction des composées phénoliques et 1’activité
enzymatique de PAL. La double pré-stimulation des suspensions cellulaires de pomme de terre
nous renseignons sur 1’effet et I’efficacité de ce type dans I’induction de la réponse de défense.
L’induction de réponse par le chitosane et le LPS est obtenue d’une fagon rapide et qui perdure
dans le temps ; la syntheése de polyphénols et acides phénoliques ont connu une augmentation

considérable 48h apres leurs applications.

L’¢étude a mis en évidence que la stimulation par le chitosane et par 1’extrait bactérienne

a activée la voix de 1’induction de la réaction de défense.
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1. Matériels et méthodes
I.1. Matériel végétal

Les travaux de la présente ¢tude sont effectués sur deux variétés de plants de pomme
de terre trés répandues localement (Figure 31). Les deux variétés de pomme de terre sont
issues de culture biologique naturelle. Elles sont fournies par le groupe MONDRAGON qui

est une coopérative espagnole de finance, d’industriel et de la recherche.
Variété Red-Pontiac : Couleur rouge.

Variété Agata : Couleur blanche.

Red-Pontiac

Figure 31 : Echantillons de tubercules de pomme de terre utilisés pour la culture.

1.2. Culture de pomme de terre sur pots

Les deux variétés de pomme de terre ont été cultivées dans des pots contenant un sol
organique d’origine végétale dans une chambre de culture a parameétres controlés : Une
période photosynthétique de 16 heures et une période respiratoire de 8h a température de 23
°C a 25 °C pendant 35 jours (Figure 32). Les plants de pomme de terre des deux variétés ont

été récoltés pour la micro-propagation.
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A B C

Figure 32 : Pots de culture de pomme de terre dans une chambre de controle. A : pot de
culture de pomme de terre ; B : les 1° poussé ; C: tige preste a la recule pour la micro-
propagation.

1.3. Micro-propagation in vitro de pomme de terre

Les tiges de deux cultivars de plante de pomme de terre ont été récupérées, lavées et
coupées en sections nodales. Les sections nodales ont été stérilisées (les nceuds de 1 a 1.5 cm
de longueur) selon le procédés de Onrubia et al., (2008) : Trempage des nceuds dans de
I’é¢thanol 70 % pendant 1 minute. Apres avoir été rincées avec de 1’eau distillée stérile, elles
sont traitées avec une solution de chlorure de mercure a 1 % (p/v) dans un bain d’eau a
ultrasons de marque Branson 5200 pendant 20 minutes. Ensuite, elles sont rincées trois fois
avec de I’eau distillée stérile. Les sections nodales ont ét¢é immergées dans une solution
d’hypochlorite de sodium contenant trois gouttes de Tween 20 et placées dans un bain-marie a
ultrasons pendant 30 minutes. Puis rincées de nouveau trois fois avec de I’eau distillée stérile
et asséchées sur du papier stérile dans une zone aseptique (Figure 33). Les nceuds ont été mis
en culture in vitro dans des boites de compotes pour bébé contenant 100 ml de milieu de

culture solide Murashige et Skoog (MS) a pH 5,8 avec 15 g/l de saccharose et 2,7 g/l de
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Phytagel (Murashige et Skoog, 1962), sans régulateur de croissance. Les plantules obtenues a
partir des bourgeons latéraux des sections nodales de la tige ont ét¢ maintenues pendant 4
semaines a 23 + 2 °C et & 160 pmol/m*/s de flux de photons photosynthétiques de 16h par
jour. Les plantules obtenues ont été micropropagées toutes les 4 a 5 semaines en placant des
boutures de nceud dans des boites de culture stériles contenant MS avec 15 g/l de sucre

(Figure 33). Les plantules ont été gardées dans une chambre de croissance a 25°C pendant 4

semaines et elles sont maintenues a 16h par jour de photons photosynthétiques avec un flux de

de 200 pmol/m?/s (Mangas et al., 2008).

Figure 33 : Stérilisation et micro-propagation in vitro de pommes de terre ; a : culture en
pots ; b : hotte de stérilisation ; ¢ : micro propagation des tiges sous boite de pétri ; d : vitro
plante de pomme de terre ; e : micro propagation des tiges en baby-food ; e : uni-plante en
baby-food.

I.4. Acclimatation de plants de pomme de terre dans vermiculite et sable

Les plantules de pomme de terre de 5 a 6 cm de long issues de la micro-propagation
in vitro ont été mises en pots de culture ex-vitro dans un mélange de vermiculite et de sable
(1: 1; v/v) et arrosées tous les deux jours avec la solution nutritive (pH 6) de Ben-Zioni et al.,
(1967). Les plantes de pomme de terre ont été placées dans des conditions : d’humidité a

60%, de densité un flux photon photosynthétique de 300 pmol/m?/s et avec une journée de 16
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heures de luminosité a 25 °C et 8 heures d’obscurité¢ a 23 °C pendant 30 jours sous une

chambre de contrdle (Figure 34).

Figure 34 : Acclimations des plantes de pomme de terre : a : Plante en compote pour bébé ;
b : préparation de la plante pour I’acclimatation. ¢ : Mixte vermiculite-sable ; d : Plante en
vermiculite-sable ; e : lot de plantes ; f: Transfer de plante en chambre de culture.

L.5. Dispositif expérimental

Les plants de pomme de terre cultivés sur le substrat de vermiculite-sable ont été
acclimatés pendant 30 jours dans la chambre de culture puis arrosés avec une solution de Ben
Zioni contenant 100 uM de I'un des stimulateurs de défenses naturelles des plants : Metyl-
Jasmonate (MelJa) ou Chitosane (Chi) ou I’acide salicylique (SA). En revanche, les témoins
ont été arrosés uniquement par la solution de Ben Zioni a pH= 5,8 (témoin : Ctr). Deux jours
plus tard, les plants des deux variétés de pomme de terre ont été inoculés avec 100 pl d’une
solution bactérienne, soit avec Pectobacterium carotovorum 5890 (Pc-5890), soit avec
Pectobacterium atrosepticum (Pa-5889) a une concentration de 10 ufc/ml. L’inoculum est
déposé au niveau de la troisiéme feuille supérieure. Trois plants de chaque variété (Agata et

Red-Pontiac) ont été récoltés dans chaque lot pour chaque traitement. Les plants ont été
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récoltées au deuxieme jour (T2) apres I’élicitation et au jour 3 apres l'inoculation (apres 5
jours de 1’elicitation : T5). A chaque récolte, la taille des plants, leur poids et leur nombre de
feuilles sont mesurés (Figure 35). Les échantillons des deux variétés ont été congelés dans de

I’azote liquide et conservés immédiatement a -80°C. Les feuilles ont été utilisées pour toutes

les analyses suivantes (Hachoud et al., 2019).

[Mﬁiﬁm de Peliciteurs Inoculation Bactérienne Fin de Pexperimentation
v 2 jours | 3 jours v >
10 2 15

Figure 35 : Schéma expérimental de la stimulation et de I’inoculation de plante de pomme de
terre (Hachoud et al., 2019).

1.6 Purification de Chitosane

Le chitosane a été broyé en une poudre fine et purifié par dissolution dans de 1’acide
acétique a 1%; les particules non dissoutes ont été éliminées par centrifugation. La solution a
ensuite ¢ét¢ neutralisée avec du NaOH pour précipiter le chitosane. Le chitosane est récupéré
par filtration et lavé abondamment a 1’eau désionisée pour éliminer les sels, puis lyophilisée.
Une solution de chitosane de 10 g/l a été préparée par dissolution du chitosane lyophilisé dans

0,05 mol/l de HCl et le pH a été ajusté a 5,6 (Reddy et al., 2000).
1.7 Préparation des bactéries

Deux souches de Pectobacterium carotovorum 5890 (Pc-5890) et Pectobacterium
atrosepticum 5889 (Pa-5889) proviennent de la Collection Frangaise de Bactéries
Phytopathogénes (CFBP, Angers, France) ces souches ont été isolées en Algérie (Yahiaoui-

Zaidi et al., 2010). Les bactéries ont été repiquées sur des boites de Pétri contenant un milieu
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King B pendant 48h a 26 °C. Les cellules bactériennes ont été collectées dans une solution de
tampon phosphate (0,85 % NaCl ; 0,02 % NaH»PO4; 0,29 % Na,HPO4, 12H>0 ; 0,02% KCI ;
pH=7,2) et la suspension centrifugée a 10000 x g pendant 10 min. Le culot a été remis en
suspension dans 5 ml d’un tampon phosphate stérile et la concentration bactérienne a été
ajustée a 1 x 10® ufc/ml & 580 nm, un inoculum de Iml a 10® ufc/ml correspondant & une
densité optique (DO) de 0,2 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV-visible (Ouanas et al.,
2017).

1.8 Détermination des composés phénoliques HPLC

Les phénols solubles sont extraits des feuilles de plants de pomme de terre. Les plants
non stimulés et non infectés sont utilisés comme témoins. Les phénols extraits sont séparés
par HPLC-DAD. Ils sont détectés par spectrophotométrie et fluorimétrie (Waters, USA), puis
identifiés sur la base de leur temps de rétention et de leur spectre d’absorption, en

comparaison avec les standards.
v Extraction :

Les échantillons de tissus végétaux récupérés a chaque étape de I’expérimentation ont
¢té lyophilisés, broyés en une poudre fine a 1’aide d’un tissu-lyser. 40 a 60 mg de poudre
d’échantillon est placé dans un tube Eppendorf de 2 ml contenant 1 ml de solvant d’extraction
(solution a 80 % de méthanol). Les tubes fermés ont été immergés dans un bain-marie a
ultrason a 40 °C pendant 45 minutes et I’opération est répétée deux fois. Les deux extraits

méthanoiques ont été mélangés. Les tubes ont été refroidis puis agités vigoureusement.

Le surnageant contenant les phénols solubles est clarifi¢ par centrifugation a 7600 g
pendant 5 minutes. Le surnageant est concentré au maximum sous azote (air) puis repris dans
I ml de méthanol/eau (80:20). Un lavage a I’hexane (1 ml) est ajouté au surnageant de
I’extrait méthanolique afin d’¢liminer les lipides et autres composés interférents. La phase

méthanolique a été utilisée pour I’analyse HPLC (Padda et Picha, 2008).
v' Identification et dosage des phénols

Les extraits méthanoliques ont ¢été filtrés a travers membrane Nylaflo de 0,22 pm
(Waters Millipore, Billerica, MA, USA). L'analyse HPLC-UV a été réalisée selon la méthode
de Bonlfill et al., (2011). Les acides phénoliques individuels ont été séparés a température

ambiante avec une colonne thermodynamique 18 C (ODS 5 um, 250 x 4,6 mm) en utilisant
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une ¢lution en gradient ; les ¢luants utilisés sont :
A : Acétonitrile (99,5 %) et de 1'acide formique (0,5 %)
B : Eau (99,5%) et I’acide formique (0,5 %)

Apres la charge, on procede pendant 35 minutes a une élution lente par un gradient linéaire

allant selon le profil suivant :
0-15min, 95 % de B ;
15-22min, 74 % de B ;
22-25min, 60 % de B ;
2527 min, 60 % de B ;
27 a 35 min, 95 % de B.

Le débit est de 1 ml / mn et le détecteur PDA est réglé a 275nm. L’échantillon (15ul) a
¢té injecté sur la colonne en utilisant un échantillonneur automatique Waters 717 plus
connect¢ a une pompe Waters 600 (Waters Corp., Milford, MA, USA). Les courbes
d’étalonnage ont été obtenues a partir d’une solution mére des sept composés phénoliques a
10 mg / ml dans du méthanol-eau de grade HPLC. A partir de cette solution mére, cinq
dilutions ont été¢ préparées et un volume de 15 pl été injectés trois fois pour chaque
concentration. Les pics détectés ont été identifiés et quantifiés en comparant le temps de
rétention a celui d’étalons connus des acides chlorogéniques, caféiques, p-coumariques,
galliques et féruliques, ainsi que pour le pyrocatéchol et la quercétine. L’analyse a été réalisée

en triple.
1.9 Analyses statistiques

Les données sont exprimées par la moyenne + écart-type (n = 3). Le traitement des
données est fait a I’aide du logiciel STATISTICA 5.5. Le test LSD (différence significative
minimale) de ’ANOVA (analyse de la variance) est utilisé pour la comparaison des résultats.
Les résultats ont été considérées comme statistiquement significatifs aux seuils p < 0,05. Les
résultats seront classés par ordre décroissant a>b>c>d>e. Les valeurs portant la méme lettre

ne présentent aucune différence significative (p > 0,05) entre elles.
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I1. Résultats
IL1. Etudes des paramétres de croissances
I1.1.1. Symptomes de ’infection bactérienne sur les deux variétés

Apres 72 heures d’inoculation, des 1ésions distinctes en été visibles sur les feuilles des
deux variétés de pomme de terre infectée par Pectobacterium sp. (Figures 36 & 37). Les feuilles
des plantes non traitées inoculées avec des bactéries ont présenté de grande zone nécrotique
allant jusqu'au pétiole. Diallo et al., (2009) ont signalé que les attaques pectinolytiques de

Pectobacterium causent la maladie de la jambe noire chez les plants de pomme de terre.

Des Iésions moins graves ont ¢té également visibles sur les feuilles des plantes pré-
stimulées et inoculées par les Pectobacterium sp. Les 1ésions sont plus petites sur les plants
arrosées avec une solution contenant de chitosane et encore plus limitées sur les plantes

prétraitées par 1’acide salicylique (Figure 36 & 37).

Pc MeJa-P. Chi-

Figure 38 : Feuilles de Solanum tuberosum cv Red- Pontiac apres inoculation avec Pc-5890 ou
Pa-5889 (Hachoud et al. 2019). Pc : feuille infecté par P. carotovurum ; Mela-Pc : feuille €licité
par MelJa et infecte par P. carotovurum ; Chi-Pc : feuille élicité par chitosane et infecte par P
carotovurum ; Sa-Pc : feuille élicité par I’acide salicylique et infecte par P. carotovurum ; Pa :
feuille infecté par P. atrosepticum ; Mela-Pa : feuille élicité par MelJa et infecte par P
atrosepticum ; Chi- Pc : feuille élicité par chitosane et infecte par P. atrosepticum ; Sa-Pc :
feuille ¢€licité par 1’acide salicylique et infecte par P. atrosepticum.

74 |



PARTIE EXPERIMENTAL RESULTATS PARTIE II

Pe l MelJa-Pc ' Pc
Pa I Mehl Chi-Pa I Su"l

Figure 37 : Feuilles de Solanum tuberosum cv Agata aprés inoculation avec Pc-5890 ou Pa-
5889 (Hachoud et al. 2019). Pc : feuille infecté par P. carotovurum ; Mela-Pc : feuille élicité
par MelJa et infecte par P. carotovurum ; Chi-Pc : feuille élicité par chitosane et infecte par P
carotovurum ; Sa-Pc : feuille élicité par I’acide salicylique et infecte par P. carotovurum ; Pa :
feuille infecté par P. atrosepticum ; Mela-Pa : feuille élicité par MelJa et infecte par P
atrosepticum ; Chi- Pc : feuille élicité par chitosane et infecte par P. atrosepticum ; Sa-Pc :
feuille ¢€licité par 1’acide salicylique et infecte par P. atrosepticum.

1.1.2. Effet de la stimulation sur la croissance des plants

v Red-Pontiac

Les plants de Red-Pontiac cultivées au milieu contenant de méthyl-jasmonate ont
présenté une réduction significative (p < 0,05) des parametres de croissance ; la taille, le poids
et le nombre de feuilles. On observe que la taille et le poids des plants témoins ont été
respectivement 1,3 et 6 fois plus élevées a la fin de I’expérience (TS) par rapport a ceux traitées
avec le méthyl-jasmonate. En revanche, la taille des plants traités avec I’acide salicylique ou le
chitosane n’a pas été réduite de maniere significative (p >0,05), bien que 1’acide salicylique ait
eu un effet plus net que le chitosane en favorisant la croissance en taille. Cependant, le poids
des plants était réduit davantage par le chitosane (Figure 38 a & b). Une diminution de 25 % a
de nombre de feuilles été observé chez les plantes Red-Pontiac traitées par 1’acide salicylique
par rapport aux plantes de contrdle, mais le traitement avec le chitosane n’affecte pas la

croissance en nombre de feuilles qui reste inchangé comparé au contréle (Figure 38c¢).
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a Taille sous I'effet des éliciteurs Red-pontiac b Poids sous I'effet des éliciteurs Red-pontiac
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Nous remarquons des courbes de croissances linéaires pour 1’accroissance en longueur,
en poids et en nombre de feuilles pour les plants de control (sans stimulateurs et sans infections).
Les plants Agata élicitées avec du méthyl-jasmonate ont présenté des réductions significatives
(p <0.05) de la croissance en hauteur (taille), en poids et en nombre de feuilles de 28 %, 65 %
et 45,8 % respectivement par rapport aux valeurs de control correspondantes en T5 (Figure 39
a, b & ¢). En revanche, les plants élicitées par 1’acide salicylique montre une croissance
significativement (p <0.05) élevé comparées aux plants de contrdles et du chitosane. Nous
observons, que 1’acide salicylique et le chitosane ont eu un réle stimulateur de croissance en

augmentant la taille et le poids des plants a des degrés distingue (Figure 39).
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a Taille sous l'effet des éliciteurs chez Agata b Poids sous l'effet des éliciteurs chez Agata
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I1.3. Effet de I’infection sur la croissance de deux variétés de plants

v Red-pontiac

Des modifications liées a la croissance ont été observées au troisieme jour (T5)
d’inoculation chez les plants non stimulés. En moyenne, les plants Red-Pontiac infectés par Pc-
5890 avaient 12 feuilles et celles infectées par Pa-5889 avaient 13,7 feuilles, alors que les
plantes témoins ont eu 19,7 feuilles au TS5 (Figure 40c). De méme, l’infection par les
pectobacteriums a induit une réduction nette de la taille et du poids (Figure 40a, b) chez les
plants Red-Pontiac. Le paramétre de croissance en taille des plants infectés par Pc-5890 ou Pa-

5889 a subi une diminution de 26,7 % et 12,4 %, respectivement, compare au controle, ainsi
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qu’une perte de la biomasse significative (p < 0,05) effleure 83 % et 69 % chez les plantes
infectés par les deux souches bactériennes Pc-5890 et Pa-5889, respectivement, a la fin de

I’expérience (Figure 40a).
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Les plants Agata inoculés et non élicités ont développé les mémes symptomes liés a la
I’infection par les pectobacteriums que ceux observés chez Red-Pontiac. Les plants témoins
(control) de la variété Agata avaient en moyenne 21 feuilles, mais leur nombre était réduit a 13

et 15 apres I’inoculation par Pc-5890 et Pa-5889, respectivement, en TS (Figure 41c¢).

La taille et le poids des plants de la variété Agata (Figure 41 a & b) inoculés avec Pc-
5890 indiquant un déficit de 32 % et 75.4 %, respectivement, en rapport aux valeurs de plants
témoins. Tandis que I’inoculation avec Pa-5889 avait pour effet la chute de 25% en taille des

plants et 35% en poids comparé¢ au témoin (Figure 41 a & b).
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Ces résultats suggerent que les plants de variétés Agata ont été beaucoup plus sensibles
et moins résistants a 1’infection vis-a-vis de Pectobacterium Carotovorum (Pc-5890) et

Pectobacterium Atrosepticum (Pa-5889) comparés aux plants de la variété Red-pontiac.
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11.4. Effet combine de la stimulation et de I’infection
v" Red-pontiac

Lorsque les plants prétraitées sont infectées par le Pc-5890 ou par Pa-5889, leurs poids
été supérieurs a celui des plants infectés non stimulés. Les plants élicités par I’acide salicylique
ont eu une augmentation de la biomasse de 2,5 et 2,9 fois supérieure a celle des plantes inoculées
par le Pc-5890 ou par Pa-5889, respectivement, a la fin d’expérimentation (Figure 40 b). Bien
que les plantes ont subi 1’agression du pathogeéne des deux souches de Pectobacteriums

pectinolytiques, la stimulation par le chitosane ou I’acide salicylique a permis une augmentation
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significative (p < 0,05) des parameétres de croissance : de la taille, du poids et du nombre de
feuilles (Figure 40). Par contre, les plants infectés non stimulés ont montré une chute
considérable (diminution significative (p < 0,05)) des valeurs des paramétres de croissances
allons jusqu’a 32% pour la réduction du la taille, a 75 % pour la diminution du poids et a 30,5 %

pour diminution du nombre de feuilles.
v’ Agata

La stimulation des plants de pomme de terre avec les différents éliciteurs, en particulier
avec I’acide salicylique (SA), a eu des effets positifs de protection contre Pectobacterium
carotovorum. Les plants sont 1,4 fois plus grandes en hauteur que les plants infectés non
¢licitées. Les plants infectés par Pectobacterium atrosepticum précédemment stimulées par le
chitosane ou I’acide salicylique ont une croissance de la biomasse trés similaire (DNS, p>0,05)
a ceux des plants de témoins en TS5 (Figure 41b). Les résultats suggerent que 1’¢licitation a
accéléré la croissance et le développement des plants, comme 1’ont rapporté Godoy-Hernandez

et Vazquez-Flota, (2006) et Salachna et Zawadzinska, (2014).

Nge et al., (2006) ont également signalé un effet positif du chitosane sur la croissance
de Freesia spp. et des orchidées, mais aussi, permettent a la plante de ce préparer aux
¢ventuelles attaques en actionnant les voies de transductions du signal et du métabolisme
secondaire (Chevrier, 2005 ; Hidangmayum et al., 2019). Notant que la biomasse des plants
infectées par Pectobacterium carotovorum (Pc-5890) ¢était trois fois plus élevée apres
prétraitement par le chitosane ou par I’acide salicylique par rapport aux plants inoculées non

traitées.

Lorsque I’acide salicylique est ajouté au milieu de culture induit une élévation de la
croissance du nombre de feuilles chez tous les plants de pomme de terre et, en particulier, chez

les plants qui sont infectés par Pc-5890 et Pa-5889 (Figure 41c¢)

Les résultats de la présente étude montrent que 1’addition externe de méthyl-jasmonate
a un effet inhibitoire sur la croissance des deux variétés de pomme de terre au début de
I’expérimentation (T2), par contre le chitosane et 1’acide salicylique la favorise. Pruski et al.,
(2002) ont signalé qu’une haute concentration en méthyl-jasmonate réduisait 1’expansion de la
partie aérienne des plants de pomme de terre tout en améliorant la biomasse des racines et la
ramification. Beaulieu, (2007) a signalé que le chitosane joue un role dans I’activation des

réactions antibactérienne et antifongique chez les plantes.
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IL.5. Accumulation de composés phénoliques

L’identification de composés phénoliques est une mission compliquée en raison de leur
diversité, leur structure et leurs propriétés dans le matériel végétal. Dans cette étude, les
métabolites secondaires ont été extraits de plants de pomme de terre aux jours TO, T2 et TS

comme indiqué dans matériel et méthodes. Les extraits de plants sont analysés par HPLC.

Nous avons suivi la biosynthése des composés phénolique en fonction du temps suivant :
acide gallique (GA : acide gallique formé principalement par la voie shikimique chez les plantes
supérieures). Acide chlorogénique (CGA : I’ester des acides caféique et quinique), pyrocatéchol
(PYR : 1,2-benzene diol formé par la voie de formation de I'acide benzoique), acide caféique
(CAF), acides p-coumarique (p-COM) et férulique (FRU) et la quercétine (QRC : un flavonol
biosynthétis¢ par les voies shikimique et polycétide). Tous ces composés ont été déterminés et
quantifiés en se basant sur leur temps de rétention chromatographiques (RT) appropriés (Figure
42 a & b), a savoir GA (RT : 5,082 min), CGA (RT : 10,1 min), PYR (RT : 10,5 min), CAF
(RT : 11,8 min). , p-COM (RT : 15 min), FRU (RT : 16 min) et QRC (RT : 22,2 min).
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Figure 42 a : Profils chromatographiques des échantillons Agata correspondant au témoin.
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Figure 42 b : Profils chromatographiques des échantillons Red-Pontiac correspondant au
témoin.
Nous avons suivi les effets des éliciteurs le méthyl-jasmonate, I’acide salicylique et le

chitosane sur les paramétres de croissance et 1’accumulation des composés phénoliques.

Dans la présente étude, les concentrations des composés phénoliques étudiés different
généralement selon les conditions expérimentales. La CGA était prédominante, représentant
70 % a 80 % du total des composés phénoliques considérés dans cette étude pour la variété
Red-Pontiac et 85 a 95 % pour la variété Agata (Figure 43b). En revanche, la teneur en GA était
faible dans les deux variétés pendant toute 1'expérimentation, n’excédant pas les 0.8 % du total
des composés phénoliques considérés (Figure 43a). Im et al., (2008) ont rapporté que la CGA
et son isomere constituant environ 96 a 98% du total des phénols. La CGA est le composé
phénolique le plus abondant et le plus efficace formé contre les attaques de pathogénes

constituants environ 90 % du total des phénols chez les tubercules de pomme de terre en bonne

santé (Friedman, 2004).

L’expérimentation a montré que chaque variété de pomme de terre a un modele
d’accumulation phénolique différent dans des conditions de control. Il est apparu que les taux
les plus élevés de 1’acide p-coumarique (p-COM) (Figure 43e) et de 1’acide férulique (Figure
43f) ont été observés chez les plants Agata. Les teneurs les plus ¢élevés de I’acide gallique
(Figure 43a) et de la quercétine (Figure 43g) ont été enregistrés chez les plants Red-Pontiac.
Ainsi, il y a une légere différence entre les deux cultivars concernant I’accumulation de PYR

(Figure 43c¢) et de CAF (Figure 43d) au deuxiéme jour de I’expérimentation (T2).
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Figure 43a : Accumulation de 1’acide gallique dans les deux variétées de pomme de terre. a :
Agata, b : Red-Pontiac. C : témoin ; Meja : méthyl-jasmonate ; Chi : Chitosane ; Sa : Acide
salicylique ; Pc : Pectobacterium Carotovorum ; Pa : Pectobacterium Atrosepticum. Les valeurs
sont représentées en moyennes =+ écart type (n=3). Les moyennes suivies de la méme lettre ne
sont pas significativement différente (p > 0,05).

I1.5.1. Effet de la stimulation sur ’accumulation des composées phénoliques :

v Red-Pontiac

Dans les plants de la variété Red-Pontiac, les teneurs en composées phénoliques en
fonction de temps sont représentées dans la figure 43 a & g. L’étude de I’évolution de ’acide
gallique en fonction de temps a démontr¢ la faible fréquence de sa présence. Néanmoins, il joue
un role tres important dans la défense contre les microorganismes, en particulier chez les plantes
supérieures (Lattanzio et al., 2006) en raison de son implication dans le renouvellement de la

paroi végétale et de son efficacité en tant qu’agent antimicrobien (Taiz et Zieger, 2002).
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Figure 43b : Accumulation de I’acide chlorogénique. . a : Agata, b : Red-Pontiac. C : témoin ;
Meja : méthyl-jasmonate ; Chi : Chitosane ; Sa : Acide salicylique ; Pc : Pectobacterium
Carotovorum ; Pa : Pectobacterium Atrosepticum. Les valeurs sont représentées en moyennes

+ écart type (n=3). Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement
différente (p > 0,05).
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Figure 43¢ : Accumulation de pyrocatechol dans les deux variétés. a : Agata, b : Red-Pontiac.
C : témoin ; Meja : méthyl-jasmonate ; Chi : Chitosane ; Sa : Acide salicylique ; Pc :
Pectobacterium Carotovorum ; Pa : Pectobacterium Atrosepticum. Les valeurs sont

représentées en moyennes = écart type (n=3). Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont
pas significativement différentes (p > 0,05).
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Le niveau de I’acide gallique (Figure 43a) dans les plants Red-Pontiac est accru de
maniere significative (p <0,05) sous I’effet de la stimulation (T5). L’acide gallique a évolué
d’un taux initial de 14,2 pg/g du poids sec (T5 témoin) a 20,1 pg/g, 21,8 ng/g et 23,8 nug/g du
poids sec dans les plantes élicitées par le chitosane, le methyl-jasmonate et 1’acide salicylique,
respectivement. De méme, 1’acide chlorogénique (CGA) est 2,5 et 1,5 fois plus élevé
respectivement chez les plants stimulés par I’acide salicylique et methyl-jasmonate que chez
les plantes-témoins en TS5 (1990,1 pg/g). L’étude a montré que les teneurs en acide
chlorogénique (Figure 43b) dans les conditions de contrdle sont supérieures a celles rapportées
par Friend et al., (1973), mais deux fois moins que ceux rapportés par Mattila et Hellstrom,
(2007). En revanche, Chen et al., (2006) ont observé que le traitement par methyl-jasmonate
n’a pas d’effet significatif sur les niveaux de I’acide chlorogénique dans les tissus des feuilles

de la tomate.
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Figure 43d : Accumulation de ’acide caféique de deux variétés. a : Agata, b : Red-Pontiac.

C : témoin ; Meja : méthyl-jasmonate ; Chi : Chitosane ; Sa : Acide salicylique ; Pc :
Pectobacterium Carotovorum ; Pa : Pectobacterium Atrosepticum. Les valeurs sont
représentées en moyennes + écart type (n=3). Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont
pas significativement différente (p > 0,05).

La quercétine est I’un des principaux composés phénoliques trouvés dans les plants Red-
Pontiac au cours de I’expérimentation (Figure 43g) sur le total des composés phénoliques
étudiés. Il affiche un taux d’accumulation proche de 20 % chez les plantes-témoins et les plants

traités par le chitosane, 6 % chez les plantes traitées avec méthyl-jasmonate et 12 % chez celles

traitées pas I’acide salicylique.
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Le pyrocatechol, quant a lui, (Figure 43c) représente 2 % a 4 % du total des composés
phénoliques pris en compte dans les extraits Red-Pontiac au cinquiéme jour du traitement,
atteignant 146 pg/g de poids sec dans les plants élicités avec le chitosane et 129,6 pug/g de poids
sec dans les plants €licités avec 1’acide salicylique. Les trois autres composé€s phénoliques
étudiés : les acides caféique, le p-coumarique et férulique représentaient entre 1,2 a 3% du total
des composés phénoliques (Figure 43d, e & f). Dans les conditions de control, la teneur en
phénols déterminés au cours de la culture des plants suit une logique d’accumulation

progressive au fil du temps.
v’ Agata

Les résultats de la teneur en composés phénoliques de la variété Agata durant
I’expérimentation sont représentés dans les figures 43. Au cours du I’¢licitation au methyl-
jasmonate et au chitosane, le taux de 1’acide chlorogénique est respectivement de 5467 ng/g et
5963 ng/g de poids sec. La concentration en pyrocatechol été de 411 pg/g du poids sec et I’acide
caféique été¢ de 184,94 ng/g du poids sec sous I’effet stimulateur de MeJa en T5. Cependant,
I’acide férulique a considérablement diminué sous 1’effet de traitement par le méthyl-jasmonate
par rapport aux témoins. En effet, on observe une réduction de ’accumulation de 1’acide
gallique (GA) et de la quercétine (QRC) chez les plantes traitées avec le méthyl-jasmonate ou
le chitosane. En général, I’¢licitation avec 1’acide salicylique (SA) génére un accroissement des
niveaux des composés phénoliques ; Particulierement, I’acide gallique (AG) qu’est 2,3 fois
¢levé par rapport au témoin au jour T2 et des taux de QRC supérieurs a 3,8 et 15 fois a ceux
des traitements par Chitosane et/ou par méthyl-jasmonate, respectivement. Au deuxiéme jour
de I’expérimentation, les taux élevés de pyrocatechol et de I’acide férulique ont été enregistrés
(66,88 ng/g et 148,38 ng/g, respectivement) chez les plantes sous 1’effet de 1’¢licitation par

I’acide salicylique.
I1.5.2. Effet de ’infection sur I’accumulation des composés phénoliques
v" Red-Pontiac :

L’infection des plants de la variété Red-Pontiac par Pectobacterium carotovorum ou
Pectobacterium atrosepticum ont montré¢ une réduction considérable des composés
phénoliques, cela est dii a I’action des enzymes pectinolytiques des Pectobacterium sur la paroi
cellulaire des feuilles de pomme de terre. En effet, une réduction de 20 % a 27 % de 1’acide

gallique est notée dans les plants infects. L’acide p-coumarique et 1’acide férulique ont
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enregistré une diminution de 15 % a 20 % sous I’effet de I’infection bactérienne des plants Red-
pontiac. L’acide chlorogénique, le pyrocatéchol, 1’acide caféique et la quercétine subissent un
abaissement de leurs concentrations adjacentes les 50 % en comparaison aux plants témoins

non infectés a la fin de I’expérimentation.
v’ Agata

L’inoculation des plants Agata par Pectobacterium carotovorum ou Pectobacterium
atrosepticum a induit une réaction similaire a celle observée chez les plants Red-Pontiac, avec
une diminution générale des concentrations en polyphénols (Figure 43 a & g). Le niveau de
I’acide gallique a diminué de 84 % en TS5 en réponse a I’infection par Pectobacterium spp.
L’acide férulique, quant a lui, continue de chuter aprés I’infection des plantes par
Pectobacterium carotovorum a 87 % et a 85 % lors de Dl’infection par Pectobacterium
Atrosepticum. La quercétine a baissé de 61 % et 63 % chez les plantes infectées par P

carotovorum et P. atrosepticum respectivement en TS (Figure 43 a, f & g) par rapport au témoin.

Les teneurs en acides chlorogénique, caféique et p-coumarique et pyrocatechol,
représentées dans les plantes infectées par Pc-5890 approximativement 59 % pour CGA, 81 %
pour CAF et 32 % pour p-COM et 50 % pour PYR comparés aux plantes-témoins non infectés
en TS. Les plantes infectées par Pa-5889 ont souffert d’une perte de 56 % de CGA, 89 % de
CAF et 28 % de p-COM et de 58 % de PYR par rapport au plantes-témoins T5 (Figure 43 b, c,
f& g).

I1.5. 3. Effet combine de la stimulation et de I’infection

Le taux des composés phénoliques dans les plants de Red-Pontiac induit par le méthyl-
jasmonate lors de I’inoculation avec Pectobacterium carotovorum (Pc-5890) est inférieur a
celui des plants témoins non infectés, mais significativement plus élevé que celui des plants
infectés non stimulées. En particulier, les taux de PYR (116,68 ng/g du poids sec) et de QRC
(845,20 ng/g du poids sec) sont respectivement 3,5 et 2,7 fois plus élevés que celle des plantes
infectées sans ¢licitation. Les plants pré-¢licités avec 1’acide salicylique et infectés par Pc-5890
présentent un surcroit de tous les composés phénoliques étudiés, atteignant des taux
particuliérement élevés tels que les acides chlorogénique (5971 pg/g du poids sec), caféique

(110,6 pg/g du poids sec) et férulique (104,4 pg/g poids sec) en TS (Figure 43 b, d & 1).
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v Red-pontiac

Les plants de Red-Pontiac cultivés en présence des é¢liciteurs dans le milieu de culture
puis infectés par Pectobacterium atrosepticum (Pa-5889) ont accumulé des niveaux plus élevés
de composés phénoliques que ceux infectés par Pc-5890 (Figure 43 a & g). Le pyrocatéchol et
I’acide caféique ont été en déclin dans les plants infectés malgré le prétraitement par le méthyl-
jasmonate ou le chitosane. Cependant, les taux des acides gallique (26,19 pg/g du poids sec),
chlorogénique (7492,7 ng/g) et p-coumarique (74,8 pg/g) et de la quercétine (630,3 pg/g) ont

¢té considérablement augmentés lorsque les plants infectés par Pa-5889 ont recu dans leur

e b ab ap-Coumaric acid b
1 ] ] [ [
160 + I LI LI | 1 1 1 ]
a a
140 - ]]E b . a a
120 ]{- a '1[ a
C
] b
2 100 bc | |bc N b
a
% 80 d b
= d
60 - deee d ddccd od cd| [cd
b e
40 -
20 -
0
‘ | | ‘ ‘ | | ‘ | | ‘Pcc ‘Pcc|Pcc |Pcc ‘ ‘Pca|Pca|Pca‘Pca ‘
C C |MeJa| Chi‘ S4 ‘ . J C |MeJa‘ Chi| S4 | . ‘ C ‘MeJa| Chi| S4 ‘ . ‘ C |MeJa| Chi‘ S4
Time (day)
0 2 Agata 0O Red Pontiac s

Figure 43e : Accumulation de ’acide p-coumarique de deux variétés. a : Agata, b : Red-
Pontiac. C : témoin ; Meja : méthyl-jasmonate ; Chi : Chitosane ; Sa : Acide salicylique ; Pc :
Pectobacterium Carotovorum ; Pa : Pectobacterium Atrosepticum. Les valeurs sont

représentées en moyennes + écart type (n=3). Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont
pas significativement différentes (p > 0,05).
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Figure 43f : Accumulation de ’acide férulique deux variétés. a : Agata, b : Red-Pontiac. C :
témoin ; Meja : méthyl-jasmonate ; Chi : Chitosane ; Sa : Acide salicylique ; Pc :
Pectobacterium Carotovorum ; Pa : Pectobacterium Atrosepticum. Les valeurs sont
représentées en moyennes =+ écart type (n=3). Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont
pas significativement différentes (p > 0,05).

v’ Agata

Comme dans la variété Red-Pontiac, I’impact de I’infection sur les teneurs en composés
phénoliques dans les plants prétraités est significativement différent en comparaison aux plants
infectées non traités variant selon le traitement. Chez les plants infectés par le Pc-5890 arrosés
a I’acide salicylique, les teneurs en acides phénoliques sont comme suit : 18 pug/g ms pour
I’acide gallique, 6304 ng/g ms pour 1’acide chlorogénique, 110 pg/g ms p-coumarique et 80
pug/g ms pour le pyrocatechol et 351 pg/g ms pour la quercétine sont significativement plus
¢levés que chez les plants infectés sans aucun prétraitement (Figure 43 a, ¢, e & g). L’exposition
des plants au méthyl-jasmonate a ¢galement induit des augmentations de CGA (4355 ug/g ms),
de PYR (207 pg/g ms) et de CAF (120 pg/g ms) chez les plants infectés par Pc-5890 (Figure
43b & d).
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Figure 43g : Accumulation de la quercétine de deux variétés. a : Agata, b : Red-Pontiac. C :
témoin ; Meja : méthyl-jasmonate ; Chi : Chitosane ; Sa : Acide salicylique ; Pc :
Pectobacterium Carotovorum ; Pa : Pectobacterium Atrosepticum. Les valeurs sont
représentées en moyennes + écart type (n=3). Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont
pas significativement différentes (p > 0,05).

L’accumulation de grandes quantités de I’acide gallique (Figure 43a) dans les plants
Agata infectés et prétraités est comparable a la réponse a I’¢licitation dans des suspensions de
cellules de tabac dans lesquelles une résistance systémique aux agents pathogenes est induite
apres ’activation de la voie phénylpropanoide (Van Loon et al., 2008). De plus, I’acide gallique
est le composant principal des tanins (Daneshfar et al., 2008) qui forme des composés trés
stables apres liaison aux protéines, il participe probablement a I’inhibition des enzymes
pectinolytiques de Pectobacterium chez les plants traités. Aprés le prétraitement avec le

chitosane, les niveaux de I’acide férulique (Figure 43f) a augment¢ significativement (p <0,05).

Chez les plants infectés, comme ce fut le cas chez les plants stimulés par 1’acide
salicylique et inoculés avec la Pa-5889. Dans les plants infectés par Pa-5889, seuls deux
composés ont entrainé une augmentation significative (p <0,05) des leurs taux : les acides
caféiques et p-coumarique (Figure 43d & e). Cependant, I’acide chlorogénique demeure

inchangé dans les plants traités avec du chitosane ou avec du I’acide salicylique.
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Les concentrations de 1’acide gallique sont significativement différentes (p <0,05) chez
les plantes prétraitées avec de l'acide salicylique par rapport a celles recevant le méthyl-
jasmonate ou chitosane, alors que la teneur en quercétine ne variait pas d’une manicre

significative par rapport a I’infection dans les conditions de traitement (Figure 43g).

Ainsi, dans les deux cultivars de pomme de terre, un changement significatif (p <0,05)
dans la composition phénolique est observé aprés que les plants sont infectés avec le Pc-5890
ou le Pa-5889. Ces résultats sont en accord avec ceux de Hukkanen et al., (2007) qui ont signalé
des changements dans la teneur totale en composés phénoliques solubles de fraisiers prétraités
au benzothiadiazole, 7 jours apres I’inoculation avec I’oidium. Les plants de Red-Pontiac ou
d’Agata infectés par I’une ou I’autre souche présentent des taux de phénols cibles inférieurs a

ceux des témoins non traités et non inoculés et des plants prétraités et non inoculés.
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III. Discussion

Les polyphénols sont un important groupe de métabolites secondaires chez les plants
qui participent a la défense contre les infections des agents pathogenes tels les bactériennes. Ils
sont doués d’une activité toxique anti-microorganisme. Ils affectent leur perméabilité
membranaire et leur activité enzymatique (Walton, 1997). Les composés impliqués dans les
processus de défense sont généralement produits de maniére constitutive dans la plante mais
leur biosynthése peut étre améliorée par stimulation ou aprés une attaque par un agent
pathogene (Hukkanen et al., 2007). Le phénomene de résistance induite impliquant souvent un
métabolisme phénolique accru présente un grand intérét en tant que méthode de contrdle des
maladies bactériennes des plantes. Les mécanismes de défense endogeénes des plantes peuvent
étre activés par des produits chimiques non toxiques pour induire une résistance a long terme
et a spectre large (Pourcel et Grotewold, 2009). La résistance induite aux agents pathogénes
varie selon les familles de plantes et des espeéces, ce qui se traduit par une gamme variable de
métabolites secondaires et de protéines liées a la pathogénicité (Pathogenesis Related Proteins)
synthétisée. La résistance induite est fréquemment impliquée dans I’accumulation de composés

phénoliques solubles ou liés a la paroi cellulaire (Hukkanen et al., 2007).

Dans cette étude, les changements dans les modéles de croissance et d’accumulation de
polyphénols chez des plants de pomme de terre infectés par des Pectobacteriums spp
préalablement stimulées avec méthyl-Jasmonate, I’acide salicylique ou le chitosane ont été
déterminés et comparés a ceux obtenus dans des conditions de contrdle (Plants non infectés,
non ¢élicités). Les concentrations de ’acide salicylique et de méthyl-Jasmonate ajoutées au
milieu de culture, bien qu’elles soient faibles (100 uM), elles sont beaucoup plus élevées que
les concentrations endogeénes chez les plantes précédemment déterminées chez les plantes-
témoins et méme infectées (Coquoz et al., 1998 ; Hoysted et al., 2017 ; Klessig et al., 2016).
L’objectif principal de cette expérience est d’étudier les effets protecteurs de méthyl-jasmonate,
I’acide salicylique et le chitosane ajoutés de manicre exogene dans la solution d’arrosage des
plants de pomme de terre infectés par les Pectobacteriums. Notant que les deux cultivars de
pomme de terre Red-Pontiac et Agata ont réagi différemment aux éliciteurs et a 1’exposition

aux souches bactériennes.

La réponse a I’infection dépend également du fait que le cultivar est prétraité (stimulé)
deux jours auparavant ou non. La stimulation des deux variétés aurait permis d’accroitre la

croissance des plantes et de minimiser les zones de 1ésion d’infection, ainsi que I’accumulation
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en composées phénoliques qui sont bien plus élevées comparées aux plantes non prétraitées.
L’efficacit¢ de 1’acide salicylique et méthyl-Jasmonate dans I’induction des réactions de
défenses des plantes contre les agents pathogenes est démontrée avec différents pathosystémes
(Cueto-Ginzo et al., 2016), mais des études plus approfondies sont nécessaires pour déterminer
quels composés phénoliques sont les plus actifs contre les infections bactériennes chez la
pomme de terre. D’apres, Ruelas et al., (2006), I’acide chlorogénique semble étre 1’é1ément de
réponse a une série de stress environnementaux, ce qui est démontré par son accumulation
¢levée en réponse a I’attaque de 1’agent pathogene et représentant un mécanisme de défense
contre cet agent. La synthése de CGA est également induite par des blessures ou par le
traitement avec un éliciteur comme observé dans le tubercule de pomme de terre (Matsuda et
al., 2005). L’acide chlorogénique est présent dans le péri-derme de la pomme de terre possédant
un effet toxique sur la Streptomyces scabies, 1'organisme responsable de la gale de la pomme

de terre (Vermerris et Nicholson, 2006a).

En général, il y a plus de composés de CGA dans les tubercules de cultivars résistants
au pathogéne que dans les tubercules de cultivars sensibles (Vermerris et Nicholson, 2006b),
ce qui explique I’accumulation ¢levée dans la variété Red-pontiac par rapport a la variété Agata.
Des études menées sur le comportement alimentaire sur Heliothis zea, un vers de fruits de la
tomate et sur Spodoptera exigua, 1égionnaire de la betterave ont démontré le mécanisme par
lequel les composés phénoliques tels que I’acide chlorogénique fournissent une défense vis-a-
vis de ces insectes (Vermerris et Nicholson, 2006b). Lors de I’interaction plante pathogeéne, les
polyphénols oxydases qui sont séparées par compartiments de 1’acide chlorogénique dans les
cellules de la plante entrent en contact avec leur substrat et transforment I’acide chlorogénique

en chlorogénoquinone toxique.

Cette quinone est un ¢lectrophile hautement réactif et réagira avec les groupements
nucléophiles —SH et -NH2 dans les protéines. Il en résulte la réticulation des protéines avec
I’acide chlorogénique, ce qui réduit la disponibilité d’acides aminés et de protéines libres pour
I’agent pathogeéne (Vermerris et Nicholson, 2006b). D’aprés, Hoffman, (2003), 1’acide
chlorogénique pourrait étre rapidement mobilisé pour conduire, a partir de ’acide caféique
libéré, aux dérivés hydroxycinnamiques notamment lors de la réaction d’hypersensibilit¢ (RH)
de Nicotiana tabacum, induite par le VMT a de nombreux composés phénoliques qui
s’accumulent a proximité du site d’infection. Parmi ces molécules, on retrouve les différentes
isoformes de CGA et des esters quiniques d’acide férulique et d’acide p-coumarique et d’acide

gallique.
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L’accumulation des composés phénoliques étudiés dans les deux cultivars de pomme de
terre, en général, accroit lorsque le milieu contient des hormones liées au stress : L’acide
salicylique et méthyl-jasmonate ainsi que I’¢liciteur tel le chitosane. En revanche, la production
de phénol décroit dans les plantes non traitées apres I’inoculation avec 1’'une des deux souches
de Pectobacterium. Les taux les plus €levés de ’acide chlorogénique sont obtenus dans les
plantes de Red-Pontiac, tandis que I’accumulation de I’acide p-coumarique, d’acide caféique et
de I’acide férulique sont plus ¢élevés dans la variété Agata. Une corrélation positive est trouvée
entre ces trois composés phénoliques : I’acide p-coumarique, ’acide caféique et 1’acide

férulique (tableau 1, 2).

Les résultats obtenus indiquent que dans les plantes Red- Pontiac stimulées par le Méthyl-
jasmonate ou par le chitosane ou par I’acide salicylique ont un rdle dans 1’activation de la voie
shikimique, la formation de phénylpropanoide et la voie de I’acide benzoique dans une mesure
similaire puisque les acides férulique et le p-coumarique et le Pyrocatechol ont enregistré des

augmentations a des taux similaires en T2, bien que le contenu final est différent T5.

En ce qui concerne les parametres de croissance, il existe un coefficient de corrélation
¢levé avec I’acide p-coumarique pour la variété Agata (tableau 2) et un coefficient de corrélation
inférieur pour Red-Pontiac (tableau 1). En revanche, un coefficient trés ¢levé entre les

parametres de croissances et I’acide férulique pour la variété Red-Pontiac est trouvé.

La voie de biosynthése de 1’acide chlorogénique dépend de la synthése précédente des
acides p-coumarique, caféique et férulique (Figure 44). La production de 1’acide chlorogénique
est probablement plus rapide ou plus favorisée chez la variété Red-pontiac que la variété Agata.
Les étapes de biosynthése précédentes étant plus actives que chez Agata ou elles peuvent étre
plus restrictives. La faible augmentation générale de 1’accumulation de I’acide caféique lorsque
les plantes sont prétraitées par les trois éliciteurs peut étre due a la formation ¢élevée de 1’acide
chlorogénique puisque cet acide caféique est transformé en caféoyl-CoA (Koshiro et al., 2007)
pendant la formation de 1’acide chlorogénique (voir synthése CGA). La forte corrélation entre
les niveaux des trois intermédiaires phénoliques et I’acide chlorogénique dans les deux cultivars

(tableaux 1, 2) corroborerait cette explication.
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Agata  GAL CGA PYR CAF P COM FRU QRC Taille Poids Feuilles

GAL | 1
CGA | 0.42%* 1
PYR | 0.32% 0.69%** 1
CAF | 0.46%*  0.56%* 0.57%% 1
P _COM | 0.30* 0.57** 0.07 0.29* 1
FRU | 0.35%* 0.17 0.29* 0.25 0.03 1
ORC | 0.40%*%  0.43%* -0.02 0.41%*  0.51%* 0.17 1
Taille | 0.56**  0.38%* 0.04 0.21 0.64%** 0.03 0.52%* 1
Poids | 0.54**  0.46%* 0.09 0.15 0.72%%* 0.14 0.56%**  0.88*** ]

Feuilles | 0.59%*  0.33% -0.03  0.03 0.55%* 0.03 027 0.71%%%  (.73%%% ]
Tableau 1 : tableau de corrélation entres les parametres de croissance et parametres
physiologiques pour la plante Agata. En rouge : corrélation positive. En noir pas de corrélation.
Corrélations significatives marquées a p <,05. *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001.
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Figure 44 : Oxydation de l'acide chlorogénique (Vermerris et Nicholson. 2006b) par la
polyphénoloxydase (PPO), entrainant chlorogénoquinone, qui peut réagir avec les groupes
nucléophiles dans les protéines pour donner le composé intermédiaire (the cross-linked
compound), qui peut réagir avec une autre molécule de protéine pour donner le compose finale
(protéines inactives). R représente le résidu quinate tandis que R1 et R2 indiquent différents
résidus d'acides aminés.
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Cependant, comme les acides p-coumarique, férulique et caféique sont également
impliqués dans la production de lignine (Mahesh et al, 2007 ; Steck, 1968), il est nécessaire
d’en savoir plus sur le métabolisme de ces composés dans nos conditions expérimentales pour
confirmer cette possibilité. Zhou et al, (2018) ont également montré que I’acide salicylique et
I’oligochitosane induisent des activités significativement plus élevées des enzymes impliquées
dans la biosynthése des acides phénoliques et de la lignine dans les agrumes inoculés avec des
spores de champignons au bout de quelques jours réduisant, ainsi, I’incidence de 1’infection et

le diametre des lésions.

RP GAL CGA PYR CAF P COM FRU QRC Taille Poids Feuilles

GAL | 1

CGA | 0.70%** 1

PYR | 0.45% 0.10 1

CAF | 0.59%* 0.75%** (.12 1
P _COM | 0.82%**  0.60** 0.55%% 0.55%* 1

FRU | 0.80%%*  (.56%* 0.57*%  0.47* 0.77%** 1

ORC || 0.32% 0.13 0.37* 0.14 0.32%* 0.52%* 1
Taille | 0.48* 0.49%* 0.13 0.58** 0.30* 0.58** 0.46* 1

Poids | 0.56** 0.59%* 0.32 0.68%*  (0.53%* 0.50** 0.35* 0.57** 1

Feuille | 0.34* 027 024  041% 023 0.38%  0.32% 0.64%F  0.58% 1
Tableau 2 : tableau de corrélation entres les parameétres de croissance et les paramétres
physiologiques pour la plante Red-Pontiac. En rouge : corrélation positive. En noir pas de
corrélation. Corrélations significatives marquées a p < 0,05. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001.

D’autre part, 1I’étape de 1’hydroxylation convertissant 1’acide cinnamique en acide p-
coumarique est activé a un degré similaire par le chitosane et 1’acide salicylique chez Agata et
Red-Pontiac car ’augmentation de [’acide p-coumarique dans chaque cultivar n’est pas
significativement différente apres la stimulation (Figure 30e). Cependant, Agata avait des
niveaux constitutifs de ce composé significativement plus ¢élevés que dans le Red-Pontiac. De
plus, les niveaux de 1’acide p-coumarique chez les plantes d’ Agata traitées avec le chitosane ou
I’acide salicylique et infectées par Pa-5889 ne sont que légerement inférieures (116 pg/g ms et
109 pg/g ms respectivement) a celles des plantes élicités non inoculées. Pour Red-Pontiac,
I’infection par Pa-5889 et Pc-5890 ont entrainé une nette diminution de 1’acide p-coumarique

par rapport aux plantes €licités non inoculées. Chez les plantes Agata non ¢licitées, 1’inoculation
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avec I’'une des souches bactériennes induit une diminution de tous les composés phénoles cibles,
ce qui indique une défaillance de résistance aux deux souches bactériennes. Un effet similaire
est également observé chez la variété Red-Pontiac non traités apres infection par Pc-5890.
Cependant, I’inoculation avec Pa-5889 a entrainé une augmentation de 30% de la pyrocatechol,
da a I’acide caféique et de teneur en quercétine presque quatre fois plus élevés que dans les

plantes non-inoculées aux 5 jours de culture.

En effet, les taux de quercétine sont nettement plus élevés chez les Red-Pontiac
prétraités que chez les plantes Agata, ce qui indique 1’activation de la voie des flavonoides dans
la variét¢é Red-Pontiac. Cette grande réponse métabolique de Red-Pontiac a la souche
bactérienne Pa-5889 suggere une résistance plus élevée. Les agents pathogeénes sécrétent des
acides organiques pour faciliter leurs colonisations des tissus des plantes. Cette derniere produit
des substances pectiques susceptibles d’hydrolysées les enzymes pectolytiques sécrétées par la

bactérie ou le champignon (Reddy et al., 2000).

La résistance des plantes aux attaques d’agents pathogenes s’exprime généralement par
le nombre réduit de sites infectés, la gravité de la maladie (Dann et Deverall, 2000) et
I’accumulation accrue de métabolites secondaires tels que les phytoalexines (Verhagen et al.,

2010).
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IV. Conclusion

L’infection par la souche Pc-5890 a eu un effet plus négatif sur les cultivars de pomme
de terre que Pa-5889, précisément, en ce qui concerne la croissance des plantes. Par conséquent,
certains des composés phénoliques étudiés se sont accumulés a des niveaux plus ¢élevés que
d’autres dans les plantes infectées par Pa-5889. Compte tenu de tous les résultats, y compris de
la capacité de croissance et de 1'accumulation phénolique dans les plantes prétraitées et non
prétraitées apres une infection bactérienne, Red-Pontiac a produit une réponse métabolique plus
grande contre l'infection a Pectobacterium qu’Agata, entrainant une plus grande résistance
contre les agents pathogeénes. La souche Pc-5890 est plus virulente que Pa-5889.

L’amélioration de la croissance et de la santé¢ des plantes prétraitées apres l'infection
suggere que les réponses de défense des plantes de pomme de terre peuvent étre efficacement
augmentées par un traitement avec des éliciteurs de biosynthése et 1'accumulation des
métabolites secondaires. Parmi les composés étudiés, 1’acide salicylique est le plus efficace en
termes d'induction de syntheses des composées phénoliques.

Les données obtenues suggerent que 1’acide salicylique joue un réle clé dans la défense
des plants de pomme de terre contre les pathogénes Pectobacterium. Bien que les niveaux de
ce compos¢ apres ¢licitation (a I’exclusion du traitement par SA) et/ou l'inoculation par l'agent
pathogéne ne soient pas quantifiés, il serait d'un grand intérét de quantifier les niveaux a l'avenir
et de mesurer d'autres composés clés impliqués dans la défense des plantes contre les agents
pathogénes. Bien que MeJa soit également efficace a cet égard, son impact négatif sur les
parameétres de croissance constitue un inconvénient majeur pour les applications pratiques. Une
telle stratégie pourrait constituer la base d'une solution contre les agents pathogenes des cultures
de pommes de terre car elle constitue un systéme respectueux de I'environnement et susceptible

de limiter 1’utilisation de pesticides ayant des effets agressifs sur celui-ci.
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L’étude réalisée sur I'induction des réactions de défense est effectuée sur des plants de
pomme de terre (variétés Red-pontiac et Agata) et de suspension cellulaire (seul la variété Agata
est testée). L’étude comparative des effets des €liciteurs sur la croissance, 1’induction de la PAL

et la synthése de composé phénolique nous conduit a tirer les conclusions suivantes :

v L’analyse des paramétres de croissance dans la présente étude n'a révélé aucune toxicité
des produits utilisés comme ¢€liciteurs sur les plants ou sur les suspensions cellulaires de
pomme de terre, a I’exception de MeJa qui inhibe temporairement et légerement la
croissance des plants de pomme de terre. Les deux autres éliciteurs (Chitosane et acide
salicylique) et I’extrait des LPS bactérienne se sont avérés bénéfiques pour la
croissance.

v L’association de I’éliciteur a l'infection par le pectobacterium ou 1’extrait bactérienne
induit des teneurs élevées en composé€s phénoliques et une meilleure résistance a
I’infection.

v' Lorsque les plants élicités sont infectés par le pectobacterium spp, nous apercevons une
réponse de résistance au pathogeéne intense et accrue au niveau d'accumulation de
composées phénolique. Elle est de méme chez les suspensions cellulaires avec une

augmentation de l'activité PAL qui accompagne le traitement par le LPS bactérienne.
Perspectives.

v' L’examen de meilleures fagons d'incorporer ces produits naturels dans les stratégies de
lutte intégrée contre les ravageurs reste a poursuivre dans de nombreuses grandes
cultures. Celles-ci conduiront a la conception d’applications/formulations spécifiques
adaptées a divers stades de croissance et de développement des plantes afin d'obtenir un
meilleur contréle d'une maladie spécifique ou d’un complexe de maladies cohabitantes.

v" D’un point de vue plus général, des analyses approfondies des réponses aux éliciteurs
devraient permettre d'identifier leurs cibles moléculaires.

v L’intégration des différentes approches menées avec différents éliciteurs et extraits
bactériennes (LPS), devraient contribuer a définir les bases génétiques et moléculaires
du phénomene de stimulation de défense.

v Dans le souci de la protection de I’environnement, il est recommandé de faire des tests

de biodégradabilités de 1’acide salicylique, du chitosane et de méthyl-jasmonate dans le
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sol afin de préserver la nature ainsi que le produit (rendement et qualité des produits

alimentaires).

Ce travail a permis de tester une nouvelle approche d’étude des phénomenes
d’induction de la réaction de défense chez la pomme de terre et de démontrer I’importance de
I’activité de la PAL et les composées phénoliques dans la résistance aux pectobacteriums spp

et la biosynthése de composés phénoliques.
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Annexes 1
a croissance en taille b croissance en pOidS ¢ croissance en nombre de
feuilles
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Figure 29 : évolution de la croissance dans les conditions de contréle : a : taille, b : poids, ¢ : nombre de feuilles

Annexes 1. Courbes d'étalonnages

LC Calibration Report

Processing Method:  Polifenois_SAID_3 System: UPLC_2
Meoc s oo mimen Bl okl ad M. ACMa Cmnml: 275_0nm
Proc. Chnl. Descr.. PDA 275.0 nm
Date Calibrated: 29/May/14 11:26:47 CEST
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Peak Name: Gallic; RT: 5.082; Fit Type: Linear (1st Order), Cal Curve Id: 2805; R: 0.999768; R"2:
— 0.999536; Weighting: None; Equation: Y = 4.82e+004 X - 1.79e+003; Normalized Intercept/Slope:
-0.006929; RSD(E): 2.566563

Figure 1 : Courbe d'étalonnage de I’acide gallique pour le dosage de GA.
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Peak Name: Chlorogenic; RT: 10.056; Fit Type: Linear (1st Order), Cal Cune Id: 2806, R: 0.999730;
R*2: 0.999460; Weighting: None; Equation: Y = 1.49e+004 X + 5.29e+002; Normalized Intercept/Slope:
0.006888; RSD(E): 2.715704

Figure 2 : Courbe d'étalonnage de I’acide chlorogénique pour la quantification de CGA.
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-0.004846; RSD(E). 2.303816

Figure 3 : Courbe d'é¢talonnage de Pyrochatechol pour la quantification de PYR.
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Peak Name: Caffeic; RT: 11.763; Fit Type: Linear (1st Order), Cal Curve Id: 2808; R: 0.999596; R"2:
— 0.999192; Weighting: None; Equation: Y = 3.27e+004 X + 4 01e+003; Normalized Intercept/Slope:
0.023178; RSD(E): 3.251237

Figure 4 : Courbe d'¢talonnage de I’acide caféique pour la quantification de CAF
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—— R"2: 0.999205; Weighting: None, Equation: Y = 4.90e+004 X + 6.80e+003; Nomalized Intercept/Slope:
0.026289; RSD(E): 3.212203

Figure 5 : Courbe d'étalonnage de I’acide p-coumarique pour la quantification de p-COM
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Peak Name: Ferulic; RT: 16.004, Fit Type: Linear (1st Order);, Cal Cune Id: 2810; R: 0.999617, R*2:
——— 0.999234; Weighting: None; Equation: Y = 2.79e+004 X+ 4.42e+003; Normalized Intercept/Slope:
0.030091; RSD(E): 3.136961

Figure 6: Courbe d'étalonnage de I’acide Ferulique pour la quantification de FRU.
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Figure 7 : Courbe d'é¢talonnage de quercétine pour la quantification de QRC
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Annexe 2. Profile Chromatogrammes de quelques échantillons de plante de pomme de
terre par HPLC-DAD

1. Variété Agata :
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Figure 8. Profile chromatographiques de I’échantillons Ag 1 correspondant T0-Ctr.
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Figure 9. Profile chromatographiques des échantillons Ag 11 correspondant T5-Ctr
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Figure 10. Profile chromatographiques des échantillons Ag 45 correspondant T5-Chi-Pc
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Figure 11. Profile chromatographiques des échantillons RED 3 correspondant TO-Ctr
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Annexe 3 : Spectres ultraviolet (UV) des standards

Gallic acid
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2. Chlorogenic acid
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3. Pyrocatechol
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4. Caffeic acid
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5. p-coumaric acid
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6. Ferulic acid
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Annexe 4: Murashige and Skoog Medium
Catalog Number M5519

Storage Temperature 2—8 °C

Producted by sigma aldrich

Product Description: Classic plant cell culture medium containing macro and micronutrients,
and vitamins.1

Macronutrients Mg/ L
Ammonium nitrat 1,65
Calcium chloride 332.20
Magnesium sulfate (anhydrous) 180.70
Potassium phosphate monobasic 170.0
Potassium nitrate 1,900
Micronutrients

Boric acid 6.20
Cobalt chloride 0.0250
Ferrous sulfate 27.80
Manganese sulfate monohydrate 16.90
Potassium iodide 0.830
Sodium molybdate dihydrate 0.250
Zinc sulfate heptahydrate 8.60
NaFe-EDTA 37.260
Cupric sulfate pentahydrate 0.0250
Vitamins and organic compounds

myo-Inositol 100
Nicotinic acid 0.50
Pyridoxine hydrochloride 0.50
Thiamine hydrochloride 0.10

Glycine 2.0




Résumé

Les pectobacteriums exercent une action directe provoquant la pourriture molle et la jambe noire
sur le végétal mais surtout indirecte en facilitant 1’action de nombreux autres phytopathogeénes.
Conscients de cette problématique, nous avons adopté la stimulation par le méthyle-jasmonate, 1’acide
salicylique ainsi que le chitosane afin d’induire les mécanismes de défenses naturels sur les plants et
sur les suspensions cellulaires de pomme de terre. En premiere temps, on étudie ’effet de chitosane
sur des cultures cellulaires en suspension traitées par 1’extrait de Pa-5889. En deuxiéme lieu, on suit
I’effet des éliciteurs sur deux cultures de plants de pomme de terre (Agata et Red-pontiac) inoculées
par Pc-5890 ou Pa-5889.

La croissance et la production de plusieurs composés phénoliques de défense sont déterminées
chez des plantes traitées et non traitées ainsi que sur des plantes inoculées ou pas. L’acide salicylique
et le chitosane offrent plus de protection contre les attaques bactériennes sans nuire a la croissance des
plantes on se basant sur les niveaux élevés de composés phénoliques et les symptdmes de I’infection
sur les feuilles des plantes inoculées. La stimulation par le chitosane et les LPS de Pa-5889 sur les
suspensions cellulaires offrent une activité PAL et une accumulation de CGA élevées.

Les plantes et les suspensions cellulaires produisent et accumulent ces métabolites secondaires
pour prévenir toute attaque préalable contre les infections. Une production élevée de métabolites
secondaires est accompagnée de moins de dommages observés sur les feuilles, les tiges de plante et
une meilleure croissance de la biomasse cellulaire vis-a-vis des Pectobacteriums.

Abstract

Pectobacteriums exert a direct action causing soft rot and blackleg on the plant, but above all
indirectly by facilitating the action of many other phytopathogens. Aware of this problem, we have
adopted stimulation with methyl jasmonate, salicylic acid and chitosan, in order to induce natural
defense mechanisms on potato plants and cell suspensions. First, we study the effect of chitosan on
cell cultures in suspension treated with the extract of Pa-5889 and secondly we follow the effect of
elicitors on two-potato plant cultures (Agata and Red- pontiac) inoculated with Pc-5890 or Pa-5889.

Growth and production of several defense phenolic compounds were determined in treated and
untreated plants as well as in inoculated and uninoculated plants. Salicylic acid and chitosan offer
more protection against bacterial attack without harming plant growth based on the high levels of
phenolic compounds and the symptoms of infection on the leaves of inoculated plants. Stimulation
with chitosan and LPS (Pa-5889) on cell suspensions provide high PAL activity and high CGA
accumulation.

Plants and cell suspensions produce and accumulate high secondary metabolites to prevent any
prior infection attack. High production of secondary metabolites are accompanied by less observable
damage in leaves, plant stems against Pectobacteriums and better cell biomass growth.
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