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Introduction

Introduction

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) est I’'une des plantes les plus
importantes de la famille des Solanacées, qui regroupe par ailleurs d’autres plantes d’une
importance économique majeure telles que les aubergines, les piments, les poivrons et les

tomates.

La culture de la pomme de terre peut subir des dommages liés a ’attaque de
ravageurs animaux, mais elle peut également étre la cible de nombreuses maladies
parasitaires dues a des agents pathogénes aussi variés que des champignons, des bactéries

et des virus.

La pourriture molle de la pomme de terre est une maladie d’importance planétaire,
qui occasionne des pertes économiques considérables en culture et en entrepdt. En
Algérie, 70% des refus sont attribués aux problémes phytosanitaires dont 32% a des

probleémes de pourriture molle (Yahiaoui-Zaidi et al., 2003).

Il n’existe actuellement aucun moyen de lutte efficace contre cette maladie, causée
par les bactéries pectinolytiques du genre Pectobacterium, essentiellement
Pectobacterium carotovorum ssp. carotovorum. L’arsenal de pathogénécité de cette
bactérie est constitué d’une variété d’enzymes extracellulaires (protéases, pectates lyases,
pectates hydrolases, etc.) qui sont responsables de la dégradation des principaux

constituants de la paroi végétale et de la macération des tissus.

Les végétaux sont connus depuis longtemps pour renfermer différents métabolites
secondaires connues pour leur intérét dans la physiologie végétale (défense de la plante
contre les attaques microbiennes, blessures, etc.). Depuis longtemps ’homme exploite les
propriétés de ces métabolites a son profit dans différents domaines (médecine, industries
chimiques, pharmacologie, agroalimentaire). Les nombreuses recherches ont montré les
propriétés biologiques diverses de ces composés particulicrement des composés
phénoliques. Ces composés sont largement utilisés en thérapie comme vasculoprotecteurs,
anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques (xanthine oxydase, lipoxygénase, etc.),

antioxydants et antimicrobiens (Ghedira, 2005).
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Une enquéte ethnobotanique a permis aux auteurs de découvrir que des macérations
et des décoctions des parties aériennes de Pistacia lentiscus L. et d’Olea europaea L.
¢taient utilisées dans le traitement de diverses infections microbiennes (Baba-Aissa,
1991 ; Markin ¢ al., 2003). De méme des extraits aqueux de feuilles d’Olea europaea L. et
de Pistacia lentiscus L. ont montré une activité antibactérienne vis-a-vis de certaines
bactéries résistantes aux antibiotiques (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, etc.) et
antifongique vis-a-vis de Candida albicans (Markim et al., 2002 ; Hayder et al., 2005).

Certains composés phénoliques isolés du grignon d’olive (oleuropé€ine, acide p-
hydroxybenzoique, etc.) ont montré une activité antibactérienne contre certaines bactéries
Gram négatives telles que Escherichia coli, Bacillus cereus et Klebsiella pneumoniae, et

antifongique vis-a-vis d’Aspergillus flavus et Aspergillus parasitisus (Aziz et al., 1998)

Ce potentiel antimicrobien des composés phénoliques est actuellement démontré en
phytopathologie : des extraits phénoliques de plantes médicinales se sont avérés efficaces
contre certaines maladies végétales telle que la rouille du pommier causée par Erwinia

amylovora (Baysal et Zeller, 2004).

En absence de traitement phytosanitaire efficace contre la pourriture molle, les
bio-phénols des plantes peuvent présenter une alternative non négligeable a exploiter. Ce
travail s’inscrit dans la perspective de valorisation de Pistacia lentiscus L. (feuilles) et
de’Olea europaea L. (feuilles et grignon d’olive) dans la lutte contre la pourriture molle.
Nous nous somme intéressés a ces deux plantes médicinales pour étudier leur pouvoir

antibactérien a 1’égard de P. carotovorum ssp. carotovorum inféodée a la pomme de terre.

Apres évaluation in vitro de I’activité antibactérienne des extraits et détermination
de leur CMI vis-a-vis de P. carotovorum ssp. carotovorum, nous avons mesuré¢ 1’effet de

ces extraits sur la pathogénicité de cette bactérie sur tubercules de Solanum tuberosum L.
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I. Pomme de terre

I.1. Aspect botanique

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) a été décrite par Linné en 1753. Elle
appartient a I’embranchement des spermaphytes, a la classe des dicotylédones et a 1’ordre
des Solanales (Spichiger et al., 2004). Solanum tuberosum L. est I’'une des plantes les plus
importantes de la famille des Solanacées, qui regroupe par ailleurs d’autres plantes d’une
importance économique majeure telles que les aubergines, les piments, les poivrons et les
tomates (Grison, 1983). Il s’agit d’une espece herbacée, vivace et cultivée comme une
espece annuelle (Rossignol et Rousselle-Bourgeois, 1996).

Les tiges de la pomme de terre sont gréles et atteignent Im au maximum. Les
feuilles sont longues, pennées a folioles ovées, alternes et insérées par paires le long du
rachis qui se termine par une foliole unique (Figure 1). Les fleurs sont groupées en une
inflorescence cymeuse, située a ’extrémité de la tige. Elles peuvent étre blanches,
violettes, rosatres ou bleuatres. Le tubercule peut étre de grosseur et de forme variable,
allant du rond oblong au plus au moins aplati selon les variétés. La couleur de sa peau
varie entre le blanc, le jaune, le rose, le rouge et le violet tandis que sa chair est soit

blanche, soit jaune (Grison, 1983 ; Rousselle et al., 1996).

Figure 1 : Solanum tuberosum L. (Rousselle et al., 1996).

I.2. Production mondiale et algérienne
Avec plus de 330 millions de tonnes, la pomme de terre est la quatrieme production

mondiale aprés le mais, le blé et le riz. Les principaux producteurs sont par ordre, la

-3-
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Chine, la Fédération de Russie, I’Inde, I’Ukraine et les Etats-Unis avec respectivement
73.5, 37.3, 25, 19.5 et 19.1 millions de tonnes.
Avec une production totale de 2.16 millions de tonnes en 2005, I’Algérie est le

deuxieéme producteur de pommes de terre en Afrique apres I’Egypte (FAO, 2005).

1.3. Pourriture molle de 1a pomme de terre

La pomme de terre est soumise a l’attaque de maladies diverses dues a des
champignons (Phytophtora infestans, Fusarium sp., etc.), des virus (PVA, PVY, PVX,
etc.), des bactéries (Pectobacterium sp., Pseudomonas solanacearum, etc.) et des
nématodes. Ces pathogénes, en infectant le feuillage, les racines et/ou les tubercules,
provoquent des manques a la levée, un affaiblissement des plants, une mort prématurée
et/ou une mauvaise qualité des tubercules. De plus, diverses maladies peuvent apparaitre
ou continuer a se développer sur les tubercules pendant la période de conservation telle
que la gale argentée, la pourriture molle, etc. (Rouselle et al., 1996). En Algérie, 70% des
causes de refus sont attribués aux problémes phytosanitaires dont 29% a des viroses et

32% a des pourritures molles.

1.3.1. Agent causal

Les bactéries pectinolytiques du genre Pectobacterium (anciennement appelé
Erwinia) sont connues pour étre responsables des dégats occasionnés sur pomme de terre.
Ce genre est divisé en deux especes P. chrysanthemi et P. carotovorum. Cette dernicre est
divisée en cinq sous-especes parmi lesquelles deux (P. carotovorum ssp. carotovorum
(Pcc) et P. carotovorum ssp. atrosepticum (Pca)) sont largement inféodées a la pomme de
terre. Seule Pcc fait 1’objet de notre travail.

P. carotovorum ssp. carotovorum est une entérobactérie a large spectre d’hdtes,
distribuée aussi bien dans les zones tempérées que tropicales (Salmond, 1994). Une étude
réalisée par Yahiaoui-Zaidi et al. (2003), sur le polymorphisme de I’ADN amplifié¢ d’un
grand nombre de souches de Pcc, a montré une grande diversité au sein de cette sous-
espece, ce qui explique sa grande répartition géographique. Cette sous-espece est présente
dans 1I’eau, le sol, sur les insectes et nématodes et a la surface des feuilles. Elle posséde un

optimum thermique allant de 20 a 30°C (De Boer, 1994)



Partie bibliographique

1.3.2.Description de la maladie

La pourriture molle est ’'une des maladies bactériennes de la pomme de terre,
responsable des pertes économiques importantes a 1’échelle mondiale. La maladie peut se
propager en entrepOt a partir de tubercules infectés au champ (De Boer, 1994).

En conservation, les tubercules présentent tout d’abord de petites taches huileuses de
3 4 5 mm de diametre au niveau des lenticelles. Les taches translucides grandissent en
diamétre et en profondeur dans les conditions qui favorisent le développement de la
maladie, telles que I’humidité, 1’anaérobiose, etc. Le tissu s’affaisse autour du pore et
forme des Iésions déprimées, et les tissus sous épidermiques deviennent spongieux et se
crevassent. Les parties infectées sont d’abord de couleur créme, elles passent ensuite au
brun et laissent suinter une substance visqueuse d’odeur fétide (Figure 2). L’odeur est
provoquée par les bactéries envahissantes secondaires qui se développent dans les tissus
de décomposition. Selon les conditions du milieu ambiant, la maladie évolue en pourriture
séche et les tubercules se momifient, ou en pourriture molle a odeur nauséabonde, leur
chair noircie au contact de I’air et se liquéfie. Cette derniére est de loin la plus redoutable
car elle conduit a la contamination de nombreux tubercules dans le lieu de conservation

(Grison, 1983).

Figure 2 : Pourriture molle d’un tubercule de pomme de terre causée par

Pectobacterium sp. (Rowe, 1995).

1.3.3. Modes de contamination et développement de la maladie

Les semences et les sols infectés représentent une source importante d’inoculum. La
propagation de I’infection au champ est facilitée par les eaux d’irrigation et de pluie, les
insectes, les nématodes et la machinerie contaminée par ce pathogene. La dissémination
en entrepot est de son coOté assurée par le suintement de tubercules pourris et par les

insectes (Toth et al., 2003).
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Les blessures mal cicatrisées, les lenticelles et le stolon des tubercules sont les
principales portes d’entrée des bactéries. L’infection est facilitée par plusieurs facteurs.
L’humidité formée sur le tubercule altére I’anatomiec des lenticelles entrainant leur
ouverture et I’entrée du pathogéne dans les tissus. L’eau semble faciliter le mouvement
des bactéries sur le cortex du tubercule et les solutés peuvent servir de nutriments pour le
métabolisme bactérien. Les conditions d’anaérobie peuvent aussi d’une part, affecter la
membrane cellulaire des tissus de I’hote entrainant la fuite d’eau et de soluté, a travers la
paroi cellulaire et d’autre part, réduire le mécanisme de résistance de 1’hote (Pérombelon,

2002).

Une fois dans I’espace intercellulaire, le pathogéne demeure dans ces zones, parfois
plusieurs mois a 1’état latent. Lorsque les facteurs environnementaux deviennent
favorables, la phase de dormance sera rompue et la phase d’attaque bactérienne se met en
place. Cette derniere se déroule en deux étapes distinctes : une étape primo-invasive, au
cours de laquelle la bactérie se multiplie au point d’infection pour atteindre une densité
cellulaire de 1’ordre de 107 a 10® cellules, puis une phase lytique, marquée par une
production massive d’une grande variété d’enzymes exocellulaires. Durant cette phase les

dégats apparaissent tres clairement sur les végétaux (Smadja et al., 2004).

1.3.4. Moyens de controle de la pourriture molle

Un controle partiel de cette maladie est obtenu par 1’application de certaines
pratiques culturales et sanitaires, et indirectement par [’utilisation de fongicides
chimiques. Quant a I’utilisation de variétés résistantes, elle demeure encore tres

expérimentale.

1.3.4.1. Pratiques culturales et sanitaires

Les pratiques culturales et sanitaires traditionnellement utilisées pour controler le
développement des maladies de la pomme de terre consistent, a éviter de blesser les
tubercules pendant les opérations de récolte et de manutention, & débarrasser les champs
et les entrepdts des résidus de végétaux potentiellement contaminés et a désinfecter les
équipements de lavage et de tri. L utilisation des semences saines, le bon espacement des
plants au champ, I’assurance d’une bonne régie d’entreposage ainsi que la pratique des
rotations de cultures permettent également de réduire 1’incidence de cette maladie (De

Boer, 1994).
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1.3.4.2. Lutte chimique

La maladie se développe facilement sur des tubercules pré-infectés par les
champignons ; I'utilisation de fongicides aide indirectement a controler cette maladie. Les
travaux de De Boer (1994), ont montré que le traitement des tubercules avec le
formaldéhyde et 1’hypochlorite de sodium permet de réduire la quantité d’inoculum
bactérien présent. Par ailleurs, 1’application post-récolte d’acétaldéhyde et de benzoate de
sodium, mélangés a la tourbe, sur les tubercules pendant le transport, a également montré
en conditions expérimentales une certaine efficacité dans la réduction de la sévérité de la
pourriture molle. Une autre étude réalisée par Yaganza (2005), a montré en conditions
expérimentales que, le chlorure d’aluminium, le métabisulfite de sodium et a moindre
degré le benzoate de sodium permettaient une réduction importante de la pourriture molle

causée par Pca et Pcc, in vitro et in vivo.

1.3.4.3. Lutte biologique

La lutte biologique fait partie des méthodes de plus en plus favorisées en
phytopathologie pour contrdler les maladies végétales. Toutefois, son application aux
maladies de la pomme de terre demeure expérimentale. Les travaux de Sharga et Lyon
(1998), ont montré que Bacillus subtilis107 serait actif in vitro, contre deux especes de
Pectobacterium (Pcc et Pca). Dans leurs études récentes, Val et al. (2006) ont utilisé les
lipopolysaccharides (LPS) extraits des deux souches de Pca et de Pcc pour la protection
des tubercules de pomme de terre contre la pourriture molle causée par Pca. Ils ont
montré, en conditions expérimentales que, pour des doses de LPS et d’inoculum
correspondant respectivement a 50 pg/ml de LPS et 10’ UFC/ml, une protection est

observée apres 24 heures de traitement.

II. Interaction pomme de terre- Pectobacterium

IL.1. Facteurs de pathogénicité
Les molécules présentes a la surface cellulaire de la bactérie ou excrétées dans le

milieu extracellulaire, peuvent agir comme des déterminants de pathogénicité.

I1.1.1. Constituants périphériques
II.1.1.1. Sidérophores : ce sont des composés de faible poids moléculaire qui lient le

fer disponible dans I’environnement immédiat, avec une trés grande spécificité et le
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véhiculent a I’intérieur de la cellule bactérienne. Le fer étant essentiel lors du processus
infectieux, son acquisition se fait par la synthese de sidérophores. Les P. carotovorum

synthétisent des sidérophores de type catéchol (Expert, 1999).

II.1.1.2. Flagelles : ils permettent aux bactéries de chercher des environnements
favorables ou d’échapper aux conditions détrimentales ainsi que la compétition avec les
autres micro-organismes. En outre, le flagelle lui-méme secréte certains facteurs de
virulence tels que les flagellines. Ces dernieres peuvent induire des réactions de défense

chez I’hote (Hossain et al., 2006).

I1.1.1.3. Lipopolysaccharides : ce sont des composés majeurs des parois bactériennes
Gram négatives, ils jouent un role important dans les premicres étapes de 1’infection de la
plante, notamment dans la fixation des bactéries aux parois végétales et ils induisent des

réponses de défense chez I’hote (Newman et Ropenack, 2000 ; Val ef al., 2006).

I1.1.2. Enzymes extracellulaires

L’arsenal de pathogénicité de Pectobacterium est constitué d’une variété d’enzymes
extracellulaires (les pectinases, les cellulases et les protéases), responsables de la
dégradation des constituants de la paroi végétale, de la macération des tissus et de la
libération des nutriments indispensables a la croissance bactérienne au niveau du site

d’infection (Pérombelon, 2002).

I1.1.2.1. Enzymes pectinolytiques

Les pectinases dégradent les fractions pectiques de la paroi cellulaire primaire et de
la lamelle moyenne, et facilitent la pénétration et la colonisation de la plante par le
pathogene. FElles constituent le facteur déterminant de la pathogénicité des
Pectobacterium. Les produits cataboliques qui en résultent sont transportés a 1’intérieur de
la cellule bactérienne pour continuer leur dégradation. Les différentes pectinases
rencontrées sont les pectines méthyle estérases (PME), les pectates lyases (Pel), et les

polygalacturonases (PG) ou pectates hydrolases (Peh) (Liu et al., 1997).

I1.1.2.1.1. Pectines méthyle estérases : ces isoenzymes déméthylent la pectine au niveau

du carbone 6 des acides galacturoniques, et permettent alors 1’action ultérieure des autres
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pectinases dépolymérisantes. L’élimination du groupement méthyle donne comme produit

I’acide polygalacturonique et le méthanol (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1992).

I1.1.2.1.2. Pectates lyases : ces iscenzymes coupent les liaisons o (1-4) des polymeéres
d’acide galacturonique, soit au hasard dans la chaine (endo Pel), soit aux extrémités (exo
Pel), générant ainsi des oligomeres insaturés contenant une double liaison entre le C4et le
Cs (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1992). Chez Pcc trois endo pectates lyases
extracellulaires, avec un pH optimale de 8.3-8.5 et deux iseenzymes périplasmiques de pH

neutre ont €té caractérisées (Mastsumoto et al., 2003).

I1.1.2.1.3. Pectates hydrolases : appelées aussi polygalacturonases, elles hydrolysent la
chaine polygalacturonique au niveau de la liaison a (1-4), a I’intérieur de la chaine (endo
Peh) ou aux extrémités (exo Peh). Ces deux formes sont présentes chez P. carotovorum
mais une sécrétion dominante de 1’endo Peh a été principalement observée chez Pcc
(Priou, 1992). Selon Barras et al. (1994), les polygalacturonases sont actives a un pH de

5,5.

11.1.2.2. Enzymes non pectinolytiques

I1.1.2.2.1. Cellulases (Cel) : appelées également endoglucanases, elles dégradent les
liaisons reliant les résidus D-glucopyranosyls de cellulose en position § (1-4). Chez Pcc,

deux cellulases avec un pH optimal de 6,8 a 7 ont été décrites (Barras et al., 1994).

I1.1.2.2.2. Protéases : elles sont synthétisées dans le but de fournir des acides aminés
pour la biosyntheése des protéines microbiennes ainsi que pour la dégradation des
protéines de 1’hote associées aux mécanismes de résistance. Ces enzymes peuvent étre
produites de fagon constitutive ou induites par la présence de peptides dans le milieu, et

peuvent ainsi accélérer la macération et la perte de cohésion des tissus (Kydstio, 1991).

I1.2. Régulation de la sécrétion des exo enzymes

Chez la plupart des bactéries phytopathogenes, les facteurs de virulence sont tres
étroitement régulés, ce qui permet a la bactérie de répondre rapidement aux variations de
son environnement. Pcc possede un systeme de sécrétion de pectinases et de cellulases de
type Il (Thomas et al., 1997). Ce systéme fonctionne sous le controle du Quorum-Sensing

(QS) ou communication cellule a cellule.
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Dans ce systeme, la communication dépend de la densité bactérienne et repose sur la
synthese et la diffusion, de bactérie a bactérie, de petites molécules signales, de la famille
des N-acyl homosérine-lactones (Michiko ef al., 2003). Le systéme QS est composé d’une
protéine régulatrice et d’une enzyme auto inductrice (Ruimy et Andremont, 2004). Chez
Pcc I’enzyme auto inductrice (La N-(3-oxohexanoyl)-homosérine lactone synthase),
contribue a la synthése de petites molécules signales, N-(3-oxohexanoyl)-homosérine

lactone (OHHL) qui diffusent facilement de bactérie a bactérie (Brader et al., 2005).

Lorsque le taux de OHHL atteint un seuil critique qui est reli¢ a la densité de la
population (autour de 10° cellules/ml) (Toth et al., 2003), les OHHL se lient a la protéine
régulatrice de la transcription des geénes exo cellulaires appelée « PecS» (Byers et al.,
2002). La modification structurale de la protéine PecS, I’empéche d’assurer sa répression
sur I’expression des geénes qu’elle contréle. Le complexe ainsi formé active la
transcription de plusieurs facteurs de virulence et permet d’amplifier et de synchroniser la

virulence a I’ensemble de la population bactérienne (Ruimy et Andremont, 2004).

I1.3. Mécanisme de défense de la pomme de terre

La plante réagit trés tot a la tentative d’invasion des agents pathogénes. Les
mécanismes de défense induits chez le végétal, se caractérisent par un bouleversement du
métabolisme. On note ainsi la synthése ou ’augmentation de la synthése de molécules
constitutives ou non de la plante, pouvant entrainer des modifications morphologiques
visant essentiellement a empécher ou a stopper la colonisation du pathogene. Plusieurs

mécanismes de défense sont mis en place au moment de I’infection ou de I’élicitation.

I1.3.1. Réaction d’hypersensibilité

La réaction d’hypersensibilité est un mécanisme particulier de résistance locale. Elle
présente deux caractéristiques principales: apparition de Iésions nécrotiques au niveau de
chaque point d’infection (due a la mort de quelques cellules végétales entourant les
cellules infectées) et 1’accumulation de molécules antimicrobiennes autour de la zone

infectée par le pathogéne (Greenberg, 1997).

I1.3.2. Renforcement de la paroi cellulaire
La paroi cellulaire est une barriere physique treés efficace face aux agresseurs qui

synthétisent des enzymes capables de la dégrader. Lors d’une infection par un agent
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pathogene cette paroi va étre renforcée par des dépdts de lignines, de subérine, de
polysaccharides tels que la callose et les glycoprotéines riches en hydroxyproline. Ces
derniers forment un réseau serré¢, empéchant ainsi la pénétration du pathogene, et

permettent d’agglutiner les bactéries réduisant ainsi leur mobilité (Benhamou, 1996).

I1.3.3. Stimulation des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des composés synthétisés par la plante pour inhiber
ou bloquer la propagation des pathogenes. Les enzymes qui participent a ces synthéses
sont stimulées en réponse a 1’application d’¢liciteurs. La phénylalanine ammonia-lyase,
une enzyme permettant la transformation de la phénylalanine en acide cinnamique. Ce
dernier est a l’origine de plusieurs polyphénols dont les acides: transcinnamique,
caféique, chlorogénique et ferullique, etc. (Katz er al, 1998). Les blessures et les
infections des tubercules favorisent la synthése et la mobilisation des composés
phénoliques. Elles entrainent la libération de la polyphénoloxydase et la peroxydase qui
interviennent dans I’oxydation de ces composés en quinones, trés toxiques pour les
Pectobacterium (Lojkowska et Holubovsca, 1992). Certaines enzymes du métabolisme
des sesquiterpénoides impliquées dans la synthése de certaines phytoalexines sont aussi
induites en réponse a des ¢éliciteurs. Ces composés organiques de faibles poids
moléculaires possédent des propriétés antimicrobiennes et sont synthétis€és en grande

quantité lors de la réaction d’hypersensibilité¢ (Rogers et al., 1996).

D’autres molécules interviennent dans la résistance des plantes aux pathogenes, dont
I’acide salicylique, ’acide jasmonique et 1’éthyléne qui sont des phytohormones.
L’¢thyleéne et I’acide jasmonique interviennent dans 1’activation de diverses réponses de
défense, et a la résistance systémique de toute la plante a certaines pathogenes (Klessig et
al.,2000). L’acide salicylique joue un rdle clef dans les mécanismes de défense des
plantes. En effet, il est impliqué a la fois dans la mise en place d’une résistance locale et
d’une résistance systémique acquise, ainsi que dans I’expression des geénes codant pour

les protéines PR (Pathogenesis Related) (Andersen et al., 1998).

11.3.4. Protéines de défense
Les protéines PR, représentent un ensemble de protéines dont la production est
fortement induite lors de I’infection. Elle sont trés stables a pH acide et trés résistantes a

I’action des protéases produites par la plante elle méme ou par les micro-organismes

-11 -



Partie bibliographique

pathogenes. Ces deux propriétés conferent aux protéines PR une grande stabilité¢ dans les
environnements défavorables ou elles s’accumulent, notamment dans les vacuoles, et les
espaces intercellulaires occupés par les pathogenes. Elles sont fortement synthétisées au
niveau des cellules entourant les 1ésions nécrotiques (Fritig et al., 1998). Ces protéines
sont capables de dégrader la paroi des bactéries, libérant ainsi des petits fragments de
chitine et de glucane (Ponstein et al., 1994). Quelques protéines ont été caractérisées et
leurs fonctions biochimiques sont connues, les protéines PR-2 sont des B 1,3-glucanases
et les protéines PR-3 sont des chitinases. Les glucanases et les chitinases peuvent

hydrolyser les composants structuraux du pathogeéne (Van loon et al., 1994).

I1.3.5. Peptides antimicrobiens
Ces peptides sont fortement synthétisés par la pomme de terre en réponse a une

agression des pathogenes (Broekaert ef al., 1997).

I1.3.5.1. Thionines : ils sont majoritairement vacuolaires mais on en trouve aussi dans la
paroi cellulaire (Bohlmann et Appel, 1991). Les thionines sont supposées agir sur le
pathogene apres la mort des cellules végétales et la libération du contenu vacuolaire. Le
mode d’action de ces peptides sur les pathogenes est particulier : ils modifient la
perméabilité membranaire suivi d’un relargage du contenu cellulaire (Thevissen et al.,

1996).

I1.3.5.2. Snakines : représentent une nouvelle famille de peptides antimicrobiens isolés
du tubercule de pomme de terre. Cette classe provoque ’agrégation des bactéries. Le
Snakin-1 est riche en cystine, sur 63 acides aminés on retrouve 12 cystéines. Ce peptide
est actif a des concentrations inférieures a 10 uM, vis-a-vis des pathogenes de la pomme
de terre (Segura et al., 1999 ). Le Snakin-2 est un peptide de 66 acides aminés. Il a été
montré que ce peptide est actif, a des concentrations inférieures a 20 uM, contre les

champignons et les bactéries associées a la plante (Berrocal-Lobo et al., 2002).

II1. Métabolites secondaires des végétaux

Les métabolites secondaires des végétaux sont des composés non nutritifs qui ne
sont pas essentiellement, vitaux pour 1’organisme. Ces composés sont en trés grand
nombre, d’une variété structurale extraordinaire. Ils marquent de manicre originale, une

espece, famille ou genre. Permettent parfois une taxonomie chimique (Richter, 1993).

-12 -



Partie bibliographique

Trois grandes catégories de métabolites secondaires ont été définies : les terpenoides, les

alcaloides et les composés phénoliques.

II1.1. Terpénoides

Les composés de ce groupe sont constitués uniquement de 1’¢lément carbone,
hydrogene et oxygene. Leur chaine carbonée est constituée de 5 atomes de carbones,
assemblés d’abord en une chaine insaturée, appelée unité isopréne (Figure 3) qui est
ensuite modifiée par oxydation, réduction ou ¢limination de carbone. Ce groupe comporte

les huiles essentielles, résines, stéroides et des polyméres comme le caoutchouc (Richter,

1993).

HaC CHa

S

CHy

Figure 3 : Structure d’une unité isopréne (Richter, 1993).

II1.2. Alcaloides

Ce sont des bases organiques dont l'atome d'azote est inclus dans un systéme
hétérocyclique (Figure 4). La majorit¢ des alcaloides dériveraient des acides aminés

tryptophane, tyrosine, lysine, histidine et ornithine (Richter, 1993).

CO-CH
§ ~ 2CHg
= N

| H dp,
CHg
Nicotine (a) Arécoline (b)

Figure 4 : Les aicalolaes aerivés de la phénylalanine (a) et uc 1a vyrosine (v) (Richter, 1993).

II1.3. Composés phénoliques
II1.3.1. Définition

Les polyphénols également dénommés composés phénoliques, forment 1’une des
classes principales des métabolites secondaires des végétaux. Ce sont des dérivés non

azotés dont 1’élément structural de base est un noyau benzénique auquel sont directement
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liés un ou plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction

chimique (éther, ester, hétérosides, etc.) (Mompon et al., 1996 ; Robards ef al., 1999).

I11.3.2. Différentes classes des polyphénols

Les polyphénols sont une famille constituée d’environ 8000 composés répartis en
différentes classes. Plusieurs classifications sont citées dans la littérature. La classification
adoptée dans ce travail est celle de Freudenberg (1920) cité par Despande ef al. (1986) qui
distingue, selon leurs structures, des composés simples de type phénols et des composés

complexes de type tannins.

I11.3.2.1. Composés phénoliques simples
I11.3.2.1.1. Acides phénoliques et coumarines

Le terme acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés organiques
possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En
phytochimie, cette dénomination est réservée aux acides benzoiques caractérisés par un
squelette en C4-C,; (acides gallique, p-hydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique et
syringique) et les acides cinnamiques de structure Cy-C; (acides p-coumarique, caféique,
férulique et plus rarement 1’acide sinapique) (Balasundrum et al., 2006) (Tableau I). Aux
acides cinnamiques se rattachent les coumarines, constituées ¢galement par un ¢lément en
Cs-Cs, dans lequel la chaine en C; est sous forme d’un hétérocycle oxygéné;

I’umbelliférone est un exemple de coumarine (Richter, 1993).

Tableau I: Quelques dérivés d’acides phénoliques et de coumarines (Richter, 1993).

Dérivé de I’acide Dérivé de I’acide Dérivé de coumarine
benzoique (C4- C cinnamique (C¢- C
q ( 6 1) q ( 6 3) (C6' C3)
H OH
OH
oH
S
oH HO 0 0
o HooC

Acide gallique Acide caféique Umbelliferone
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I11.3.2.1.2. Flavonoides

Comme le laisse supposer sa dénomination historique (du latin, Flavus : jaune), ce
groupe trés important et trés étendu comprend des composés de couleur jaune, mais il
compte aussi des composés de couleurs variées (bleu, violet, etc.) ou incolores. Les
flavonoides dérivent du flavane qui contient 15 atomes de carbone, rangés dans la
configuration Cg-C;-Cy; deux noyaux aromatiques, A et B, liés entre eux par un
hétérocycle C oxygéné (Figure 5). La configuration variée de ce dernier permet une
classification en sous groupes ou familles, dont les membres peuvent porter des
substituants différents au niveau des cycles A et B. Les différents sous groupes rencontrés
sont les : flavonols, flavones, flavanones, flavanols (catéchines), isoflavones, flavanonols

et anthocyanidines (Richter, 1993 ; Balasundrum et al., 2006).

Figure 5 : Squelette carboné des flavonoides (Richter, 1993).

I11.3.2.2. Composés phénoliques complexes
I11.3.2.2.1. Tannins

Ce sont des composés phénoliques complexes obtenus a partir de la condensation
des phénols simples. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000 Da, et leur
propriété importante réside dans la combinaison de leur nombreux hydroxyles avec les
fonctions amides des protéines auxquelles ils se lient par différentes liaisons : liaisons
hydrogenes, ioniques ou par des interactions hydrophobes (Makkar, 2003). Les tannins

sont divisés en deux groupes: les tannins hydrolysables et les tannins condensés (Figure 6).

a. Tannins hydrolysables
Ce sont des esters de glucides et d’acides phénoliques, la molécule glucidique est en
général du glucose. Ils sont facilement scindés par les acides ou les enzymes (tannases) en
ose et en acide phénolique, selon la nature de celui-ci, on distingue les gallotannins et les

ellagitannins (Ribereau-Gayon, 1968 ; Remesy et al., 1996 ).
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b. Tannins condensés ou proanthocyanidines
Ce sont des dimeres, oligomeres et/ou polymeres de flavanne-3-ols (catéchols ou
catéchines) ou de flavannes-3,4-diols (leucoanthocyanes ou proanthocyanidols) liés entre

eux par des liaisons carbone-carbone le plus souvent 4-8 ou 4-6 (Remesy et al., 1996 ).

B
A
H
OH oH
OH
*
OH
H
H 060
HO
oH
A. tannin hydrolysable B. Tannin condensé

(Pentagalloyl glucose)

Figure 6 : Structures chimiques des tannins (Bennick, 2002).

I11.3.2.2.2. Lignine
La lignine est un polymere d’unités phényle propane qui incruste les parois des
cellules végétales, elle est responsable de la dureté et la rigidité de la maticre végétale

(Scehovic, 1990).

II1.3.3. Activités biologiques des composés phénoliques

Les polyphénols sont des composés trés répandus dans la nature. Ils sont tres
fréquents chez les végétaux supérieurs notamment chez les plantes alimentaires, ou leur
présence contribue aux qualités sensorielles comme la couleur, 1’arobme ou 1’astringence,
et contribue a la protection de [’organisme végétal contre les agressions
environnementales (blessures mécaniques, attaques animales et microbiennes) (Scehovic,
1990 ; Remesy et al., 1996). Les composés phénoliques particulierement les tannins, sont
considérés comme des défenseurs de la plante contre les herbivores et les attaques

microbiennes. Ce rdle est attribué a leur propriété amere et astringente et a leur capacité
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de précipiter les protéines et d’inhiber les enzymes gastro-intestinales des animaux
prédateurs et les enzymes microbiennes (Scehovic, 1990).

Les polyphénols sont actuellement ’objet de nombreuses études car ils sont
reconnus pour leurs nombreuses activités biologiques qui promouvaient des effets
bénéfiques sur ’organisme (Dave oomah, 2003). Ils sont caractérisés par une large
gamme d’effets biochimiques et pharmacologiques y compris les propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires, vasculoprotectrices, antiallergiques, antiulcéreuses,

antihépatotoxiques et antimicrobiennes (Yang ef al., 2001 ; Ghedira, 2005).

I11.3.4. Effet antibactérien des composés phénoliques
I11.3.4.1. Facteurs d’efficacité des composés phénoliques

Selon de nombreux auteurs, 1’effet toxique des composés phénoliques sur les micro-
organismes dépend du compos¢ phénolique, de I’espéce microbienne considérée et des

conditions du milieu.

I11.3.4.1.1. Composé phénolique
L’efficacité d’un composé phénolique dépend de son poids moléculaire et de son
hétérogénicité structurale (Hagerman et Butler, 1981). Les facteurs qui peuvent influencer

son efficacité sont : la concentration et la solubilité.

a. Concentration

Le rapport pondéral polyphénol/protéine a un effet sur I’affinit¢ des polyphénols
pour les protéines (Zimmer, 1995). Lorsque tous les sites de liaison des protéines sont
occupés par les polyphénols, le reste de polyphénols non liés forment des petits agrégats
qui s’agglomérent peu a peu. A un poids moléculaire trés élevé (> & 5000 Da) le complexe
perd sa capacité a précipiter les protéines, en solution physiologique il devient insoluble et

précipite (Kumar et Vaithiyanathan, 1990).

b. Solubilité

Il a été établit que la lipophilie joue un rdle dans 1’activité antimicrobienne. En
effet, les molécules hydrophobes interagissent avec les lipopolysaccharides et les lipides,
tandis que les composés hydrophiles dépendent des porines qui leur sont indispensables

pour traverser la membrane (Meyer ef al., 1999).
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I11.3.4.1.2. Micro-organisme

La structure de la paroi des micro-organismes intervient beaucoup dans la résistance
naturelle. Ainsi, les bactéries Gram négatives sont plus résistantes que les bactéries Gram
positives. Une ¢étude réalisée par Alzoreky et Nakahara (2003) sur I’activité
antibactérienne des extraits phénoliques de 26 plantes de consommation courante en Asie
(Ceratonia silica, Artemisia absinthium, etc.) a révélée que, les bactéries Gram négatives
ont montré une résistance vis-a-vis des extraits de 22 plantes alors que les bactéries Gram

positives ont été inhibées par les extraits de 16 plantes.

111.3.4.1.3. Conditions du milieu

Une des principales propriétés chimiques des polyphénols est leur facilité
d’oxydation. Cette oxydation intervient en présence d’oxygene soit a des pH voisins de
neutralit¢ en présence de polyphénoloxydases, soit en milieu alcalin en absence
d’enzymes. Les quinones résultant de cette réaction sont trés réactives et peuvent réagir
avec divers groupements fonctionnels des protéines tels que les groupements o et e-NH,,
thiol et thioléther (Cuq et Jaussan, 1991). Hurrell et al. (1982) ont montré a partir d’un
systtme modele caséine-acide phénolique, qu’une réaction de condensation se produit
entre les groupements NH, des résidus lysine et les quinones résultant de 1’oxydation du
polyphénol. Les dérivés formés, du type amine substituée ou quinonimine, peuvent
engendrer des modifications des propriétés fonctionnelles ou structurales des protéines
qui se traduisent au niveau bactérien par un effet bactéricide ou bactériostatique (Cuq et

Jaussan, 1991).

I11.3.4.2. Modes d’action des composés phénoliques

Pour étre plus actif, 1’agent antimicrobien doit se fixer sur I’enveloppe externe du
micro-organisme et la traverser. Cette fixation entraine des changements de charges
¢lectriques et modifient la mobilité €lectrophorétique de la bactérie (Meyer ef al., 1999).
La microscopie ¢électronique a montré que les proanthocyanidines du Sainfoin se lient aux
polymeres du cell coat des Streptococcus bovis et Butyrivibrio fibrislovens, et entrainent

une croissance et une multiplication anormale de ces espéces (Reed, 1995).

L’effet antibactérien des composés phénoliques met en jeu trois mécanismes : action
sur la membrane cellulaire, inhibition des enzymes microbiennes, et la privation des

substrats et des métaux (Akiyama et al., 2001; Rodriguez-Vaquero et al., 2007).
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I11.3.4.2.1. Action sur les membranes cellulaires

La membrane cytoplasmique bactérienne présente la méme sensibilité aux composés
phénoliques, qu’il s’agisse d’une bactérie Gram positive ou Gram négative (Freney ef al.,
1995). Les polyphénols pénétrent dans la cellule bactérienne et inactivent les perméases
du périplasme qui sont impliquées dans le transport des aminoacides et des
polysaccharides. Cela entraine une modification de la perméabilité cellulaire, avec une
lyse de la cellule bactérienne suivi par une perte de ses constituants (Leinmdller et al.,

1991 ; Lojkowska et Holubovsca, 1992).

L’examen microscopique montre qu’a des concentrations ¢élevées d’acides
phénoliques (2 partir de SmM), 1’apparence des cellules est trés modifiée. Des 1ésions
suivies d’une libération du contenu cellulaire sont observées dans le cas de Ruminococcus

albus et Veillonella alcalescens (Leinmiller ef al., 1991).

111.3.4.2.2. Effet sur les enzymes et privation de substrat

Les composés phénoliques inhibent 1’activité de divers enzymes. Matsui et al.
(2002), rapportent que 1’extrait phénolique de la racine de la patate douce enrichi en
anthocyanines inhibe 1’activité¢ de 1’a-glucosidase intestinale de la sourie et I’a-amylase
salivaire humaine. Mc Dougall et al. (2005) rapportent également que les extraits
phénoliques des fruits (framboise, fraise et cassis) inhibent I’activité de I’a-amylase et de
I’a-glucosidase in vitro, et que 1’élimination des tannins des extraits de framboise et de
fraise diminue cette inhibition, et ’enrichissement des extraits de cassis en anthocyanines

accentue 1’activité enzymatique de ces dernieres.

L’inhibition de Dl’activité enzymatique résulte de deux phénomenes, simultanés ou
non. Les composés phénoliques li€¢s aux molécules substrats rendent ces dernieres moins
accessibles aux enzymes en les insolubilisant ou en masquant les sites de reconnaissance
enzyme-substrat. Les tannins liés aux enzymes inhibent leur activité directement par
précipitation de la protéine enzymatique et en se fixant sur les sites actifs (de
reconnaissance de substrat), indirectement par encombrement stérique et par la formation

d’un complexe (enzyme —substrat- inhibiteur) inactif (Leinmtller ez al., 1991).

I11.3.4.2.3. Privation des métaux
Les composés phénoliques contiennent certains groupes structuraux (o-

dihydroxyphénols, a-hydroxycarbonyles, etc.) susceptibles de former des complexes avec
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les métaux (Ribereau-Gayon, 1968). Cette complexation est d’une grande importance

dans la défense des plantes contre les attaques microbiennes.

L’inhibition de I’activité bactérienne par la formation du complexe ion métallique -
compos¢é phénolique, peut découler de la réduction de la teneur en ARN et ADN de la
bactérie suite a la réduction de [’utilisation du phosphore, ce dernier fait partie
constituante des acides nucléiques. Selon Makkar et al. (1988), en présence de 5% d’acide
tannique, 20% de phosphore seulement sont incorporés dans la cellule bactérienne. Elle
peut également découlée de la réduction de I’utilisation du fer qui est un nutriment
indispensable a la survie des microorganismes pour des besoins aussi primordiaux que la
respiration et la synthése d’ADN (Akiyama et al., 2001). Et enfin, peut découlée de la
privation de divers minéraux tels que Cu™*, Fe™, etc. Ces derniers sont des cofacteurs et
des activateurs enzymatiques, et ils jouent sans aucun doute un role trés important dans le

maintien de I’équilibre physicochimique de la bactérie (Meyer et al., 1999).
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I. Matériel végétal

Les extraits testés sont obtenus a partir des feuilles de Pistacia lentiscus L. et de
deux sous produits d’Olea europaea L., variét¢ « Aimel »: les feuilles et le grignon
d’olive. Les tubercules de Solanum tuberosum L., variété « Désirée» sont utilisés comme
substrat d’¢tude du développement de Pcc. Le matériel végétal utilisé est présenté dans la

figure 7.

ﬂ'l!r'.j'_u,'l.l-'l-nu

Grignon d’olive variété « Aimel »  Tubercules de S. tuberosum L. vari¢té

« Désirée »

Figure 7 : Matériel végétal utilisé
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Les données générales sur le matériel végétal utilisé sont présentées dans 1’annexe I.

I.1. Collecte et conservation des échantillons
I.1.1. Collecte des échantillons
Les feuilles de P. lentiscus L. sont récoltées dans la forét de Sidi Ahmed. La récolte

est faite d’une manicre aléatoire a partir de plusieurs arbrisseaux en février 2006.

Les feuilles d’O. europaea L. proviennent d’une oliverie de Boudjellil (région située
au Sud Ouest de la Wilaya de Bejaia). Selon les tests d’identification réalisés a I’Institut
Technique de 1I’Arboriculture Fruitiére et de Vigne a Takrietz (ITAFV), il s’agit de la
variété Aimel, trés largement répandue dans la zone. Les feuilles ont été échantillonnées

aléatoirement en février 2006.

Le grignon d’olive est récupéré en janvier 2006 d’une huilerie moderne (région de

Boudjellil) a systéme d’extraction par centrifugation a deux phases.

Les tubercules de pomme de terre variété « Désirée » proviennent du marché

(novembre 2006).

I.1.2. Conservation des échantillons
I.1.2.1. Séchage

Compte tenu de la teneur en humidité de nos trois échantillons déterminée par
dessiccation a 1’é¢tuve (105°C) pendant 4 heures (Doymaz et al., 2004), nous avons
procéde a leur séchage a 40°C selon la méthode rapportée par Silanikove et al. (1996). Le

séchage est arrété lorsque la teneur en matiere seche atteint 90%.

1.1.2.2. Broyage et tamisage

Les feuilles séchées de P. lentiscus L. et d’O. europaea L. ont été broyées a 1’aide
d’un moulin a café (Wong et Kitts, 2006), puis tamisées au moyen d’un tamis de 500pum
de diameétre des mailles. Le grignon d’olive est tamisé¢ dans les mémes conditions que

précédemment.

Les poudres ainsi obtenues sont ensuite conservées dans des bocaux en verre, fermés

hermétiquement et stockés a 1’abri de la lumicre.
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I1. Extraction des composés phénoliques
e Principe
L’extraction solide-liquide met en jeu des mécanismes complexes et moins bien
connus. Le solvant doit franchir la barriere de 1’interface solide —liquide, dissoudre le

principe actif a 'intérieur du solide et le soluté doit ressortir du solide (Mompon et al.,

1996 ).

Dans notre ¢tude nous avons utilisé deux solvants organiques aqueux (le méthanol
80% et 1’acétone 70%) ; nous avons également procéd¢ a un délipidage selon I’échantillon
g p pidag

au moyen de 1’hexane ou de 1’éther de pétrole.

e Mode opératoire
L’extraction est réalisée selon le protocole de Wong et al. (2006). 20g de poudre
sont extraits au moyen de 400 ml de solvant a la température ambiante pendant 24 heures
sous agitation. Le mélange est centrifugé a 3060 g pendant 15 minutes et le surnageant est
filtré sous vide en utilisant du papier Wattman. L’extrait organique aqueux obtenu est

concentré sous vide jusqu’a évaporation compléte du solvant organique.

La délipidation et la dépigmentation de ’extrait aqueux de P. lentiscus L. sont
réalisés selon la méthode de Djeridane ef al. (2006) : trois lavages successifs de la phase
aqueuse avec chaque fois un demi-volume d’éther de pétrole (20 ml chaque fois). Pour les
extraits issus d’O.europaea L. (feuilles et grignon) nous avons utilisé trois lavages
successifs avec 400 ml d’hexane (Mc-Donald et al., 2001). Le lavage de chaque extrait
donne naissance aprés décantation a deux phases : une phase organique et une autre

aqueuse.

A Tissue du 3°™ lavage, la phase aqueuse est récupérée, puis soumise a une
évaporation a 40°C jusqu’a stabilisation du poids. L’extrait sec obtenu (extrait brut) est
conservé dans un dessiccateur maintenu sous vide. Le poids sec de notre extrait est

rapporté a la matiere seche de 1’échantillon pour déterminer le rendement d’extraction.
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I11. Dosage des composés phénoliques
I11.1. Polyphénols totaux solubles
e Principe

La réaction est basée sur la réduction du mélange d’acide phosphotungstique
(H;PW,,04) et de I’acide phosphomolybdique (H3;PMo0;,04) du réactif de Folin
Ciocalteu, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de Tungsténe
(W350y3) et de molybdéne (M3O,3) dans une solution alcaline (Ribereau-Gayon, 1968). La
coloration bleue produite est proportionnelle aux taux de composés phénoliques qui sont

dosés spectrophotométriquement a 760nm.

e Mode opératoire

La quantité de polyphénols totaux solubles est déterminée selon la méthode de
Singleton et Rossi (1965) rapportée par Singleton et al. (1999). A 100 pl d’une solution
d’extrait brut (préparée par dissolution de I’extrait sec dans de l’eau distillée a une
concentration de 1mg/ml) 500 pl du réactif de Folin Ciocalteu (1N) sont ajoutés. Le
mélange est dilué avec 6 ml d’eau distillée. Apres 5 minutes d’incubation a la température
ambiante et a ’obscurité, 1.5 ml de bicarbonate de sodium (Na,COs3) (20%) sont ajoutés et
le volume est ajust¢ a 10ml avec de 1’eau distillée. Aprés 2 heures de réaction

(température ambiante et obscurité), I’absorbance est lue a 760 nm.

La courbe standard est préparée de la méme maniére que 1’extrait, en utilisant

I’acide gallique (annexe II).

La concentration moyenne de I’extrait en polyphénols totaux est exprimée en mg

équivalent d’acide gallique par gramme de maticre seche (mg EAG/ g de MS).

II1.2. Tannins

e Principe
Cette méthode repose sur DI’aptitude des tannins a précipiter les protéines. Le
complexe insoluble protéine-tannins obtenu est dissout dans une solution alcaline
(SDS/TEA). Le chlorure ferrique réagit avec les tannins en présence du SDS pour former
des chélates de couleur violette, déterminés par spectrophotometre a 510 nm et la
coloration obtenue est proportionnelle a la quantité de tannins (Ribereau-Gayon, 1968 ;

Hagerman et Butler, 1978).
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e Mode opératoire

Les teneurs en tannins sont déterminées selon le protocole de Hagerman et Butler
(1978). Une solution d’extrait brut (1mg/ml) est préparée par dissolution de I’extrait sec
dans de 1’eau distillée. 1 ml de cette solution et 2 ml de la solution de BSA (annexe III)
sont introduits dans un tube a essai. Le mélange est incubé pendant 24 heures a 4°C pour
I’extrait a analyser, et pendant 15 minutes a la température ambiante pour 1’acide tannique
utilis€ comme standard. Aprés une centrifugation a 3060g pendant 15 minutes, le précipité
est dissout dans 4 ml de solution SDS/TEA (annexe III) ; un ml de chlorure de fer (FeCly)
(annexe III) est ajouté et le mélange est agité vigoureusement. Apres 15 minutes

d’incubation, les absorbances sont lues a 510 nm.

La concentration en tannins est déterminée par référence a une courbe d’étalonnage
préparée avec I’acide tannique (annexe II). La teneur moyenne en tannins est exprimée en

mg équivalent d’acide tannique par gramme de matic¢re séche (mg EAT/ g de MS).

I11.3. Flavonoides
e Principe
La méthode repose sur le principe du dosage direct par le chlorure d’aluminium. En
effet, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5,
susceptible de donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaunatre par
chélatation de 1’ion Al". La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de

flavonoides présente dans 1’extrait (Ribereau-Gayon, 1968).

e Mode opératoire
Les teneurs en flavonoides sont déterminées selon la méthode de Bahorun et al.
(1996). Une solution d’extrait brut a une concentration de 1mg/ml est préparée par
dissolution de I’extrait sec dans de ’eau distillée. Iml d’extrait est mélangé avec 1ml
d’une solution méthanolique a 2% de chlorure d’aluminium hydraté (AlCl;, 6 H,O). Apres
10 minutes de réaction (la température ambiante et a 1’obscurité¢), I’absorbance est

mesurée a 430 nm.

La concentration en flavonoides est déterminée en se référant a la courbe

d’¢talonnage préparée de la méme maniere que I’extrait, en utilisant la quercétine
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(annexe II). La teneur moyenne en flavonoides est exprimée en mg équivalent de

quercétine par gramme de matiere séche (mg EQ/ g de MS).

IV. Activité antibactérienne

IV.1. Activation de la souche bactérienne
La souche P.carotovorum ssp. carotovorum utilisée pour cette étude provient de la
Collection Frangaise des Bactéries Phytopathogénes (CFBP) d’Angers. Elle est conservée

dans le milieu Luria Bertani (LB) (annexe III).

La souche est repiquée par ensemencement de 5 a 6 colonies dans 5 ml de bouillon
de culture Levure Peptone (LP) (annexe III) répartis dans des tubes a essai. La pré-culture
est incubée dans un bain marie thermostaté a 27°C, sous agitation et pendant 24 heures
(Basim et al,, 2006). Apres activation, la souche est ensemencée sur milieu king B

(annexe III) et incubée a 1’¢tuve (27°C) pendant 24 heures.

IV.2. Tests de confirmation de la souche

Des tests biochimiques caractéristiques ont été utilisés pour vérifier I’appartenance
de la souche a I’espece P. carotovorum. 11 s’agit de I’activité pectinolytique sur le milieu
Sutton (annexe III), ’activité¢ fermentative sur milieu Hugh et Leifson (annexe III), la
réduction des nitrates et 1’utilisation du lactose, du tréhalose et de citrate. D’autres tests
comme [’utilisation de mélibiose et la croissance a 37°C sont employés pour vérifier

I’appartenance de la souche a la sous espéce Pcc.

IV.3. Evaluation de ’activité antibactérienne

e Principe

La méthode repose sur la diffusion de I’extrait a partir des disques chargés et déposés
sur le milieu solide, préalablement ensemencé par inondation avec une suspension
bactérienne. L’extrait diffuse a partir du disque en créant un gradient de concentration
faisant apparaitre une zone claire. Plus la zone d’inhibition est grande, plus grande est la

sensibilité de la souche bactérienne testée vis-a-vis de 1’extrait étudié.

e Mode opératoire
Nous avons utilisé la technique de I’antibiogramme donnée par la méthode MSPRH

(2005). Nous avons remplacé I’antibiotique (principe actif) par les extraits testés.
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Une suspension bactérienne de 18 a 24 heures est préparée dans 1’eau distillée
stérile, diluée et ajustée jusqu’a 1’obtention d’une opacité de Mac Farland 0.5 (10
UFC/ml, correspondant a une DO de 0.1 a 600 nm). Cette suspension est dilué¢e au 1/100

pour donner un inoculum de 10° UFC/ml.

100ul de cet inoculum sont uniformément étalés a la surface de la gélose de Mueller-
Hinton (MH). Des disques stériles de 6 mm de diamétre, appliqués sur la gélose, sont
imprégnés chacun avec 20 ul de I’extrait aqueux (200 mg/ml). Les disques témoins sont
imprégnés avec 20 pl d’eau distillée stérile. Tous les extraits sont stérilisés par filtration

sur membrane stérile de 0,45 um de porosité, juste avant leur utilisation.

Nous avons également testé¢ deux composés phénoliques de syntheése (acide tannique
et acide gallique) a des concentrations de 25, 50, 100 et 200 mg/ml. Apres 18 a 24 heures
d’incubation a I’étuve (27°C), le diamétre des éventuelles zones d’inhibition autours des

disques est mesuré au moyen d’une régle graduée.

IV.4. Détermination de la concentration minimale inhibitrice sur milieu gélosé
e Principe
La méthode de dilution en milieu gélosé est utilisée pour déterminer les
concentrations minimales inhibitrices (CMI). Une solution aqueuse de concentration
connue de composés ou d’extraits testés est diluée dans un volume connu de gélose de
MH en surfusion. Apres solidification, une suspension bactérienne est déposée a la surface
du milieu gélifié. L extrait ou le composé est considéré inhibiteur lorsqu’il y a absence de

colonies visibles a 1’ceil nu.

e Mode opératoire
Les CMI des extraits et des acides tannique et gallique vis-a-vis de Pcc sont
déterminées selon Al-hebshi et al. (2006). Un volume de la solution aqueuse de chaque
extrait (ou composé de synthese) testé est mélangé avec 9 volumes de milieu MH a 50°C,
et I’ensemble est coulé en boite de Pétri. 10ul d ’inoculum de 10° UFC/ml sont déposés en
spot apres solidification du milieu. La boite est incubée a I’étuve (27°C) pendant 24

heures.

Nous avons testé plusieurs concentrations de la solution, jusqu’a observation d’une

inhibition de la croissance. Des séries de dilutions allant de 1/2, 1/4, 1/8 1/16 a 1/32 ont
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¢té¢ effectuées a partir d’une solution mere de 204.8 mg/ml, pour les extraits de
P. lentiscus L. ainsi que les composés phénoliques de synthése, et a partir d’une dose de

819.2 mg/ml pour les extraits d’O. europaea L..

V. Influence des extraits sur la pathogénicité de Pcc

V.1. Test de pathogénicité
e Principe
La méthode repose sur I’observation du symptome typique de la pourriture molle sur
des demi-tubercules inoculés avec Pcc.
e Mode opératoire
Les tubercules de pomme de terre de variété « Désirée », sans blessures ni maladies,
sont utilisés pour les tests de pathogénicité. La méthode d’inoculation des demi-
tubercules, décrite par Ibrahim ez al. (1978) est utilisée pour tester la sensibilité du cultivar

a cet agent pathogene.

Une suspension bactérienne de 18 a 24 heures est préparée avec de 1’eau distillée
stérile, diluée et ajustée a une concentration de 10° UFC/ml, correspondant a une DO de 1
a 600 nm selon Byers et al. (2002). La concentration de 1’inoculum est confirmée par

comptage sur King B.

Les tubercules préalablement lavés sont trempés dans 1’éthanol a 20% (v/v) pendant
25 minutes puis rincés deux fois a 1’eau stérile et séchés a 1’air libre (Lulai et Corsini,
1998). Chaque tubercule est coupé longitudinalement en deux parties égales et un puit de
10mm de diametre x 10mm de profondeur est creusé a I’emporte piece au centre de
chaque demi tubercule. Les puits formés sont inoculés par 100ul d’une suspension
bactérienne prélevés a partir d’un inoculum de 10° UFC/ml. Les demi-tubercules témoins
sont remplis avec de 1’eau distillée stérile.

Les demi-tubercules ainsi préparés sont disposés dans des bacs en plastique sur du
papier filtre humidifié¢ avec 100 ml d’eau stérile et couverts a 1’aide d’un film en plastique
de facon a créer une atmosphere confinée et humide. Aprés 6 jours d’incubation a
température ambiante (27a 28°C), nous avons procédé a des observations pour noter le
développement de la maladie signe d’une pathogénicité de la souche. Cette dernicre est

testée sur 5 demi-tubercules.
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V.2. Effet des extraits sur I’évolution de la pourriture molle sur demi-

tubercules

Apres confirmation de la sensibilit¢é du cultivar « Désirée » a Pcc. L’effet des
extraits sur le développement de la pourriture molle sur les demi-tubercules de pomme de
terre est testé.

e Mode opératoire

Nous avons utilis¢ la méme méthode décrite précédemment avec quelques
modifications (Figure 8). Le dépdt des extraits est réalisé selon le protocole de Val ef al.
(2006) qui ont testé le role des LPS dans le controle du développement de la pourriture
molle sur tubercules de pomme de terre. Il consiste a déposer d’abord 100ul de la solution
aqueuse d’extrait (un témoin positif est réalis¢ avec 100ul d’eau distillée stérile), les
demi-tubercules sont placés dans les bacs. Apreés 48 heures de contact, les puits sont
remplis avec 100ul d’une suspension bactérienne (10° UFC/ml). Aprés 6 jours
d’incubation a température ambiante (27 a 28°C), le développement de la maladie est noté
et toute la pourriture est récupérée a 1’aide d’une spatule et pesée.

Nous avons également testé les extraits seuls sur les demi-tubercules.

Différentes concentrations d’extraits ont été testées, de fagon a avoir dans chaque
puit une charge en extrait équivalente a la : CMI/4, CMI/2, CMI, 2xCMI et 4xCMI de
chaque extrait, soit des concentrations de :

» 12.8,25.6,51.2,102.4 et 204.8 mg/ml pour les extraits de P. lentiscus L.;

> 51.2, 102.4, 204.8, 409.6 et 819.2 mg/ ml pour les extraits acétoniques (EA)
d’O. europaea L.;

> 102.4, 204.8, 409.6, 819.2 et 1638.4 mg/ml pour les extraits méthanoliques (EM)
d’O. europaea L..

Les résultats (poids des tissus pourris) sont exprimés en % du témoin pris comme

base cent.
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Solution d’extrait ‘ @ Eau distillée stérile

Ec., =)

C: Concentration Témoin
E : Type d’extrait
48 henres
Ajout de Pcc @ @ Ajout de Pec
27 2 28°C/ 6 jours

Pourriture @ @ Pourriture

Poids des tissus nonrris (o)

Figure 8 : Schéma d’inoculation des demi-tubercules

VI. Etude statistique

L’analyse statistique des résultats est réalisée au moyen du logiciel STATISTICA 5.5.
Pour le test d’humidité nous avons procédé a une analyse de la variance a un facteur. Pour les
résultats du dosage des composés phénoliques et les résultats de 1’étude in vitro et in vivo,
nous avons utilisé une analyse de la variance a deux facteurs (annexe I'V). Tous les tests sont

répétés trois fois excepté pour 1’étude in vivo, chaque essai est testé sur 5 demi-tubercules.
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I. Résultats

I.1.Teneur en humidité et rendement en extrait sec

Les résultats montrent que les trois échantillons utilisés présentent des teneurs en
humidité significativement différentes entre elles (P < 0.001). La teneur en humidité des
feuilles d’O. europaea L. est relativement la plus élevée. Elle est de 48.49 + 0.67% contre
47.35 £ 0.53% pour les feuilles de P. lentiscus L. et 44.61 + 0.65% pour le grignon
d’olive.

La figure 9 montre que pour les trois échantillons utilisés, les rendements en extraits
secs sont légerement plus €levés avec I’acétone aqueux (AA) qu’avec le méthanol aqueux
(MA). De méme nous notons que quelque soit le solvant utilisé, les rendements en extraits
secs sont plus ¢élevés pour les feuilles de P.lentiscus L. que pour les deux autres substrats

(feuilles d’O.europaea L. et grignon d’olive).

§ 50 7 43,35 41,97
-‘é % 40
- 29,13
s=  30- 26,01
= o
S =]
§x 20
£ o 9,28 8,61
=< 10
: |
R 0
EA EM

B Feuilles de P. lentiscus L. g Feuilles d'O.europaea L. m Grignon d'olive

Figure 9 : Rendements en extraits secs avec ’acétone aqueux et le méthanol aqueux.

I.2. Teneur en composés phénoliques
Les différents dosages réalisés ont révélé la présence de composés phénoliques dans

nos substrats expérimentaux, avec des proportions variables.

Les résultats rapportés dans le tableau II montrent un effet hautement significatif
(P<0.001) sur la teneur en composés phénoliques qui dépend tant de la nature du substrat

végétal que du solvant d’extraction utilisé.
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Quelque soit le solvant considéré, les feuilles de P. lentiscus L. présentent des

teneurs en composés phénoliques nettement plus ¢€levées comparativement aux feuilles

d’O. europaea L. et au grignon ; 133.05 a 162.71 mg EAG/g de MS de polyphénols totaux
solubles, 34.47 a 37.1 mg EAT/g de MS de tannins et 3.09 a 3.53 mg EQ/g de MS de

flavonoides. Chez O. europaea L., les feuilles s’aveérent plus riches en composés

phénoliques que le grignon. Les teneurs sont de 4.5 & 4.8 fois plus élevées pour les

polyphénols totaux solubles, contre 2.3 a 2.7 pour les tannins. En ce qui concerne les

flavonoides cette différence est nettement plus marquée : les teneurs sont de 15.8 a 36 fois

plus élevées.

Tableau II : Teneurs en composés phénoliques des différents substrats

Feuilles de

Feuilles d’

P. lentiscus L. O. europaea L. | Grignon d’olive Signification
EA | EM | EA | EM | EA | EM |Solvant | Matériel
végétal
Polyphenols
Totaux solubles | 162.71% | 133.05°| 82.25° | 51.86% | 18.39°¢| 10.71 7| #*=* ok
(mg EAG/g de + + + + + +
MS) 029 | 0.16 | 0.17 | 0.10 | 0.01 0.04
Tannins 37.16% | 34.47° | 132° | 043¢ | 048¢ | 0.19°¢
(mg EAT/g de + + + + + + ok ok
MS) 004 | 0.02 | 005 | 002 | 0.01 0.01
Flavonoides | 3.09° | 3532 | 1.749 | 1.80° | 0.11° | 0.05f
(mg EQ/g de + + + + + + ok ok
MS) 0.003 | 0.002 | 0.0005 | 0.002 | 0.001 | 0.001

w4 . Effet significatif (P<0.001).
Sur une méme ligne, les valeurs portant la méme lettre ne différent pas significativement

(P >0.001).

Pour un méme substrat végétal, I’analyse de nos données montre que globalement

I’AA extrait plus de polyphénols totaux solubles et de tannins que le MA. Toutefois, nous
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notons le phénoméne inverse pour les teneurs en flavonoides dans les feuilles de
P. lentiscus L. et d’O. europaea L. De méme pour le grignon, I’AA s’avére le meilleur

extracteur des flavonoides que le MA.

L’AA améliore I’extraction des polyphénols totaux solubles de 22% pour
P. lentiscus L., contre 59 et 71% respectivement pour les feuilles d’O. europaea L. et pour
le grignon. Pour les tannins, le MA n’extrait environs qu’un tiers (1/3) des quantités
révélées par ’AA chez O. europaea L. (feuilles et grignon) ; pour P. lentiscus L., cette
diminution n’est que de 7.2%. Comparativement a I’AA, le MA améliore de 3%
I’extraction des flavonoides pour les feuilles d’O. europaea L. et 14% pour les feuilles de
P. lentiscus L. ; pour le grignon d’olive, le MA n’extrait que 54.5% des teneurs obtenues
avec PAA.

Les teneurs en composés phénoliques de nos substrats (exprimées en % de 1’extrait
sec) sont rapportées dans I’annexe V. Nous observons la méme variabilité en notant toute

fois que ces teneurs dépendent du rendement en extrait sec.

1.3. Activité antibactérienne

1.3.1. Confirmation de la souche
Les résultats de 1’ensemble des tests biochimiques résumés dans le tableau III,

confirment 1’appartenance de la souche étudiée a la sous espéce Pcc.

Tableau III : Caractérisation biochimique de Pcc

Tests biochimiques Réponses

Activité pectinolytique +
Activité fermentative
Réduction des nitrates
Utilisation du lactose

Utilisation du tréhalose

Utilisation du mélibiose

Utilisation du citrate

+ + + 4+ + + o+

Croissance a 37°C
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1.3.2. Activité antibactérienne des acides tannique et gallique
Les résultats illustrés dans les figures 10 et 11 montrent une sensibilité de Pcc aux

acides gallique et tannique.

C1 :200mo/ml. C2 « 100mo/ml. C3 : 50mo/ml. C4: 25mo/ml

Figure 10 : Effet antibactérien de ’acide Figure 11 : Effet antibactérien de I’acide

gallique contre Pcc. tannique contre Pcc.

Les résultats de la figure 12 montrent que le comportement de cette souche

bactérienne varie en fonction du composé phénolique et de la dose (P< 0.001).

: —
:g 30 26+1 2
=
‘= 25 -
5 183+ 0.6 " 18.740.6 "
° 20 - . 16.7+£0.6 ¢ T +
EE 14.3 £0.6 13.320.6¢
g =) 157 £ lle
N - . :l: R
3 . 9.3+0.6
= 5-
4-")
E
z
25 50 100 200

Concentration en compose testé (mg/ml)

O Acide tannique O Acide gallique

Les valeurs nortant la méme lettre ne diftéerent nas sionificativement (P> ().05).
Figure 12 : Représentation de I’activité antibactérienne des acides tannique et gallique contre

Pcec.
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L’acide tannique présente I’activité antibactérienne la plus élevée (P <0.05). Nous
relevons des différences dans les diamétres des zones d’inhibition allant de 34-35% pour
les concentrations en composés testés de 25 et de 50 mg/ml et de 27-28% pour les

concentrations de 100 et de 200 mg/ml, en faveur de 1’acide tannique.

L’activité antibactérienne des deux composés augmente avec la dose utilisée. Ainsi,
des corrélations linéaires positives significatives (P < 0.001) (figure 13) sont observées
entre les concentrations d’acides tannique et gallique et les diameétres des zones

d’inhibition.

r=0.8580%**

]

2 [=0.8914%**

d'inhibition

Diameétres des zones

0 ‘ | T I T
0 25 50 100 200
Concentration en composé testé (mg/ml)

¢ Acide tannique A Acide gallique

4% . Corrélation significative (P < 0.001).

Figure 13 : Corrélations linéaires entre les concentrations d’acides tannique et gallique et les

diamétres des zones d’inhibition.

I.3.3. Activité antibactérienne des extraits
La figure 14 montre que les EA et les EM de feuilles de P. lentiscus L. et des

produits d’O. europaea L. manifestent une activité antibactérienne vis-a-vis de Pcc.
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1 : Feuilles de P. lentiscus L. (EM)
2 : Feuilles d’O. europaea L. (EM)
3 : Feuilles d’O. europaea L. (EA)
4 : Feuilles de P. lentiscus L. (EA)
5: Grignon d’olive (EM)

6: Grignon d’olive (EA)

T:Témoin
Figure 14 : Effet antibactérien des extraits

contre Pcc.

Les résultats de la figure 15 montrent que 1’effet inhibiteur differe significativement
(P<0.01) d’un extrait a un autre et varie en fonction de la nature du matériel végétal et du

solvant d’extraction.

=

£ 16 14.3 + 0.6™ o

4 B 13306 12.3+0.6°
"é 12 - K‘ 10.3 + 0.6

L |

B2 Feuilles de P. lentiscus L. (EA) Feuilles d’O. europaea L. (EM)
Feuilles de P. lentisus L. (EM) B Grignon d’olive (EA)

Feuilles d’O. europaea L. (EA) M Grignon d’olive (EM)

Les valeurs portant la méme lettre ne different pas significativement (P>0.01).

Figure 15 : Représentation de 1’activité antibactérienne des extraits contre Pcc.
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L’effet inhibiteur le plus élevé est obtenu avec I’EA de P. lentiscus L et I’effet le
plus faible est obtenu avec I’EM de feuilles d’O. europaea L. Une similitude (différences
non significatives (P>0.01)) d’action est observée d’une part entre I’EM de P. lentiscus L.,
I’EA des feuilles d’O. europaea L. et EA du grignon, et d’autre part entre ’EM du
grignon et ’EA des feuilles d’O. europaea L..

1.3.4. Détermination des concentrations minimales inhibitrices
Les résultats de 1’évaluation des concentrations minimales inhibitrices (tableau IV),
montrent que I’acide tannique présente la plus faible CMI (1.28 mg/ml).

Tableau IV : CMI des composés phénoliques de synthese et des extraits vis-a-vis de Pcc.

concentration minimale inhibitrice (mg/ml)

Composés
phénoliques de Extrait acétonique Extrait méthanolique
synthese
Acide Acide | Feuilles de | Feuilles d’ Grignon Feuilles de Feuillesd’ | Grignon
tannique | gallique | P lentiscus | O.europaea d’olive P.lentiscus | O. europaea | d’olive
L. L. L. L.
1.28 5.12 5.12 20.48 20.48 5.12 40.96 40.96

Quelque soit le solvant utilisé, I’extrait sec de P. lentiscus L. manifeste un méme
effet inhibiteur que I’acide gallique (CMI de 5.12 mg/ml). Les extraits acétoniques d’O.
europaea L. présentent un pouvoir inhibiteur nettement plus prononcé que les extraits

méthanoliques (CMI de 20.48 mg/ml contre 40.96 mg/ml respectivement).

1.4. Effet des extraits sur la pathogénicité de Pcc
1.4.1. Pathogénicité de Pcc

L’observation visuelle des symptomes apres inoculation, a montré une sensibilité de
tous les tubercules vis-a-vis de Pcc. Les symptomes obtenus, présentés dans la figure 16,
se caractérisent par 1’apparition d’une zone nécrosée d’aspect liquide et de couleur créme,

entourée d’un halo noir marquant une frontiére avec les tissus sains.
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Figure 16 : Symptome de pourriture molle provoqué par Pcc.

Pour la majorité des demi-tubercules, la quantité de tissus pourris varie de 2 a 2,5 g
apres 6 jours d’incubation a la température ambiante (27 a 28°C). Les résultats du test de
normalité (figure 17) montrent que la distribution de la sensibilité a la pourriture molle

entre les demi-tubercules est normale.

K-S d=,06458; p> .20; Lilliefors p<,15

50

45 |

? ‘//%

30 |

15 ¢ //

NN

Nombre des demi-tubercules

’ 7,
/
0 / A X o, . - Théorique
05 1,0 15 20 25 30 35 40 45 Normal

Poids de tissus pourris (g)

Figure 17 : Distribution de la sensibilité des demi-tubercules a la pourriture molle
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1.4.2. Effet des extraits sur I’évolution de la pourriture molle

Les résultats de 1’inoculation des demi-tubercules apres traitement des ces derniers
par les différentes concentrations d’extraits montrent une réduction du poids des tissus
pourris. Cette réduction est nettement plus importante en présence des extraits de P.
lentiscus L. comparativement aux extraits d’O. europaea L. Nous notons €galement une
diminution remarquable de la quantit¢ de tissus pourris en présence des extraits
acétoniques d’O. europaea L. par rapport a leurs équivalents méthanoliques.

Les différents résultats obtenus montrent un effet net de la concentration de 1’extrait
sur I’inhibition du développement de la pourriture molle quelque soit le solvant et le
substrat utilisé (P< 0.001). L’analyse statistique des résultats montre que seul les extraits
méthanoliques d’O. europaea L. présentent des différences significatives entre eux

(P <0.001).

Pour les extraits de P. lentiscus L. (tableau V), nous notons une réduction graduelle
de la pourriture molle avec ’augmentation de la concentration en extrait pour atteindre a

204.8 mg/ml une inhibition totale.

Tableau V : Effet des extraits de Pistacia lentiscus L. sur 1’évolution de la pourriture molle

causée par Pcc.

P. lentiscus L. Signification
Concentration EA EM Solvant Concentration
(mg/ml) Poids des tissus
Pourris (en % des témoins)
0 100+ 1.78 100+ 1.91
12,8 92,5+0.92 93,7+ 1.49
25,6 86,2+0.71 | 88,2150 e o
51,2 74,8 £0.71 77,4 +£1.95
102,4 51,2+0.79 53+1.49
204,8 0 0

Pour les extraits acétoniques des feuilles d’O. europaea L. et du grignon d’olive
(tableau VI), le poids de la pourriture diminue de 25% et de 50% a des concentrations de
204.8 et 409.6 mg/ml respectivement. A une concentration de 819.2 mg/ml, I’inhibition

totale est atteinte.
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Tableau VI : Effet des extraits acétoniques d’O. europaea L. sur 1’évolution de la pourriture

molle causée par Pcc.

O. europaea L. (EA) Signification
Concentration Feuilles Grignon Substrat Concentration
(mg/ml) Poids des tissus
Pourris (en % des témoins)

0 100 +1.12 100 + 1.95
51,2 94,04 + 0.77 92,62 +1.61 "k ok
102,4 88,02 +3.43 87,4+0.18
204,8 71,8 £0.08 75,82 +.20
409,6 50,2+ 0.26 49,42 £0.15
819,2 0 0

Pour I’extrait méthanolique du grignon d’olive (tableau VII), la réduction du poids
des tissus pourris est observée a partir de la concentration 204.8 mg/ml. Avec une

réduction de la croissance de I’ordre de 10, 25 et 50% avec les concentrations de 409.6,

819.2 et 1638.4 mg/ml respectivement.

Tableau VII : Effet des extraits méthanoliques d’O. europaea L. sur 1’évolution de la

pourriture molle causée par Pcc.

O. europaea L. (EM) Signification
Concentration Feuilles Grignon Substrat Concentration
(mg/ml) Poids des tissus
Pourris (en % des témoins)

0 100+ 1.07° 100 +2.82°
102,4 105 +3.66 ° 100,02 +0.14* ®x% kK
204,8 100,3 +0.24° 100,02 +3.9°
409,6 94,92+ 0.17° |  9024+1.43°
819,2 87,98 +0.23 € 75 +0.08 ¢
16384 75+0.85 ¢ 50+0.41°

Les valeurs portant la méme lettre ne different pas significativement (P>0.001).
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Pour I’extrait méthanolique de feuilles d’O. europaea L., l1a réduction du poids de la
pourriture est observé a partir d’'une concentration en extrait de 409.6 mg/ml, et le taux

atteint une valeur de 5, 12 et 25 % a des concentrations de 409.6, 819.2 et 1638.4 mg/ml.

La réduction de la pourriture molle par les différents extraits augmente
significativement avec les concentrations. Ainsi, des corrélations linéaires positives
significatives (P <0.001) (figure 18) sont observées entre les différentes concentrations

d’extraits et la réduction du poids des tissus pourris.
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|
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pourris (en% du témoin)
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Diminution du poids des tissus

Concentration en extrait (mg/ml)

B (a) P. lentiscus L. (EA) (b) P. lentiscus L. (EM) A (c) Feuilles d'O. europaea L. (EA)
© (d) Feuilles d'O. europaea L. (EM) m (e) Grignon (EA) e (f) Grignon (EM)

(a): 1 =0.9997%** (b) : r =0.9993*** (c) : 1=10.9993***

(d): r=0.9781*** (e) :r= 0.9998***  (f) : r=10.9938***

**%* : Corrélation significative (P < 0.001).

Figure 18 : Corrélations linéaires entre les concentrations d’extraits et les diminutions des

poids des tissus poutrris.
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I1. Discussion générale

Le but du présent travail est d’étudier le comportement de P. carotovorum ssp.
carotovorum vis-a-vis des tubercules de pomme de terre, en présence d’extraits bruts des
feuilles de P. lentiscus L. et d’O. europaea et du grignon d’olive. Ces derniers sont
obtenus par extraction solide-liquide au moyen de solvants organiques aqueux (AA et
MA) recommandés par de nombreux chercheurs car meilleurs extracteurs des composés
phénoliques que les solvants organiques purs (Chavan et al, 2001; Luthria et

Mukhopadhyay, 2006 ).

L’extraction étant différée dans le temps par rapport a la récolte de nos échantillons,
la conservation de ces derniers (par voie seéche et selon les recommandations de
Silanikove et al. (1996)) s’est avérée nécessaire. Les teneurs en humidité de nos substrats
expérimentaux sont ¢levées (44.6 a 48.5%) et comparables aux données bibliographiques
Delgado-Pertinez et al. (2000) pour les feuilles d’O. europaea L., Doymaz et al. (2004)

pour le grignon et Silanikove ef al. (1996) pour les feuilles de P. lentiscus L..

L’extraction n’est qu’une étape de transformation de la matiere premiere végétale en
un extrait ou en un produit pur (Mompon et al., 1996). Son but est de faire diffuser les
composés phénoliques présents dans cette matiere végétale dans la phase liquide
(Escribano-Bailon et Santos-Buegla, 2003). Les rendements en extraits secs par I’AA et
par le MA dépendent de la quantit¢ de composés solubilisée par les solvants. Les
rendements d’extraction les moins élevés sont obtenus avec le grignon d’olive, substrat
pauvre en contenu cellulaire solubles. Ce dernier est connu pour sa richesse en
lignocellulose qui représente 50 a 83% de la MS (Zaidi et al., 2007), contre 39.9 a 62.6%
de la MS pour les feuilles d’O. europaea L. (Delgado-Pertinez et al.2000) et 39.9 a 44%
de la MS pour les feuilles de P. lentiscusL. (Silanikove et al., 1996).

Les différents dosages réalisés ont mis en évidence la présence de polyphénols

totaux solubles, de tannins et de flavonoides dans les trois substrats utilisés.

Il est difficile de comparer nos résultats avec les données bibliographiques. En effet,
I’extraction des composés phénoliques de leur matrice naturelle est compliquée par leur
diversité et leur sensibilité a ’oxydation et a I’hydrolyse (Naczk et Shahidi, 2004). De

méme, plusieurs facteurs peuvent influencer les quantifications tels que le cultivar, le
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degré de maturation des feuilles et du fruit (Amiot et al., 1986 ; Makkar et al., 1988), les
conditions d’environnement (Zimmer, 1995), le mode de conservation des substrats
d’extraction (séchage), ainsi que de nombreux paramétres liés a la méthode d’extraction
(température, durée et nombre de répétitions d’extraction, etc.) (Levizou et al, 2004 ;

Pinelo et al., 2005).

Nos résultats révelent un effet significatif (P< 0.001) tant de la nature du matériel
végétal utilisé que du solvant d’extraction. Les résultats du dosage montrent que les
feuilles de P. lentiscus L. sont tres riches en composés phénoliques (polyphénols totaux
solubles, tannins et falvonoides) comparativement aux produits d’O. europaea L. (feuilles

et grignon).

Les teneurs en polyphénols totaux des feuilles de P. lentiscus L. 13.3% a 16.3% sont
inférieures a celle rapportée par Decandia et al. (2000) qui est de 17.3%. Les teneurs en
tannins 3.45% a 3.72% sont inférieures a la teneur rapportée par Romani ef al. (2002): 6 a
7%.

Chez O. europaea L., connue comme une source de biophénols (Micol et al., 2005 ;
Bianco et al., 2006 ; Ranalli et al, 2006), les feuilles sont plus riches en composés
phénoliques (polyphénols totaux solubles, tannins et falvonoides) que le grignon. Pour les
feuilles d’O. europaea L., les teneurs en polyphénols totaux solubles 8.22 a 5.18 %
représentent 4 a 6.5 fois celles signalées par Ferreira et al. (2006). Skerget et al. (2005)
rapportent que les feuilles d’O. europaea L. contiennent 0.12% de proanthocyanidines ;
cette valeur est proche de celle obtenue avec I’AA (0.13%) et plus ¢élevée que la teneur
obtenue avec le MA (0.04%). Les teneurs en flavonoides des feuilles d’O. europaea L.
(0.17 2 0.18%) sont supérieures aux données rapportées en 2005 par Skerget (0.038%).

Pour le grignon, la teneur en polyphénols totaux solubles obtenue avec I’AA (1.84%)
est proche de celle rapportée par Cardoso et al. (2004) alors que notre extrait
méthanolique se compare aux résultats de Martin-Garcia et al. (2003). Les teneurs en
tannins (0.02 a 0.05%) sont inférieures a la teneur rapportée par Nefzaoui (1985) qui est
de 0.52% pour un grignon tamisé €puisé a I’hexane.

Les bases de données investies ne rapportent pas d’¢tudes sur les teneurs en

flavonoides pour les feuilles de P. lentiscus L. et le grignon.
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L’AA extrait significativement (P< 0.001) plus de polyphénols totaux solubles et de
tannins que le MA pour les trois échantillons utilisés. Notre résultat est en accord avec les
données de la littérature ; Turkmen et al. (2006), rapportent que les rendements
d’extraction des composés phénoliques a partir du thé noir et du thé vert sont plus €élevés
avec ’AA (50% et 80%) qu’avec le MA (50% et 80%). Ces données corroborent les
observations rapportées par Avallone et al. (1997) pour les fruits, les graines et le germe
de Ceratonia siliqua L., Chavan et al. (2001) pour les Lathyrus maritimus L. frais et

séché et Areias et al. (2005) pour la sauge.

Les extraits phénoliques des plantes sont généralement des mélanges des différentes
classes de composés phénoliques qui sont solubles dans le solvant utilisé. La solubilité de
ces composes est gouvernée par le type de solvant (polarité), le degré de polymérisation
des composés a diffuser ainsi que leurs interactions avec d’autres constituants et la
formation de complexes insolubles (Naczk et Shahidi, 2004). La variabilité de I’extraction
des tannins par 1’acétone et par le méthanol peut s’expliquer par la capacité de ’acétone a
dissocier les complexes formés entre les protéines et les tannins ce qui augmente
I’extrabilité de ces derniers (Hagerman, 1989). Selon Mueller-Harvey (2001), le méthanol
réagit avec les tannins hydrolysables particulierement les gallotannins et les scinde a pH
neutre en acide phénolique et en glucides ce qui diminue leur extrabilité.

La plupart des flavonoides existent sous forme d’hétérosides dans lesquels un ou
plusieurs groupements hydroxyles sont combinés a des sucres (Rice-Evans et al., 1997).
La présence d’une fraction osidique qui rend les flavonoides trés solubles dans I’eau
explique le résultat obtenu dans les extraits de P. lentiscus L. et les extraits de feuilles
d’O.europaea L. Selon Escribano-Bailon et Santos-Buegla (2003), I’utilisation du
mélange méthanol/eau (50/50) suffit souvent pour obtenir une bonne extraction des
hétérosides phénoliques a partir de la plupart des plantes. Une quantité importante de
flavonoides sous forme libre non liée a une fraction osidique est extraite par 1’acétone

dans le cas du grignon.

Les effets antimicrobiens d’extraits de plantes ont été rapportés par de nombreux
chercheurs (Hayder et al., 2005 ; Parekh ef al., 2005). Ainsi, des extraits de feuilles de P.
lentiscus L., Pelargonium sidoide et Thymus spathulifolius se sont avérés efficaces contre

un grand nombre de micro-organismes tels que les bactéries (Escherichia coli,
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Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, etc.), les moisissures (Aspergillus niger,
Fusarium, Rhizoctonia solani, Phythium ultimum etc.) et les levures (Candida albicans,

Saccharomyces cerevisiae, etc.) (Kordali et al., 2003 ; Sokmen et al., 2004).

Il a été montré que D’activité antibactérienne des extraits de plantes est attribuée a
leurs composés phénoliques (Van Der-Watt et Pretorius, 2001 ; Panizzi et al., 2002).
Ainsi, les extraits phénoliques de Robus ulmifolius L. et de Satureja hortensis L. ont
montré une activité antimicrobienne a 1’égard d’une large gamme de pathogenes tels que
Pseudomonas aerogenosa, Bacillus cereus, A.spergillus flavus, Pectobacterium

carotovorum , Erwinia amylovora, etc. (Panizzi et al., 2002 ; Sahin et al., 2003).

Nos résultats avec les acides tannique et gallique montrent que Pcc est sensible au
deux composés phénoliques. Une étude réalisée par Chung et al. (1993) a montré que
I’acide tannique inhibe la croissance de certaines bactéries intestinales (Bacteroides
fragilis, Clostridium perfringens, Escherichia coli et Enterobacter cloacae). Rodriguez-
Vaquero et al. (2007) rapportent que 1’acide gallique inhibe la croissance d’Escherichia
coli et de Klebsiella pneumoniae a des concentrations de 25mg/ml et 10mg/ml

respectivement.

L’effet antibactérien plus prononcé révélé pour l’acide tannique a différentes
concentrations testées (P< 0.05) s’accorde avec les résultats obtenus par Ait Bessai (2005)
sur Pectobacterium chrysanthemi. Ce dernier note une réduction de la croissance de cette
souche bactérienne allant de 28 a 47% en présence respectivement de 0.4 et 3.2 mg/ml

d’acide gallique contre 91% pour 0.2 mg/ml d’acide tannique.

Cette variabilité de sensibilité s’explique par la différence de taille et du nombre de
groupement hydroxyles entre les deux acides ; les acides tanniques (Cq4 Hs, Og46) sont un
mélange complexe contenant en proportion importante divers ester de 1’acide gallique et

du glucose (Hodek et al., 2002).

Cette variabilité de sensibilité aux acides tannique et gallique est également observée
en présence des six extraits testés, I’effet inhibiteur des extraits de P. lentiscus L. s’est
avérée plus élevé que ceux d’O. europaea L.. Le méme phénomene est observé par

Bassim et al. (2006) en présence des extraits méthanoliques de pollen et de propolis.
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En accord avec ces mémes auteurs, I’importante activité antibactérienne montrée par
les extraits de P. lentiscus L. serait en relation avec leur forte teneur en composés
phénoliques (polyphénols totaux solubles, flavonoides et tannins) comparés aux autres
extraits de feuilles d’O. europaea L. et du grignon d’olive. Rodriguez-Vaquero et al.
(2007) ont montré que, 1’effet antibactérien de 3 types de vins est proportionnel a leur

teneur en composés phénoliques.

Nous avons noté toute fois que I’extrait le plus riche en composés phénoliques
(Iextrait méthanolique de P. lentiscus L.) a montré la méme activité antibactérienne que
I’extrait acétonique du grignon d’olive (pauvre en ces composé€s) ; les composés de ce
dernier diffuseraient mieux a partir du disque que celui de 1’extrait méthanolique de P.
lentiscus L.. Ce facteur diffusion influence le diametre de la zone d’inhibition et par

conséquent 1’estimation de 1’effet antibactérien (Proestos et al., 2006).

Les CMI, exprimées en mg d’ES, montrent un pouvoir inhibiteur plus marqué pour
les extraits acétonique et méthanolique de P. lentiscus L. suivi des extraits acétoniques
d’O. europaea L. devant leurs équivalents méthanoliques. Ce classement est totalement
modifié lorsque la CMI est exprimée en rapport avec la quantité¢ de polyphénols totaux,

tannins et flavonoides apporté.

Comme le rapportent plusieurs auteurs (Romani et al., 2002 ; Sampedro et al.,2004 ;
Silva et al.,2006), plusieurs composés ont été identifiés dans les produits d’O. europaea L.
et dans les feuilles de P. lentiscus L. tels que I’hydroxytyrosol, tyrosol, catéchine, acides
caféique et vanillique, rutine, verbascoside, oleuropeine, luteoline, etc. (feuilles d’O.
europaea L. et grignon), acides gallique et quinique, myricétine glycosides, quercétine
glycosides, delphinidin 3-O-glucoside, cyanidin 3-O-glucoside, catéchine, etc. (feuilles de

P. lentiscus L.).

Certains de ces composés (acides coumarique, vanillique, protocatéchique, caféique
syringique, férulique, acide p-hydroxybenzoique) sont connus pour leur effet
antimicrobien sur Pcc. Cette derniére est également inhibée par les acides gentistique et

veratique (Elorrieta et al., 2003).
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La majorité des composés identifiés dans les produits d’O. europaea L. et les feuilles
de P. lentiscus L. sont connus pour leur potentiel antimicrobien, comme 1’ont montré les
travaux de Aziz et al. (1998) pour les différents composés isolés du grignon, Hayder et al.
(2005) et Rodriguez-Vaquero et al. (2007) pour les différents composés isolés des feuilles
de P. lentiscus L. et Bisignano et al. (1999) et Micol et al. (2005) pour les composés

isolés des feuilles d’O. europaea L..

Nous n’avons pas procédé a une identification et quantification des différents
composeés phénoliques présents dans ces extraits. Il est admis que le profil (qualitatif et
quantitatif) en composés phénoliques de chaque extrait peut varier en fonction du solvant
utilis¢ (Unal, 1994). Ainsi que, I’effet antibactérien observé serait la résultante d’une
action synergique de I’ensemble des composés phénoliques présents, comme le souligne

Puupponen- Pimia et al. (2001).

Nous avons observé sur tubercules une diminution significative de la quantité de
tissus pourris en présence des différents extraits. Une telle réduction des symptomes est
rapportée par Baysal et Zeller (2004), pour le symptome de la rouille causée par E.
amylovora sur le pommier, le tabac, les tomates, etc., en présence des extraits d’Hedira
helex. Ces chercheurs notent qu’un traitement du matériel végétal (par les extraits) 48
heures avant inoculation était suffisant pour une détection de la résistance éventuelle a E.

amylovora par le végétal six jours apres 1’inoculation.

La virulence de Pcc dépend de la production et la sécrétion d’une large gamme
d’enzymes extracellulaires (pectinases, protéases et cellulases) responsables de la

dégradation des constituants de la paroi végétale et de la macération des tissus.

La quantité des tissus pourris récoltée des tubercules de pomme de terre au sixieéme
jour d’incubation, inversement proportionnelle a la concentration d’extraits (P<0.001)
varie d’un extrait a un autre. Les symptomes observés en présence de P. lentiscus L. sont

moins marqués qu’en présence d’O. europaea L..

Nos données sur tubercules corroborent les résultats observés in vitro. La synergie

d’action des composés phénoliques serait plus forte dans les extraits de P. lentiscus L..
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Nous avons mis en évidence la présence de composés phénoliques dans nos extraits.
Ces derniers sont connus comme moyen de défense des plantes contre les agressions
externes (Scehovic, 1990 ; Remesy et al., 1996) et pour leurs activités antimicrobiennes

(Panizzi et al., 2002 ; Sahin et al., 2003 ; Ghedira, 2005).

La baisse du taux de tissus pourris sur les tubercules due a ’action des extraits
utilisés s’expliquerait par D’effet de ces derniers sur la croissance de Pcc. Trois
mécanismes biochimiques d’action seraient mis en jeu par les composés phénoliques pour
freiner le développement de la pourriture molle: action directe sur les membranes
cellulaires de la bactérie, action indirecte par le blocage des activités enzymatiques
bactériennes et interaction avec les tubercules de pomme de terre a I’origine d’une

induction des réactions de défense de cette derniére.

Les composés phénoliques peuvent agir directement sur la bactérie en affectant la
membrane cellulaire. Leinmiller et al. (1991) ont not¢ qu’a des concentrations
supérieures ou égales a SmM d’acides phénoliques (ferruliques et p-coumarique, etc.),
certaines lésions et une libération du contenu cellulaire sont observés chez Ruminococcus

albus et Veillonella alcalescensens

Les composés phénoliques peuvent inhiber Pcc indirectement par leur action sur les
enzymes pectinolytiques qui jouent un role important dans la pathogenicité des
Pectobacterium. En plus de ces enzymes pectinolytiques, les composés phénoliques
peuvent avoir également un effet sur les protéases produites par Pcc lors de I’infection du
tubercule. Ces protéases sont connues pour étre impliquées dans la suppression des
mécanismes de résistance de 1’hote en dégradant les protéines de défense de ce dernier,
induisant ainsi indirectement la macération et la perte de cohésion des tissus (Kydstio et

al., 1991 ; Marits et al., 1999).

En effet, des travaux réalisés précédemment par Ait Bessai (2005) sur P.
chrysanthemi, ont montré clairement 1’effet des composés phénoliques de synthése (acide
tannique et gallique) non seulement sur la croissance de Pecfobacterium mais également
sur son activité¢ enzymatique. En effet, I’inhibition de P’activité protéasique peut atteindre
les 80% pour des concentrations en acide gallique de 400pg/ml, et 86% pour la méme

concentration d’acide tannique. L’inhibition de I’activité pectate lyase peut atteindre les
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80% pour des concentrations d’acide gallique de 800ug/ml et elle est estimée a 87% pour

des concentrations d’acide tannique de 200pug/ml.

Lojkowska et Holubovsca (1992), ont montré que [I’inactivation des enzymes
membranaires par les composés phénoliques entrainerait une modification de la

perméabilité cellulaire, suivie d’une lyse de la cellule bactérienne.

Le mécanisme d’inhibition de 1’activité enzymatique bactérienne par les composés
phénoliques est li¢ probablement a une diminution de la disponibilit¢ des substrats par
complexation des polysaccharides (cellulose, pectines, etc...) et des protéines (Hagerman,
1989), par chélatation des cofacteurs métalliques qui peut étre en partie responsable de
I’activité inhibitrice des enzymes et par conséquence de D’inhibition de 1’activité
microbienne (Liu et al., 2003). L’inhibition de la croissance des bactéries intestinales
(Bacteroides fragilis, Clostridium perfringens, Escherichia coli et Enterobacter cloacae)
par I’acide tannique est expliquée par la capacité élevée de ce dernier a fixer le fer (Chung
et al, 1998). Le fer étant essentiel pour tous les micro-organismes dont ’acquisition se
fait par la synthese de sidérophores qui permettent de le véhiculer a I'intérieur de la
cellule bactérienne (Expert, 1999). Selon Akiyama ef al. (2001), I’acide tannique rentre en
compétition avec les sidérophores, chélate le fer et entraine une diminution de sa

disponibilité dans I’environnement immédiat des micro-organismes.

Dans le cas des Pcc, la baisse de leurs activités enzymatiques au contact des
composés phénoliques serait licée a leur fixation aux sites actifs des enzymes qui
deviennent inactives ou a la précipitation des protéines enzymatiques ou tout simplement
a l’encombrement stérique autour des molécules d’enzymes, les empéchant ainsi
d’accéder aux substrats. Selon Hatano ef al. (1990) et Leinmuller ef al. (1991), les tannins
possédent une infinité de liaison importante pour les protéines notamment les a-amylases,
cellulases, B-glucosidases et les protéases, et engendrent généralement la formation d’un

complexe protéines-polyphénols qui précipite et devient non fonctionnel.

Selon Baysal et Zeller (2004), le temps de contact des extraits avec le tubercule (48
heures), avant I’inoculation était suffisant pour permettre aux récepteurs localisés au
niveau de la membrane plasmique de I’hote de reconnaitre les éliciteurs produits par les

extraits. Ce phénomeéne entraine une activation des génes de défense de la pomme de
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terre. Selon Plutot ef al. (1999), en plus des éliciteurs oligosaccharidiques, il existe
plusieurs autres éliciteurs de nature chimique variable (glycoprotéines, protéines, lipides,

etc.).

Les extraits phénoliques appliqués sur tubercules pourraient induire le renforcement
de la paroi végétale par des dépots de lignines, de polysaccharides et par 1’accumulation
des glycoprotéines riches en hydroxy-prolines qui forment un réseau serré, empéchant
ainsi la pénétration du pathogene (Benhamou, 1996). Ils induisent également la synthese
d’une multitude de molécules antimicrobiennes telles que, les protéines PR, les peptides
antimicrobiens, les phytoalexines, etc. Selon Hildenbrand et Ninneman (1994), les
phytoalexines (rishitine, solavétine, phytubérine, hydroxysolavativone,
hydroxyphytobérol, solanascone et lubinine) sont détectées dans des extraits de tissus

pourris de pomme de terre.

L’activation des genes spécifiques de défense de la pomme de terre entraine la
libération de polyphénoloxydase et de la péroxydase, qui peuvent manifester une activité
accrue en présence des extraits phénoliques de feuilles de P. lentiscus L. et des produits
d’O. europaea L., et interviennent dans I’oxydation de ces composés phénoliques en
quinones, tres toxiques pour les Pectobacterium (Lojkowska et Holubovsca, 1992). Les
composés phénoliques oxydés inhiberaient les activités enzymatiques de la bactérie
notamment celles qui interviennent dans la dégradation des parois cellulaires de 1’hote
telles que, la polygalacturonase (PG) qui joue un role important dans la pathogénicité de
P. carotovorum ssp. carotovorum. Cette inhibition augmente avec la concentration du
milieu en composés phénoliques (Basham et al., 1987). Ce qui explique 1’effet inhibiteur
¢levé démontré par les extraits de P. lentiscus L. en comparaison avec les extraits de
produits d’O. europaea L.. Selon Baysal et Zeller (2004), les composés phénoliques sont
des éliciteurs des réactions de défense des plantes, ils induisent une stimulation de la
polyphénoloxydase et des protéases (chitinases) qui jouent un rdle important dans la

résistance des plantes aux pathogenes.
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Conclusion

Les différents résultats enregistrés dans cette étude ont montré une sensibilité
variable de 1’agent phytopathogéne Pectobacterium carotovorum ssp. carotovorum aux

extraits testés.

Le matériel végétal utilisé pour I’extraction se caractérise par une richesse en
composés phénoliques (polyphénols totaux solubles, tannins et flavonoides) dans des
proportions variables. Les feuilles de Pistacia lentiscus L. se distinguent par une teneur
plus élevée. Dans nos conditions expérimentales, 1’acétone aqueux (70%) s’avere
globalement meilleur extracteur des composés phénoliques que le méthanol aqueux

(80%).

Les résultats de I’étude in vitro révelent une sensibilité de P. carotovorum ssp.
carotovorum aux compos€s phénoliques de synthése (acides tannique et gallique) ; ’effet
antibactérien est plus prononcé pour I’acide tannique. Cette variabilit¢ de sensibilité
observée avec les acides tannique et gallique est également révélée en présence des six

extraits testés.

L’effet inhibiteur des extraits de P. lentiscus L. s’est avéré plus élevé que ceux d’O.
europaea L.. Les données des CMI montrent un pouvoir inhibiteur plus marqué pour les
extraits acétonique et méthanolique de P. lentiscus L. suivi des extraits acétoniques d’O.

europaea L. devant leurs équivalents méthanoliques.

Ces résultats sont confirmés par 1’étude sur tubercules avec observation d’une baisse
de pathogénicité en présence des extraits, une inhibition totale est observée avec 204.8 et
819.2 mg/ml d’extraits de Pistacia lentiscus L. et d’extraits acétoniques d’Olea europaea

L. respectivement.

Il serait intéressant de pousser et d’approfondir ce travail pour mieux comprendre les
facteurs et les mécanismes mis en jeu.

Une caractérisation qualitative approfondie de ces extraits mérite une attention
particuliere par une étude de la structure chimique des polyphénols des différentes
fractions obtenues. Ainsi que I’étude des modifications biochimiques induites sur

tubercules pour mettre en évidence les réactions de défense.
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Annexe

Annexe I : Données générales sur le matériel végétal utilisé

1. Pistacia lentiscus L.

Pistacia lentiscus L. une dicotylédone de 1’ordre des Sapindales, est I’'une des 11
especes de la famille d’Anacardiacées de genre Pistacia (Spichiger et al., 2004 ; Ozgelik
et al., 2005). 11 s’agit du lentisque pistachier, arbrisseau résineux de 1 a 3 m de haut avec
des tiges ramifiées et des feuilles persistantes a forte odeur de résine, composées (4 ou 5
paires de folioles) et courtement pétiolées ; des fleurs rougeatres en grappe denses tres
discretes naissent en grand nombre a la base des feuilles de Mars en Juin. Les fruits sont
trés petits et globuleux, de couleur rouge virant au noir a maturité¢ (Baba-Aissa, 1991 ;
Munné-Bosch et Penuelas., 2003).

2. Olea europaea L.

Olea europaea L. est une dicotylédone de 1’ordre des Lamiales, appartenant a la
famille des Oléacées et au genre Olea (Spichiger et al., 2004). 11 s’agit de I’olivier, arbre
pouvant atteindre 10 m de hauteur et doué¢ d’une tres longue longévité. C’est un arbre a
rameaux cylindroides, a troncs noueux, a feuilles allongées et étroites ; ses fleurs sont
miniscules et ses fruits sont ovoides, de grosseurs variables (suivant la variété) et noirs a
pleine maturité. Cet arbre pousse sur le pourtour méditerranéen méme dans les terrains
rocailleux et secs (Baba-Aissa, 1991).

e Grignon d’olive

Le tourteau d’olive appelé communément « grignon » est le résidu industriel solide
recueilli aprés extraction de 1’huile. Il comporte la pellicule du fruit (épicarpe), la pulpe
(mésocarpe), la coque du noyau (endocarpe) et I’amandon ou graine (Doymaz et al.,
2004).

3. Solanum tuberosum L. variété « Désirée »

De taille haute et a port dressé, la plante de ce cultivar est a tiges trés pigmentées et a
ailes assez étroites, le plus souvent rectilignes. Les feuilles, peu divisées sont de couleur
verte assez foncée et a pétioles et nervures pigmentés. Les fleures sont rouges violacées et
a pointes blanches. Le tubercule est de forme oblongue, a peau rouge, a chair jaune et a
yeux assez superficiels. Le germe est de forme cylindrique, de couleur rouge violacée,

légerement plus coloré a la base (Spichiger et al., 2004).
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Annexe

Annexe I1. Courbes d’étalonnage pour le dosage des composés phénoliques.
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des phénols totaux solubles.
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Figure 2 : Courbe d’¢étalonnage pour le dosage des tannins.
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Figure 3 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides.
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Annexe III : Préparation des solutions et des milieux de cultures

1. Préparation des solutions

Solutions

Réactifs

Conservation

Tampon acétate

0.20 M d’acide acétique
170 mM de NaCl
pH ajusté a4 4.9

Température ambiante

5% (V/V) de triéthanolamine

SDS/TEA 1% (P/V) SDS Température ambiante
pH ajusté 2 9.4
1 mg /ImL de BSA dissous dans le tampon
Solution de BSA

acétate

4°C

Chlorure ferrique
(FeCl3)

0.01 M de FeCl;

Température ambiante

2. Préparation des milieux de cultures

Milieu Hugh et Leifson

Composition Par litre
Bacto tryptone 2g
Na Cl 5¢g
Bleu de Bromothymol 03g
Glucose 0.03¢g
Agar 10 g
Eau distillée 3g
1000 ml
King B
composition Par litre
Protéose peptone 20. g
Phosphate de K dibasique 1.145 g
(K,HPO,) 15¢g
Sulfate de Mg (Mg SO,, 7H,0) 15. g
Agar 15 ml
Glycérol 1000 ml
Eau distillée
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Milieu Levure Peptone (LP)

composition Par litre
Extrait de levure 3g
Peptone S5¢g

Eau distillée 1000 ml

Milieu Luria Bertali (LB)

composition Par litre
Tryptone 10g
Extrait de levure 5¢g
NaCl I5¢g
Agar 10g
Eau distillée 1000 ml
Milieu de Sutton
composition Par litre
NaOH IN 6al10ml
CaCl, 2H,0 a 10% 6a2lm
Bleu de Bromothymol a 0,5% 6 ml
Extrait de levure S5¢g
Polypectate de sodium 15¢g
Eau distillée 1000 ml
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Annexe IV : Etude statistique

1. Taux d’humidité des échantillons

Facteur DL_EFFET

Matériel végétal 2 27

DL_ERREU F
103.1402

2. Dosage des composés phénoliques

2.1. Exprimés en mg /g d’ES

Solvant Matériel végétal Solvant x Matériel

Paramétres végétal
DL_EFFET 1 DL_EFFET 2
DL_ERREU 12 DL_EFFET 2
DL_ERREUI12 DL_ERREU 12
F F F
100812.1 225328.3 1015.2
Phénols totaux
Tannins 3086.1 897909.7 14.6

Flavonoides 19503 1274943 25784

2.2. Exprimés en mg /g de MS

Solvant Matériel végétal Solvant x Matériel
Paramétres végétal
DL _EFFET 1 DL_EFFET 2
DL_ERREU 12 DL_ERREU 12 DL_EFFET 2
DL_ERREU 12
F F F
90002 1062124 9816
Phénols totaux
Tannins 7203 2387182 2243
Flavonoides 27425 4598456 30861
3. Activité antibactérienne
3.1. Activité antibactérienne des acides tannique et gallique
Facteurs DL_EFFET DL_ERREU F
Composé phénolique 3 16 331.6667
Concentration 1 16 529.0000
Composé phénolique x Concentration 3 16 4.8519
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3.2. Activité antibactérienne des extraits
Facteurs DL_EFFET DL_ERREU F
Solvant 1 12 45.00000
Matériel Végétal o) 12 43.80000
Solvant x Matériel végétal ) 12 7.80000
4. Effet des extraits sur le développement de la pourriture molle
4.1. Effet des extraits de P. lentiscus L.
Facteurs DL_EFFET DL_ERREU F
Solvant 1 40 20.014
Concentration 4 40 0842 .858
Solvant x Concentration 4 40 1.646

4.2. Effet des extraits acétoniques de feuilles d’O. europaea L. et du grignon

d’olive
Facteurs DL_EFFET DL_ERREU F
Matériel végétal 1 40 1.224
Concentration 4 40 8546.175
Matériel végétal x Concentration 4 40 1.024

4.3. Effet des extraits méthanoliques de feuilles d’O. europaea L. et du grignon

d’olive
Facteurs DL_EFFET DL_ERREU F
Matériel végétal 1 40 2094114
Concentration 4 40 755.8021
Matériel végétal x Concentration 4 40 748878
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Annexe V : Teneur en composés phénoliques des différents extraits

Feuilles de Feuilles d’ Grignon d’olive
P. lentiscus L. O. europaea L. | Variété « Aimel » |  Signification
variété « Aimel »
EA EM EA EM EA EM | Solvant | Matériel
végétal
Polyphenols | 375.31* | 317.00° | 282.34 © [ 199.36 ¢ | 198.06" | 124.43
Totaux solubles + + + + + + kk Sedese
(mg EAG/ g 0.67 0.39 0.59 0.37 0.13 0.52
d’ES)
Tannins 8572 | 82.14° | 4549 | 165" | 521° | 224°©
(mg EAT/ g + + + + + + %k ek
d’ES) 0.10 0.06 0.17 0.08 0.14 0.12
Flavonoides | 7.13° | 842° | 5999 | 6.92¢ | 124¢ | 058"
(mg EQ/g d’ES) + + + + + + wedes Tk
0.01 0.004 0.002 0.01 0.01 0.01

*#%  Significative (P< 0.001).

Sur une méme ligne, les valeurs portant des mémes lettres ne différent pas significativement

(P >0.001).
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Résume

Résumé

L’activité antibactérienne des extraits acétoniques et méthanoliques de feuilles de Pistacia
lentiscus L. et des produits d’Olea europaea L. (feuilles et grignon d’olive) est testée vis-a-vis de
P. carotovorum ssp. carotovorum, in vitro et sur tubercules de Solanum tuberosum L.. Les
résultats obtenus a I’issu de ce travail montrent que I’extraction a 1’acétone aqueux donne un
meilleur rendement en composés phénoliques que D’extraction au méthanol aqueux, avec un
rendement d’extraction relativement élevé pour les feuilles de P. lentiscus L. Les résultats de
I’activité antimicrobienne des extraits montrent que, tous possedent une activité antibactérienne a
une concentration de 200 mg/ml. Les résultats relatifs a I’étude in vivo révelent que tous les
extraits montrent une baisse dans le développement de la pourriture molle estimée en gramme de
tissus pourris, avec une inhibition compléte en présence de 204.8mg/ml et 819.2 mg/ml d’extraits

de Pistacia lentiscus L. et des extraits acétoniques d’Olea europaea L. respectivement.

Mots clef : P. carotovorum ssp. carotovorum, extraits de plantes, pomme de terre, activité

antibactérienne.

Summary

Antibacterial activity of acetonic and methanolic extracts of Pistacia lentiscus L. leaves and Olea
europaea L. products (leaves and olive cacke) is tested against P. carotovorum ssp. carotovorum,
in vitro and on Solanum tuberosum L. tuber. The obtained results from this investigation showed
that extraction with aqueous acetone give a best yield of phenolic compounds than extraction with
aqueous methanol with a higher yield of Pistacia lentiscus L. leaves. The result of antibacterial
activity of extracts showed that all extracts have an antibacterial activity in a concentration of 200
mg/ml. The obtained results from the in vivo study reveal that all extracts show a decrease in soft
rot development which is estimated as gramme of rotten tissue, with complete inhibition in
presence of 204.8 mg/ml and 819.2 mg/ml of extracts of Pistacia lentiscus L. and Olea europaea
L. acetonic extracts respectively

Key words: P.carotovorum ssp. carotovorum, plants extracts, potatoes, antibacterial activity.
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