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Glossaire

Glossaire

5-désoxy-strigol : substance de reconnaissance entre les champignons endophytes et la plante
hote (sesquiterpéne), isolée lors de la pénétration d’hyphes aprés la germination

d’une spore.

Appressorium (ou appressoria): Organe de fixation et de pénétration des champignons dans
les plantes.

Chlamydospore : Cellule a paroi épaisse (forme de résistance) chez les champignons.
Conidie: Spore asexuée formée a I'extrémité d'un conidiophore.

Conidiophore: Structure végétative produite par I'nyphe et portant les conidies.
Endophyte: Organisme vivant a l'intérieur d'un végétal sans étre, généralement, pathogene.
Epiphytes: Ce sont des parasites implantés sur les parties aériennes de leur hote.

Groupe de Coffea sp A315: Constitué par les cing populations spontanées des Mascarocoffea
dont C. sp A315, C. sp A311, C. A525, C. A227 et C. A808.

Mascarocoffea: Caféiers spontanés de la région Malgache (Madagascar, ils de Mascareignes
et Comores).

Mélilotoside: C’est un glycoside de I’acide o-coumarique, trouvé chez Melilotus officinalis.

Métabolites secondaires: ce sont de substances biologiques produites par les organismes
vivants. IlIs ne participent pas directement au fonctionnement cellulaire et au

développement de la plante.
Nécrose: Altération résultant de la mort des cellules.
Parties asymptomatiques: Une partie d’organe des plantes apparemment saine.
Pycnide: Fructification globuleuse ouverte par un ostiole chez les Deutéromycetes.

Saprophyte: Organisme qui se nourrit de matiére organique morte.
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INTRODUCTION GENERALE

Le café est aujourd’hui le deuxiéme produit d’exportation mondiale aprés le pétrole.
Environ 6 millions de tonnes sont produites annuellement par plus de 70 pays de la zone
intertropicale. Les principaux producteurs sont le Brésil, la Colombie, le Vietnam et la Cote
d’Ivoire. Deux espéces seulement sont a 1’origine de cette production: Coffea arabica, espece
tétraploide, cultivée sur les plateaux d’Afrique et d’Amérique du Sud, en assure 68%. Son
café, aromatique et peu amer, est le plus apprécié des consommateurs. La seconde espéce,
Coffea canephora (ou Robusta) représentant 90% de la production nationale de Madagascar,

est cultivée a peu pres partout.

Les Mascarocoffea, terme créé par CHEVALIER en 1938, englobant les caféiers
spontanés de Madagascar et des Tles voisines, sont les plus riches en taxons. Si le sous-genre
Coffea compte 103 especes décrites (DAVIS et al., 2006), 57 espéces appartiennent a la
section Mascarocoffea dont 4 especes se trouvent aux lles Mascareignes tandis que 55
especes sont endémiques des foréts tropicales de Madagascar. Ils sont différents des caféiers
cultivés par leurs caracteres morphologiques, physiologiques, phénologiques, agronomiques
et biochimiques. lls se sont adaptés dans divers climats allant du type humide de I’est a celui
aride et sec du sud. lls ont évolué au cours des temps géologiques, en subissant divers facteurs
de sélection attribuables aux variations des microclimats de leur habitat ainsi que des

agressions d’autres organismes qui y cohabitent.

Ces caféiers sont rassemblés et préservés dans la station de recherche et de collection
ex-situ appartenant au FOFIFA (Foibem-pirenena momba ny Fikarohana ampiharina amin'ny
Fampandrosoana ny Ambanivohitra ou Centre National de la Recherche Appliquée au
Développement Rural) de Kianjavato. Les caféiers en collection font 1’objet des recherches
diverses. Par exemples on y pratique des ¢tudes d’amélioration, de conservation et des
caractéres génétiques intéressants des Mascarocoffea. Actuellement, les études biochimiques
et morphologiques sont les plus fréequentes. Des mis au point de la technique de la

réadaptation de quelques espéces fragiles y sont aussi menés.
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Les études faites sur les caféiers se sont presque concentrées sur les espéces cultivées
tandis que celles des Mascarocoffea restent encore fragmentaires. Néanmoins, il a été
confirmé que toutes les populations de cette section sont diploides (LOUARN, 1972),
réputées sans caféine (CHARRIER. et BERTRAUD, 1975), exceptés Coffea lancifolia et
Coffea kianjavatensis (CLIFFORD et al., 1991). En revanche ces deux taxons contiennent des
alcaloides autres que la caféine telle que la théacrine, la théophylline et la théobromine. Les
Mascarocoffea se caractérisent par des acides chlorogéniques (ACG) trés diversifiés, allant de
I’acide p-coumarique, I’acide o-coumarique, ’acide sinapique, en passant par les acides
hydroxycinnamiques rares comme les acides di- et tri-méthoxycinnamiques. Le mélilotoside
(glycoside de I’acide o-coumarique), composé insoupgonné et des mascarosides et cafamarine
(diterpenes glycosidiques), y ont été aussi découverts. Ces diterpenes glycosidiques semblent
étre les responsables de I’amertume de ces cafés sauvages, selon RAKOTOMALALA (1992).

A notre connaissance, les études des métabolites secondaires caractéristiques des
feuilles des Mascarocoffea n’ont pas été encore tres detaillées. Or, les feuilles semblent étre
des bons matériels végétaux en tant que principaux organes de synthése. Elles sont riches en

métabolites secondaires, et disponibles pendant toutes les saisons de 1’année.

Actuellement, I’extraction d’un métabolite secondaire d’une plante donnée est
devenue indissociable a celles des microorganismes endophytes. A titre d’exemple, les
asiaticoides de Centella asiatica ne sont produites que par I’intermédiaire de certains
champignons endophytes (RAJAONARIVELO, 2006). Parallelement, les endophytes des
plantes tropicales sont moins étudiés, or, ce sont des sources des nouvelles molécules (Li et
al., 2001). Ces concepts pourraient nous é&tre utiles pour ¢lucider I’existence de ces
substances, dites rares dans le régne végétal, qu’on trouve dans les graines de quelques
populations des Mascarocoffea. Chez la série Multiflorae les peuplements de C. perrieri
(Al2, A305, A421 et A724) sont caractérisés par leur contenu en dérivés di- et tri-
méthoxycinnamiques ; tandis que C. andrambovatensis (C. A227) et d'autres taxons,
dénommeés groupe de Coffea sp A315 (A315, A311, A227, A525, A808), se singularisent par la
présence de mélilotoside (RAKOTOMALALA et al., 1993).
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Cependant, I’analyse préalable de ces métabolites secondaires des Mascarocoffea
nécessite des moyens souvent colteux surtout face au nombre important de matériel végétal a
étudier. En outre, des appareillages modernes comme HPLC, CPG, spectre d’absorption,
spectre de masse etc...sont nécessaires. Dans le présent travail, une analyse simple et moins
onéreuse est utilisée dont la CCM qualitative. Quelques substances standard disponibles tels
que les acides, férulique, sinapique, caféique, chlorogénique, o- et p-coumarique ; trigonelline

et la caféine sont utilisées.

Notre contribution consiste, a extraire les métabolites secondaires particuliers de
feuilles de cing populations de Mascarocoffea dénommeées « Groupe de Coffea sp A315 » et a
comparer avec ceux des graines. Le mélilotoside, les acides chlorogéniques, les acides
hydroxycinnamiques, la trigonelline, les diterpenes glycosidiques ainsi que la caféine seront a
déterminer. Nous essayerons aussi d’isoler les microorganismes endophytes de feuilles de
C. sp A315 et d’en extraire les métabolites secondaires afin de déterminer si les molécules que

renferment les feuilles de C. sp A315 se retrouvent dans ces microorganismes endophytes.

Ce travail comprend deux chapitres. Dans le premier chapitre, nous présenterons les
processus d’extraction et d’identification des métabolites secondaires des feuilles de cing
populations des Mascarocoffea. Le deuxiéme chapitre traitera 1’¢tude des microorganismes

endophytes des feuilles de C. sp A315 et leurs métabolites secondaires.




CHAPITRE 1

ETUDE DES METABOLITES SECONDAIRES
SPECIFIQUES DES CAFEIERS DU GROUPE
DE Coffeasp. # 815
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CHAPITRE I ETUDE DES METABOLITES SECONDAIRES SPECIFIQUES
DES CAFEIERS DU GROUPE DE Coffea sp A 315

I-A  ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I-A-1 DESCRIPTION DES PLANTES UTILISEES

I-A-1-1 LES CAFEIERS

Les caféiers sont tous originaires des foréts intertropicales d’Afrique, de Madagascar,
de I’archipel des Comores et des Iles Mascareignes. Ce sont des arbres ou arbustes ; leurs
tiges feuillées, alternes opposeées, sont ligneuses. Les caféiers se distinguent par leur
placentation dite “cofféenne”, leurs graines sont caractérisées par la présence d’un sillon, plus
ou moins invaginé, dans la partie ventrale de I’albumen. Selon DAVIS et ses collaborateurs
(2006), il en existe 103 espéces décrites tandis que d’autres sont encore en voix de

description.
I-A-1-1-1  Position systématique

La systématique du caféier se présente comme suit:

Regne: VEGETAL

Embranchement: ANGIOSPERMES

Classe: DICOTYLEDONES
Ordre: GENTIANALES
Famille: RUBIACEES
Genre: Coffea
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[-A-1-1-2  Répartition géographique des especes

Les especes du sous-genre Coffea se répartissent en trois grands ensembles
biogéographiques (Fig. 1) separés par le Canal du Mozambique et la dorsale du Kivu, a I’est
du Zaire (LE PIERRES, 1995):

= La région malgache, comprenant Madagascar, les Iles Mascareignes et 1’archipel
des Comores, ou l’on trouve notamment les Mascarocoffea: C. lancifolia

Chevalier, C. homollei Leroy, C. humblotiana ...,

= L’Afrique orientale, comprenant des zones hétérogénes de climat et d’altitude
variées situées entre la dorsale Est-africaine et 1’Océan Indien. L’Est abrite les
Mozambicoffea (C. pseudozanguebariae, C. sessiliflora, C. racemosa) décrits par
BRIDSON (1994) ;

= L’Afrique centrale et occidentale allant de la facade Atlantique a la partie
centrale du continent, jusqu’a la dorsale du rift ou se rencontrent les Eucoffea,
typiques des basses altitudes: C. canephora, C. liberica, C. congensis, et

C. arabica.
Sur le continent, la distribution des especes est inégale selon les régions. Les facades
océaniques de I’Afrique centrale et de I’Afrique orientale semblent plus riches. A
Madagascar, la diversité semble étre extréme: plus de cinquantaine taxons ont été décrits alors

qu’on n’en recense qu’une trentaine pour toute 1’ Afrique.

Mozambicoffea
za Mascarocoffea

Figure 1: Distribution géographique du genre Coffea, sous-genre Coffea
(D’aprées CHEVALIER 1938-1947)




Etude bibliographique

I-A-1-1-3  Les Mascarocoffea

C’est une section qui regroupe les caféiers spontanés de Madagascar, des lles
Mascareignes et de 1’archipel des Comores selon CHEVALIER (1942). Cette section est
subdivisée, selon CHARRIER (1978) en six séries botaniques d’aprés leur comportement
phénologique, leurs caractéres morphologiques, agronomiques, technologiques, et leur
comportement en inter-croisement. Ce sont les séries Verae, Mauritianae-Humblotianae,

Multiflorae, Millotii, Garcinoides et Subterminales.

I-A-1-1-4  La série Multiflorae

Selon CHEVALIER (1947), la définition de la série Multiflorae repose sur les
caracteres morphologiques de C. gallieni (= C. perrieri) et de C. resinosa : caractérisées par
des feuilles coriaces assez grandes (10-15 cm de longueur) a nervation fine et nette ; des
inflorescences en position axillaire sur le bois agé, constituées de fascicules nombreux ou de
courtes cymes tres floriferes ; des fleurs de longueur de 8 a 12 mm, a tube court évasé et des

fruits ovoides allongés (Fig. 2, E ; page 7).

Les populations de cette série sont caractérisées par des arbustes en forme de fuseau
ou de cone ; exemple: C. sp A311, C. A808, C. sp A315 et C. 227 (Fig. 2 respectivement
figures A, F, G et J, page 7). Cette série présente une grande diversité d’adaptations,
altitudinales (0 a 1500 m), pédologique (sur sables blancs, sols ferralitiques) et climatique

(humide, tempéré, frais et sec).

Les populations de la série Multiflorae appartiennent aux différents territoires
phytogéographiques de Madagascar, mais essentiellement a la région orientale. Ces
populations naturelles relévent d’une dizaine d’espéeces décrites. Il n’est pas toujours ais¢ de
les rattacher aux taxons connus car elles possédent des caractéres intermediaires. Les
principales populations étudiées en collection sont les suivantes : A8 (C. resinosa), A538 (C.
sahafaryensis); A403 (C. arenesiana), A227 (C. andrambovatensis), A573 (C.
betamponensis), Al8 (C. mangoroensis), Al2, A305, A421 (C. perrieri), A317, A321, A311,
A315, A808 (C. ankaranensis), A525.
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Flgure 2: A, B etC representent respectivement le pied, les feuilles et les fleurs de C. A311 ; E:
fruits de C. A311 ; D et F représentent les fleurs et pied de C. A808 ; G représente le pled de

C. A315; H, J et I sont respectivement les feuilles et le pied de C. A227 et le pied de C. A525.
(Clichés Norosoa Razafinarivo)
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[-A-1-2 LE MELILOT JAUNE

Melilotus officinalis est une plante riche en mélilotoside (glycoside de 1’acide
o-coumarique). Cette substance a été aussi apercue dans les graines de C. sp A315,
C.sp A311, C. A227, C. A525 et C. ABO8 par RAKOTOMALALA et ses collaborateurs,
(1993). Faute de standard commercial du mélilotoside, Melilotus officinalis a été utilisé en
tant que témoin pour mettre en évidence ce composé dans les feuilles de ces 5 populations de

caféiers du groupe de Coffea sp A315.

Figure 3: Melilotus officinalis ou Mélilot jaune

(Source: Institut Européen des Substances Végétales)

Melilotus officinalis, appartenant a la famille des FABACEAE, est une plante
bisannuelle des terrains calcaires ou légerement salés, a racines fibreuses et blanches. Les
tiges, de 0,5 a 1 meétre, portent des feuilles trifoliées. Les fleurs, jaunes, odorantes, visibles de
mai a septembre, sont réunies en grappes allongées. Les fruits sont des gousses contenant des
graines. Commun en Europe et en Asie tempérée, le mélilot pousse dans des endroits secs et
pauvres et jusqu’a 2200 metres d’altitude. Le mélilot est connu sous le nom de mélilot jaune,
mélilot des champs, petit trefle jaune, luzerne royale, pratelle, herbe aux mouches et couronne
royale.
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I-A-2 ETUDE DES SUBSTANCES CHIMIQUES CIBLEES

[-A-2-1 LE MELILOTOSIDE

Quelques taxons de la série Multiflorae, le groupe du C. sp A315:
C. andrambovatensis (A227), C. sp A315, C. sp A311l, C. ankaranensis (A525) et
C. ankaranensis (A808), se singularisent par la présence de mélilotoside (Fig. 4), ou acide
trans-2-p-glucosyloxycinnamique. C’est une substance identifiée par RAKOTOMALALA et
ses collaborateurs, (1993) dans les Mascarocoffea. Elle se trouve normalement dans les
plantes herbacées telles que les mélilots (Melilotus officinalis et Melilotus alba) (WICHTL et
ANTON, 2003), mais aussi chez le Dendrobium aurantiacum var denneanum de la famille
des orchidacées (YANG et al., 2007).

Les tiges feuillées du mélilot jaune (Fig. 3) renferment du mélilotoside ainsi que de la
mélilotine, de 1’acide mélilotique et de 1’acide melilotine-coumarique. Ces sont des dérivés
coumariniques responsables de ’odeur (aromatique, agréable, doux) de l'herbe desséchée
(WICHTL et ANTON, 2003). Le mélilotoside peut s’y rencontrer en quantité tres élevée
(2000mg-kg™ soit 0,2%).

Le mélilotoside s’accumule dans les vacuoles et subit une isomérisation trans/cis sous
des activités photochimiques ou enzymatiques (MURRAY et al. 1982 ; MATERN et al., 1988
; BROWN et ZOBEL, 1990). Quand la cellule est détruite, pendant le séchage de la plante, le
cis-glucoside est clivé, par une activité enzymatique, catalysée par la p-glycosidase
cytosolique, en glucose et en acide cis-2-coumarique sous formes libres. Ce dernier va subir
spontanément une lactonisation pour donner la coumarine (BRUNETON, 2009)
(Cf. biosynthése de la coumarine fig. 5, page 10)

melilotoside

Figure 4: Mélilotoside (source : www.croupwhacth.org)



http://www.croupwhacth.org/
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I-A-2-1-1  Biosynthese de la coumarine

O/CHZCHNHZCOOH

Phenylalanine

‘LPAL

H __COOH

o

Acide t-cinnamigque

i C2H
H_ S M
e, X,

; : Coumarine
Acide o-coumarigque
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H __COOH Ho_ “ 4 i "
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{trans-mélilotoside) (Cis-mélilotoside)

Acide trans-O-coumarique
glycoside

Figure 5: Biosynthése de la coumarine (d’aprés POULTON et MCREE, 1980)

PAL = Phénylalanine ammonialyase ; C2H = Cinnamate-2-hydroxylase ;
OCGT = O-coumarate-glycosyl-transférase.

La coumarine sensu stricto appartient a la grande classe des coumarines, métabolites
secondaires de nombreuses plantes. La coumarine sensu stricto résulte de la transformation de
la phénylalanine en acide trans-cinnamique catalysée par une enzyme intracellulaire, la
phénylalanine ammonialyase (PAL). Elle sera suivie de I’action catalysée par I’enzyme
Cinnamate-2-hydroxylase (C2H) qui transforme I’acide trans-cinnamique en acide
o-coumarique. L’O-coumarate-glucosyltransferase (OCGT) est responsable de la substitution
de I’hydrogeéne du groupement —hydroxyl, sur la position ‘ ‘ortho- “ de 1’acide cinnamique, par
une molécule de glucose. 1l en resulte 1’acide trans-O-coumarique glycoside
(trans-mélilotoside). Ce dernier composeé subit une Trans-Cis isomérisation sous 1’action de la
lumieére UV, pour donner ’acide cis-O-coumarique glucoside (cis-mélilotoside) qui sera
converti en acide cis-o-coumarique apres ’action catalysée de la S-glycosidase (coupure de
la liaison osidique entre I’acide cis-o-coumarique et les sucres). Enfin, la coumarine est
formée aprés une lactonisation spontanée du cis-o-coumarique (POULTON et MCREE.,
1980).
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I-A-2-1-2  Utilisation pharmacologique

Dans la phytothérapie, I'herbe Mélilot est une plante medicinale célebre pour ses effets
thérapeutiques: anti-cedémateuse (CASLEY-SMITH et al., 1993), astringent, anti-
inflammatoire (le mélilot diminue, in vivo, I’activation des phagocytes circulants) (PLESCA-
MANEA, 2002), antispasmodique, et anticoagulant (il est utilisé pour traiter les symptémes
de fragilite capillaire, la varice, et quelques mineurs désordres circulatoires). Dans la
médecine traditionnelle il est utilisé pour traiter la jaunisse (WICHTL et ANTON, 2003).
Agissant en synergie, les dérivés coumariniques et la coumarine exercent une action sur la
circulation veineuse en augmentant le débit veineux tout en diminuant la perméabilité des
capillaires (CASLEY-SMITH, 1999).

[-A-2-2 LES ACIDES HYDROXYCINNAMIQUES

L’acide t-cinnamique (fig. 6.A, page 13), est un intermédiaire clef dans la biosynthése
de la lignine (Cf. Annexe 1). Il dérive directement de la désamination non oxydative de la
phénylalanine catalysée par I’enzyme PAL (HOFFMANN, 2003). Il appartient a la classe des
phénylpropanoides. Les molécules qui vont étre citées ultérieurement dérivent de I’acide
t-cinnamique. Ils sont souvent trouvés sous estérifiés avec 1’acide quinique et rarement sous

formes libres.

I-A-2-2-1 L’acide p-coumarique

L’acide p-coumarique (fig. 6.B, page 13), est présent dans les graines vertes des
Mascarocoffea sous forme estérifiée (acide p-coumaroyl-quinique ApCoQ) selon
RAKOTOMALALA, (1992). Cette substance se trouve en majeure quantité parmi les dérivés
hydroxycinnamiques, au méme rang que l’acide férulique, I’acide sinapique, et I’acide

caféique dans les caféiers. C’est aussi un intermédiaire dans la biosynthese de la lignine.

I-A-2-2-2  L’acide o-coumarique

L’acide o-coumarique (fig. 6.F, page 13), est présent sous forme estérifiée dans les
graines de quelques populations de Mascarocoffea (RAKOTOMALALA, 1992). Cette
substance est formée a partir de I’hydroxylation de I’acide t-cinnamique en position ortho-,

catalysée par I’enzyme Cinnamate-2-Hydroxylase (C2H) qui n’a pas encore été bien

11
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déterminé. 1l semble emprunter aussi la voie de la biosynthése de la coumarine (fig. 5), car se

trouve a la deuxiéme étape dans ce processus. C’est un précurseur du mélilotoside.
[-A-2-2-3  L’acide caféique

L’acide caféique (fig. 6.C, page 13), ou acide (E) 3-(3,4-di-hydroxyphényl)-prop-2-
enoique, est un composé organique naturellement présent dans toutes les plantes (OLTHOF,
et al., 2001). C’est un intermédiaire clé dans la biosynthese de la lignine (Cf. Annexe 1) qui
forme la paroi végétale. Il est biosynthétisé par hydroxylation de l'acide para-coumarique.
C'est un précurseur de l'acide férulique (Fig. 6.D, page 13), de l'alcool coniférylique et de
I'alcool sinapylique, monomeres de la lignine et de la lignane (HOFFMANN., 2003) (Cf.

Annexe I).

L’acide caféique se rencontre particuliérement en grande quantité dans le café boisson,
d'ou il fut isolé pour la premiere fois au X1Xe siécle et dont il tire son nom (une tasse de café
en contient 25 a 75 mg). Parmi les autres formes estérifiées courantes, on trouve l'acide
caféoyltartrique présent dans le raisin, l'acide caféoylshikimique dans la datte, l'acide

caféoylmalique dans le radis.

[-A-2-2-4  L'acide férulique

L'acide férulique ou acide 3-(4-hydroxy-3-méthoxyphényl) prop-2-énoique (Fig. 6.D,
page 13), est un acide organique présent, lui ou ses esters, dans de nombreuses plantes. On le
trouve dans les graines comme le riz, le blé, I'avoine mais aussi dans le café, les pommes, les
artichauts, les oranges et les ananas. (I'YAMA et al., 1994). Son nom provient de Ferula, un

genre de plantes herbacées de la famille des Apiacées.

L’acide férulique est un phénylpropanoide, dérivé de I'acide cinnamique qui participe
a la synthése de la lignine (Annexe I), ainsi qu’un précurseur de molécules aromatiques. Dans
les plantes, la transformation de l'acide caféique en acide férulique est catalysée par une
enzyme specifique, l'acide caféique-O-méthyltransférase COMT. L’O-méthyltransférase
nécessite la présence de méthionine sous forme activée de S-Adénosyl-Méthionine (SAM),
(FLEURIET et MACHEIX, 1981).
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[-A-2-2-5 L’acide sinapique

L’acide sinapique (Fig. 6.E), est présent presque partout dans les végétaux car étant un
intermédiaire dans la formation de la lignine (via acide sinapoyl-CoA). Cette substance est
formée a partit de la méthoxylation de I’acide férulique en position ‘‘para-‘’. Les acides
hydroxycinnamiques les plus distribués dans les plantes sont 1’acide p-coumarique, ’acide

caféique, I’acide férulique et I’acide sinapique (MACHEIX et al., 1990), (Fig. 6).

I-A-2-2-6  Les acides méthoxycinnamiques

Les acides méthoxycinnamiques (Fig. 6.G), sont des métabolites secondaires
récemment découvert chez les caféiers par RAKOTOMALALA, (1992) ; (ANDRADE et al.,
1998), dans les graines. Ce sont des acides hydroxycinnamiques rares, dans le regne végétal ,

avec 3 isomeres dont les acides 4-, 3,4-di-, 3,4,5-tri-méthoxycinnamiques.

O
HO

B: acide p-coumarique

A: acide t-cinnamique

o) . ?
H
©(\/U\OH WOH
HO

OH
F : acide o-coumarique C: acide caféique
Meth dand d G T
ethoxycinnamic acid and derivatives
& ©) CHz0 \
OH
R,
Rj- 1 R HO
{ J D: acide férulique
T o
CHzO \
/l o OH
OH
HO
R1 = OCHa3: 4-methoxycinnamic acid
Ry = R2 = OCH3: 3,4-dimethoxycinnamic acid CH3
R1 = Rz = R3 = OCH3: 3,4,5-trimethoxycinnamic acid E: acide sinapique

Figure 6: Structures des acides hydroxycinnamiques. (A) acide t-cinnamique, (B) acide
p-coumarique, (C) acide caféique, (D) acide férulique, (E) acide sinapique, (F) acide
o-coumarique et (G) acides méthoxycinnamiques
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I-A-2-3 LES ACIDES CHLOROGENIQUES

Les Acides Chlorogéniques (ACG), un terme générique, utilisé pour désigner les
composés phénoliques qui fluorescent en vert lors de leur oxydation alcaline (PAYEN, 1946).
Ou encore « depsides », une appellation selon les scientifiques anglais, désigne d’une fagon
générale la condensation d’un groupement ‘’-carboxyl,”” d’un composé phénolique et d’un
groupement ’’-hydroxyl’”” d’un autre acide (SONDHEIMER, 1964). Les acides

chlorogéniques sont des esters d’acides hydroxycinnamiques.

Les ACG sont des métabolites secondaires de grand intérét économique a cause de
leur dégradation en composés phénoliques. Ils sont présents dans presque toutes les plantes.
Ils sont particulierement abondants chez les de caféiers, cultivées (COLONNA, 1979 ;
ANTHONY et al., 1993 ; MONDOLOT et al. 2006) et de nombreux caféiers sauvages
(Mascarocoffea) (RAKOTOMALALA, 1992).

Les ACG sont les acides caféoylquiniques (ACQ), dicaféoylquiniques (AdiCQ),
féruloylquiniques  (AFQ), p-coumaroylquiniques (ApCoQ), caféoylféruloylquiniques
(ACFQ), féruloylcaféyolquiniques (AFCQ). On peut avoir aussi les acides, dicaféoyl-
p-coumaroyl-quiniques (AdiCpCoQ), dicaféoyl-féruloyl-p-comaroyl-quiniques (AdiFpCoQ).
Les acides di- et tri-methoxyl-quinique et les acides dicaféoyl-diméthoxyl-quiniques (AdiC-

diMetQ) existent aussi sauf qu’ils n’ont pas encore été décrits.

Les 3 sous-groupes des ACG majeurs sont les esters de I'acide quinique avec l'acide
caféique [acides caféoylquiniques (ACQ) et acides dicaféoylquiniques (diACQ)] et avec
I'acide férulique [acides féruloylquiniques (AFQ)]. lls représentent 98% de tout les ACG
(CLIFFORD, 1985 ; MORISHITA, et al., 1989 ; KY, 2000). Chacune de ces classes est
composée de trois isomeres selon leur estérification avec 1’acide quinique en position 5 puis 3
et 4 de I’-OH de I’acide quinique. L’isomére acide caféoyl-5-quinique (AC5Q) est le
constituant majoritaire dans le café vert (CLIFFORD, 1985 ; KY, 2000). La teneur en ACG
varie considérablement d’une espéce a I’autre (CLIFFORD et al., 1989, ANTHONY et al.,

1993 ; RAKOTOMALALA et al., 1993).

Les ACG participent au contréle de la germination et de la croissance cellulaire. Ils
sont également impliqués dans les mécanismes de défense contre les phytopathogénes
(MACHEIX et al., 1990 ; KY, 2000).
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Les qualités organoleptiques de café sont, en partie, dues aux ACG (LELOUP et al.,
1995). In vivo ces composés phénoliques exercent un pouvoir antioxydant et neutralisent
I'activité des radicaux libres (IWAHASHI et al., 1990 ; OBERMEYER et al., 1995). Il a été
aussi rapporté que I’ACG sensu stricto (AC5Q) empéche I'oxydation de la vitamine A et
protege contre l'oxydation de I'épinéphrine in vitro (CHALLIS et BARTLETT, 1975;
PAGANGA et al., 1999).

L’acide quinique forme de liaison ester avec les acides hydroxycinnamiques (sur les
fonctions —hydroxyl) pour donner les acides chlorogéniques. Historiquement, l'acide quinique
fut isolé pour la premiére fois en 1790 par un pharmacien allemand LEER HOFMANN, a
partir de cinchona et par le chimiste et pharmacien francais LOUIS-NICOLAS dans les
années 1800 (HOFMANN, 1790). L’acide quinique est souvent estérifié avec des composés

phénoliques et forment les acides chlorogéniques.

O
HQ »—OH
HOY Y ~OH
OH

Figure 7: Configuration spatiale de I’acide quinique
(Acide (1S, 3R, 4S, 5R)-1,3,4,5-tétrahydroxycyclohexanecarboxylique)

[-A-2-3-1 L’acide caféoyl-5-quinique

Historiqguement, I’AC5Q ou acide chlorogénique sensu stricto (ACGss) a été
découvert par ROBIQUET et BOUTRON (1837), dans les grains verts de C. arabica. Il fut
tout d'abord nommé acide cafétanique (ROCHLEDER 1844 ; GAUCHER, 1895).
L'appellation actuelle dite ¢’acide chlorogénique’’ devient definitive avec FREUDENBERG
(1920) puis FISCHER et DANGSCHAT (1932).

L'AC5Q est I'un des principaux composés phénoliques du café. 1l est également plus
rependu dans le régne végétal ou on peut l'isoler a partir des feuilles ou des fruits
(CLIFFORD, 2003). C’est un précurseur de 1'acide dicaféoylquinique (CLIFFORD, 1999).
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[-A-2-3-2  Les acides féruloylquiniques

Les acides féruloylquiniques (AFQ) possédent aussi 3 isoméres selon la position de
I’acide quinique lors de son estérification avec I’acide férulique a savoir I’acide féruloyl-3-
quinique (AF3Q), acide féruloyl-4-quinique (AF4Q) et I’acide féruloyl-5-quinique (AF5Q)
(Fig.8); (CLIFFORD et al., 1991). Ces trois isoméres ont des propriétés antioxydantes,
hypoglycémiantes et antivirales (FARAH et DONANGELO, 2006)

I-A-2-3-3  Les acides dicaféoylquiniques

Aprés la mise au point par SLOTTA et NEISSER (1939) d'une méthode iodométrique
de dosage, on a constaté que le composé dosé sous le nom d'acide chlorogénique, représentait
environ 6 % du poids du café vert (C. arabica). Or, d’autres chercheurs n’ont jamais que les
deux tiers de cette quantité. On pensa alors a I'existence, chez le caféier, d'isomeéres de I'acide
chlorogénique. BARNES et ses collaborateurs montrérent en 1950 que le sixieme au moins de
ces 6 % devait étre attribué a une substance non cristallisée, extraite du grain de café, tandis
que SCARPATI et GUISO (1963, 1964) trouvaient qu'il s'agissait d'un mélange de trois
acides dicaféoylquiniques. Ce résultat fut confirmé (HANSON et ZUCKER, 1963 ; CORSE,
et al., 1965) . Ces auteurs établirent que ces corps étaient les acides 3,4 -, 3,5- et 4,5-

dicaféoylquiniques.

R1=R,=R3= OH : Acide quinique

~ R; = acide caféique ; R,= Rs= OH: Acide 5-caféoyl
0 quinigue (AC5Q)
R.
2w, OH  R1 = acide férulique ; R2 =R3= OH : Acide féruloyl-5-
quinique (AF5Q).
R W O Rl =R3= OH ; R2= acide p-coumarique: Acide
3 OH p-coumaroyl-5-quinique (ApCo5Q).

Figure 8: Quelques R1= R3 = acide caféique ; R2= OH : Acide di-caféoyl-3,5-
isoméres des ACG quinique (Adi-3,5-CQ).

R1= R2 =acide caféique ; R3= OH : Acide di-caféoyl-4,5-
quinique (Adi-4,5-CQ).
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[-A-2-4 LA TRIGONELLINE

La trigonelline (Fig. 9.A), ou (Acide 1N-methylnicotinique) est un alcaloide
produisant, apres torréfaction, des dérivés des pyridines et pyroles (composés importants dans
I’aréme). Elle est aussi impliquée dans la chaine de biosynthése des nucléotides pyrimidiques

(KY etal., 2001 ; ZENG, 2004). La trigonelline est présente dans les grains de café

[-A-2-5 LA CAFEINE

La caféine (Fig.9.B), est un alcaloide purique (1,3,7, N-méthylxanthine), présente chez
les cafés cultivés mais absente chez les Mascarocoffea excepté 2 taxons (C. lancifolia et C.
kianjavatensis). La caféine est une substance rigide, ne se décompose pas par la torréfaction.

Elle participe dans le gofit d’une tasse de café. Cette substance stimule le systéme nerveux et

X COOH e 4 ? S CHs
> O,
| 0 >N N

I
CH3
A B
Figure 9: (A) Trigonelline, (B) Caféine

provoquant 1’insomnie.
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I-B  MATERIELS ET METHODES

I-B-1 MATERIELS

I-B-1-1 MATERIEL VEGETAL

Les feuilles de cing populations de Mascarocoffea de la série botanique Multiflorae
dont C. sp A315, C. sp A311, C. A227 (Coffea andrambovatensis), C. A525 (C. ankaranensis),
et C. A808 (C. ankaranensis) font le sujet d’étude dans le cadre de ce mémoire. Les feuilles
de C. arabica, C. canephora servent de témoin ainsi que Melilotus officinalis pour sa richesse
en mélilotoside. Les feuilles des caféiers sont récoltées dans la station de collection de
FOFIFA a Kianjavato.

I-B-1-1-1  La station de Kianjavato

Kianjavato se trouve dans la région de Vatovavy Fitovinany, a 125 km de Fianarantsoa
sur la route nationale n°25, a 75 km de Mananjary, a 12 km a 1I’Ouest de la montagne de
Vatovavy. La station est située en basse altitude (70 m par rapport au niveau de la mer), sur la
cote Est. Ses coordonnées géographiques sont : 21° latitude sud, 48° longitude Est (Fig. 10).
Le climat est du type tropical humide. Actuellement, cette station abrite environ 3960 pieds de

caféiers.

[-B-1-1-2  Présentation des échantillons a étudier

Les identités des échantillons de caféiers a étudier sont résumées sur le tableau 1.

Tableau 1: Présentation des échantillons végétaux.

Code d’identification Accession Origine phytogéographique
A 227 C. andrambovatensis | Andrambovato (Tolongoina)
A 311 C.sp Madiorano (Tolongoina)
A 315 C.sp Ambodirafia (Ifanadiana)
Multiflorae A525 C. ankaranensis Antsiranana
A808 C. ankaranensis Antsiranana
C. canephora Afrique
Temoins C. arabica Afrique
Melilotus officinalis Europe

Le mélilot jaune est également utilisé, comme plante témoin pour sa richesse en mélilotoside.
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REGION VATOVAVY FITOVINANY
DISTRICTS ET COMMUNES

Atsinanana N
Vatovavy
Fitovinany
A

Haute
Matsiatra

Manakara-
A Y

= CnEr i o3 Deztnct
Atsimo Cotrs aveu
Atsinanana Lmrts 45 Commure
— — D Limxa de Cretnat

Figure 10: Carte de représentation de la station de collection (Source : ONE, 2006)
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I-B-1-1-3  Répartition des feuilles en lots
Les feuilles de chaque espéce collectées sont distribuées en 3 lots suivant leur ge puis
en 3 lots suivant leur moment de prélévement.

- Le premier lot comprend les tres jeunes feuilles : il constitue les premiéres ou
deuxiemes feuilles a partir du bourgeon terminal (prélevées a 7 heures, a 11
heures et a 15 heures)

- Le deuxieme lot est constitué les jeunes feuilles : il constitue les troisiemes
feuilles a partir du bourgeon terminal (prélevées a 7 heures, a 11 heures et a 15

heures).

- Le troisieme lot est constitué des quatriemes feuilles a partir du bourgeon
terminal (prélevées a 7 heures, a 11 heures et a 15 heures).

Au total, notre étude comporte 63 échantillons de feuilles.

I-B-1-2 LES SUBSTANCES DE REFERENCE

Les substances de référence (standard) proviennent du laboratoire de I’Institut de
Recherche pour le Développement (IRD) de Montpellier (France).

e Coumarine (Cou)

e Acide o-coumarique (O-cou)

e Acide p-coumarigue (p-cou)

e Acide caféoyl-5-quinique (AC5Q)

e Acide férulique (Fer)

e Acide diméthoxycinnamique (Di-M)
e Caféine (CAF)

e Trigonelline TRG
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I-B-2 METHODES

[-B-2-1 PREPARATION DU MATERIEL VEGETAL

Les feuilles fraiches sont nettoyées puis séchées a 37°C dans une étuve. Le séchage
permet de débarrasser 1’eau jusqu’a 2/3 de leur poids initial. Les feuilles séches sont ensuite
broyées dans un broyeur a couteaux. La poudre obtenue sert de matiére premiére pour notre

étude.

[-B-2-2 EXTRACTION

SONDHEIMER (1964) a précisé les caractéristiques de solubilit¢ de I'acide
chlorogénique dont les meilleurs solvants sont le méthanol puis 1’éthanol. L'extraction par ces
solvants se pratiqgue couramment (ANDERSON, 1968 ; TANGUY, 1970). Pour obtenir un
bon rendement, l'eau doit étre présente (FISHER, 1965 ; 1966) dans une proportion d'au
moins 20% (MACHEIX, 1974). Elle rompt, en particulier les liaisons qui peuvent se former
avec les protéines (COLONNA, 1979).

De ces faits, I’extraction hydroalcoolique a froid est choisie pour notre
expérimentation. Deux grammes de poudre des feuilles de café sont macéres dans 40 ml de
mélange Ethanol-Eau (70/30, V/V) pendant trois heures, sous agitation magnétique, a la

température de la salle. Puis le mélange ainsi obtenu est filtré.

L’alcool est ensuite évaporé (Rotavapor BUCHI. RE) a 30°C et donne une fraction
aqueuse résiduelle brute. Cette derniere est centrifugée a 14 000 tr/min. Le culot est éliminé

tandis que le surnageant, noté P, est récupéré.

[-B-2-3 PURIFICATION PARTIELLE

Les chlorophylles, les caroténoides et les xanthophylles sont des pigments qui peuvent
géner I’observation des spots caractéristiques de chaque substance en CCM. Il est preférable
de les éliminer. Le lavage avec I’éther de pétrole (PE) convient mieux pour cette action car

I’acide chlorogénique et ses isomeres ainsi que la caféine n'y sont que faiblement solubles
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(COLONNA, 1968). L’extrait aqueux Py est lave trois fois (1/1; V/IV), avec I’éther de

pétrole.

La phase supérieure, éther de pétrole ; notée PE, est éliminée par une décantation. La
phase aqueuse inférieure, notée P,, est ensuite traitée par 1 ml de réactif A, plus 1 ml de
réactif B de CARREZ (Cf. Annexe IlI). Les protéines solubles, les polysaccharides et les
autres  substances colloidales précipitent par la suite (CLIFFORD, 1985 ;
RAKOTOMALALA, 1992) et sont éliminées par une filtration (Wattman N°1) et
centrifugation. La fraction obtenue, noté P3, constitue notre extrait aqueux final, partiellement

purifié.

Poudre des feuilles
+

EtOH/H20(70/30: V/V)

EXTRACTION ll - Agitation/3h
-Filtration

Filtrat

anol Q:ﬂ Evaporation sous vide a 30°C

Extrait aqueux (P,)

+
Ether de pétrole (V/V)
Phase éther de pétrole Eﬂ Décantation

Extrait aqueux (Py)
+
Réactifs de Carrez

DEPIGMENTATION

PRECIPITATION

-Filtration

e:::u -Centrifugation

Extrait aqueux (Ps)

Figure 11: Schéma récapitulatif de I'extraction des métabolites secondaires des feuilles
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[-B-2-4 CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

I-B-2-4-1  Principe

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des
phénomenes d'adsorption et d’interaction. La phase mobile est un solvant ou un mélange de
solvants, qui progresse le long d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur

une feuille semi-rigide de matiére plastique ou d'aluminium.

Aprés que I'échantillon ait été déposé, les substances migrent essentiellement par
capillarité. La vitesse dépend d’une part, des forces €lectrostatiques retenant le composant sur
la phase stationnaire et, d’autre part, de sa solubilité¢ dans la phase mobile. Les composés se
déplacent alternativement de la phase stationnaire a la phase mobile. Généralement, en CCM,

les substances de faible polarité migrent plus rapidement que les composants polaires.

I-B-2-4-2  Mode opératoire

Deux éluants sont choisis dus a leurs caractéristiques compatibles avec les substances
ciblées. La phase supérieure du mélange Méthylisobutylcétone-acide Formique-Eau ou MFE
(3/1/2 ; VIVIV) selon JEAN et REID (1959) permet de séparer les différents depsides d'un
extrait hydroalcoolique des caféiers. Tandis que la phase supérieure de Butanol-Ammoniaque
2% ou BA (1/1; VIV) permet de distinguer les glycosides qui migrent faiblement
(MACHEIX, 1974 ; RAKOTOMALALA et al, 1993).

Les échantillons sont déposés a 1’aide d’un capillaire, a 1,5cm du bord inférieur et a
1,3 cm des bords verticaux de la plaque (Silicagel Foss, 20x20 cm?), sous forme de traits
horizontaux de 0,7 cm espacés de 0,6 cm. La distance de migration du solvant est fixée a 7
cm. La plaque est placée en position verticale dans une cuve a chromatographie (DESAGA-
HEIDELBERG 22x22x10 cm®) préalablement saturée par la vapeur du solvant de migration.
C’est une chromatographie monodimensionnelle et ascendante. La plaque est retirée de la

cuve apres 1’élution, puis séchée a l'aide d'un séchoir électrique.
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L’observation sous la lumiére UV, a la longueur d’onde de 254 nm et/ou de 360 nm,

permet de caractériser les spots (fluorescence, référence frontale). La vapeur ammoniacale est

utilisée comme révélateur (réversible).

La référence frontale (Rf), est le rapport de la distance parcourue par la substance (cm)

et la distance parcourue par le solvant (cm).

Réference frontale (Rf)=

Distance parcourue par la substance

Distance parcourue par le solvant
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[I-C RESULTATS ET DISCUSSION

[-C-1 CHROMATOGRAPHIE PREPARATOIRE

En CCM préparatoire, tous les extraits sont observés sous lumiére UV aux longueurs
d’onde de 254 nm et de 360 nm. Il s’avere que le contenu optimum en diversité et en quantité
de composés s’observe dans les extraits des trés jeunes feuilles peu importe I’heure de

prélevement. La suite de 1’étude a été effectuée uniquement sur les trés jeunes feuilles.

[-C-2 CHROMATOGRAMME DANS LE SOLVANT MFE

Les figures 12 et 14 représentent les profils chromatographiques des extraits
hydroalcooliques des feuilles de C. A315, C. A311, C. A227, C. A525, C. A808.

0O-cou O-cou

CAF CAF CAF

Jp— - —_—
B Ocou Cou Mélilot Ac-G DI-M CAF  CAN ARA A315 A311  A227

Figure 12: Chromatogramme des extraits hydroalcooliques de Coffea A311, A315, A525,
A808 sous UV a 254nm, solvant MFE

O-cou O-cou

AC3Q

AC5Q O-co Cou Mélllot Ac-G DM CAF CAN ARA A315 A311 A227 AS525 ABO8 Fer

Figure 13: Chromatogramme des extraits hydroalcooliques de Coffea A311, A315, A525,
A808 sous UV a 360nm, solvant MFE.
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Les témoins Melilot, C. canephora (CAN), C. arabica (ARA) ainsi que les substances
standards (acide-5-caféoylquinique (AC5Q), acide o-coumarate (O-cou), coumarine (Cou),
acide diméthoxycinnamique (Di-M) et (CAF) caféine) sont utilisés. Ces profils ont été
obsérvés sous UV. La phase supérieure du solvant de migration, Méthylisobutylcétone (MFE)
est utilisée. Avec ce solvant, les substances de faible polarité migrent plus rapidement que les
substances polaires. Chaque spot est identifié puis caractérisé (référence frontale, couleur de

fluorescence).

Le tableau 2 montre les profils de migration en CCM des extraits dans le solvant MFE.

Tableau 2: Profils des extraits aqueux des feuilles en CCM (solvant MFE)

Caractéristiques des substances Extraits aqueux (solvant de migration MFE)
Noms Fluorescence
Rf 254 360 Mélilot | A315 | A311| A227| A525| A 808 Coffea Coffea
nm nm Arabica canephora
0,01 TRG NOI BLE - (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
0,08 Fer NOI INV - - - - (+) - - -
0,20 - NOI BLE - - - - (+) (+)
0,24 - GRS BLC - (+) (+) - -
0,31 - NOI BLC - (+) (+) - - - - -
0,44 CAF NOI | INV - - - - - - (+) (+)
0,48 AC5Q GRF BLV (+) t t t t t (+) (+)
0,69 - NOI INV - - - - (+) - - -
0,81 - NOI INV - - - - (+) (+)
0,89 Di-M NOI BLE - - (+) (+) - -
0.90 - GRS BLE (+) (+) (+) = = = = =
0,90 Cou NOI INV (+) - - -
0,92 O-Cou | NOI VEJ (+) (+)

NOI = noire, GRS = grise, GRF = gris-foncé, BLE = bleu, BLC = bleu-clair, VEJ = vert-
jaune, INV = invisible, Rf=référence frontale, (+) = présent, (-) = absent, t = trace.

TRG = trigonelline, Fer = ferulate, CAF = caféine, AC5Q = Acide caféoyl-5-quinique,

Di-M = diméthoxycinnamate, Cou = coumarine, O-cou = o-coumarate.

Certains spots sont faciles a déterminer grace aux substances de référence disponibles.

Parmi celles-ci :

La trigonelline TRG, Rf=0,01, est présente dans tous les extraits et a plus forte
concentration dans 1’extrait de feuilles de C. arabica, C. A311 et C. A808.

L’acide férulique (Fer), Rf=0,08, n’est présent que dans 1’extrait de C. A525.

La caféine (CAF), Rf=0,44, est présente uniquement dans les témoins C. canephora

(en grande quantité) et dans C. arabica.
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L’AC5Q, Rf=0,48, est présent uniquement dans les deux especes témoins C. arabica
(ARA) et C. canephora (CAN) et a I’état de traces chez les cing populations de
Mascarocoffea.

L’acide diméthoxycinnamique (Di-M), Rf=0,89, est présent dans les extraits de feuille
de C. A311 et C. A227.

La coumarine (Cou), Rf=0,90, est présente dans le témoin Melilotus officinalis.

L’acide ortho-coumarique (O-cou), Rf=0,92, passe du noir a 254 nm au bleu turquoise
a 360 nm, est présent dans C. A315 et C. A311.

Le spot & Rf=0,24, représente une substance appartenant a I’extrait de C. A808. Il est
aussi présent dans I’extrait de C. A525, a 1’état de traces. Ce spot est plus foncé a 254 nm et
fluoresce en bleu a 360 nm comme AC5Q. Comme le solvant MFE sépare bien les
monocaféoylquiniques (COLONNA, 1979), cette substance pourrait étre I’AC3Q.

Le spot a Rf=0,31, représente une substance commune de C. A315 et C. A311 dont la
fluorescence est la méme que celle de AC5Q. Cette substance pourrait étre le
monocaféoylquinique I’AC4Q (COLONNA, 1979). Selon toujours cet auteur, la référence
frontale de AC3Q est plus faible que celle de AC4Q.

La substance a Rf=0,69, se trouve a forte concentration. Elle est présente seulement
chez les tres jeunes feuilles de C. A525. Elle pourrait étre un alcaloide (méthylxanthine) car
visible uniqguement a 254 nm comme la CAF (CAMPA, communication personnelle en 2011)

ou un diterpene glycosidique (RAKOTOMALALA, communication personnelle en 2011).

Le spot a Rf=0,81 est commun a C. A525 et C. A808. Il est visible seulement a la
longueur d’onde 254 nm et pourrait étre également une méthylxanthine ou un diterpéne

glycosidique.

La substance qui a une Rf=0,90, est présente dans Melilotus officinalis. Elle est a la
fois trouvée dans les feuilles de C. A315 et de C. A311. Elle se colore en gris a 254 nm tandis
qu’elle fluoresce en bleu clair a la longueur d’onde 360 nm. Elle est dissimulée par la
fluorescence de I’acide ortho-coumarique qui prédomine chez C. A315 et C. A311. Il se
pourrait que cette substance soit le melilotoside.
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[-C-3 CHROMATOGRAMME DANS LE SOLVANT BA

Le solvant BA (phase supérieure) est moins apolaire que le solvant MFE. Les diterpénes
glycosidiques (mascarosides et cafamarine), y migrent faiblement (RAKOTOMALALA,
1992).

Les figures 14 et 15, montrent les profils chromatographiques de ces mémes extraits,
utilisant le solvant de migration Butanol-Ammoniac (BA).

Cou Cou ACG ACG
Y X )
CAF CAF CAF

O-cou O-cou DG DG

Figure 14: Chromatogramme des extraits hydroalcooliques des populations de Coffea A315,
A311, A227, A525 et A808 sous UV a 254nm,solvant BA.

ACG ACG

gbeiMonieo b 4

AC5Q O-cou Cou Mélilot Ac-G DIi-M CAF ARA CAN A315 A311 A227 A525 AB08 Fer

Figure 15:Chromatogramme des extraits hydroalcooliques des populations de Coffea A315,
A311, A227, A525 et A808 sous UV a 360nm, solvant BA.

Les profils chromatographiques des extraits des feuilles et des standards sont rapportés

dans le tableau 3 (page 29). Le solvant de migration est le butanol-Ammoniac.
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Tableau 3:Profils des extraits aqueux des feuilles en CCM, solvant BA.

Standard Extraits aqueux (solvant de migration BA)
Rf Noms Fluorescence
254 360 | Mélilot |A315 |A311 |A227 |A525 |A808 |Carabica |C.canephorq
nm Nm
0,00 TRG NOI | BLC - (+) (+4) (+) (+) (++) (+) (+)
0,00 FER GRF | INV - - - - (+) -
0,05 | AC5Q NOI | BLC (+) trace | trace - Trace (+) (+)
0,17 GRF | BLC (+) (+) (+) - (+) (+)
0,31 NOI INV - - - (+) - -
0,44 GRF | INV - - - - (+) (+) -
0,45 | Di-M GRIS | BLE - - (+) (+) - - (+)
0,45 | O-Cou GRS | VE - (+) (+) - - - -
0,69 5 INV | BLC - - (+) - (+) (+) - -
0,71 CAF GRF | INV - - - - - - (+) (+)
0,85 - INV | BLC (+) (+) (+) (+) (+) = = -
0,87 GRF | VEJ - - - - (+) (+)
0,9 Cou GRF INV (+) (+) (+) -

NOI = noire, GRS = grise, GRF = gris-foncé, BLE = bleu, BLC = bleu-clair, VEJ = vert-
jaune, INV = invisible, Rf=référence frontale, (+) = présent, (++) = en grande quantité, (-) =
absent, t = trace. TRG = trigonelline, Fer = férulate, CAF = caféine, AC5Q = Acide caféoyl-5-
quinique, Di-M = diméthoxycinnamate, Cou = coumarine, O-cou = o-coumarate.

Selon les substances de référence disponible :

L’acide férulique (Fer) (visible uniquement chez C. A525) et la trigonelline (TRG) ont
la méme référence frontale (Rf=0). Ils sont trop polaires et ne migrent pas dans le solvant BA.
La trigonelline se distingue seulement par sa coloration plus foncée a 254 nm dans tous les
échantillons ; surtout chez le témoin C. arabica ainsi que chez C. A311 et C. A808. De plus, la
trigonelline fluoresce en bleu clair avec un centre sombre a 360 nm alors que ’acide férulique
y est invisible.

L’AC5Q, Rf=0,05, est présent chez les feuilles de Mélilot jaune, C. arabica et a I’ctat
de trace chez C. A315, C. A311, C. A808.

L’acide diméthoxycinnamique (Di-M) a Rf=0,45, est présent dans [’extrait
hydroalcoolique de C. arabica. Dans les cas de C. A315 et C. A311, les références frontales de
Di-M et de I’0O-cou se confondent a 0,45 dans ce solvant ou la fluorescence de 1’O-cou
prédomine a 360 nm.

L’acide ortho-coumarique (O-cou), Rf=0,45, se colore en gris foncé a 254 nm et en
jaune claire a 360 nm. Cette substance est présente dans les extraits de C. A315 et C. A311.

La caféine (CAF), Rf=0,71 est présente seulement dans les témoins C. arabica et chez

C. canephora, en teneur plus éleveée.
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La coumarine (Cou), Rf=0,9, est présente chez le témoin Mélilot jaune ainsi que chez
C. A315 et C. A311. Elle est colorée en gris clair a la longueur d’onde 254 nm. Par contre elle

est invisible a la longueur d’onde 360 nm.

Le spot qui a un Rf=0,17, est présent dans le témoin Mélilot jaune, C. arabica ainsi
que chez C. A315, C. A311 et C. A808 mais a une faible intensité. Cette substance a une
fluorescence semblable a I’AC5Q. Elle pourrait étre un monocaféoylquinique, soit AC3Q,
soit AC4Q.

Le spot a Rf=0,31, se colore en gris noir a 254 nm et est invisible a 360 nm. Cette
substance n’apparait que seulement dans I’extrait de C. A525. Elle pourrait étre un alcaloide

dérive de la caféine (méthylxanthine) ou un diterpéne glycosidique.

Le spot a Rf=0,44, se colore en gris noir a 254 nm et est invisible a 360 nm. Il pourrait
étre un alcaloide autre que la caféine (CAMPA, communication personnelle, 2011), telle que
la théacrine, la théophylline et la théobromine. Il pourrait étre aussi un diterpene glycosidique

car le solvant BA le sépare bien. Cette substance est caractéristique de C. A525 et C. A808.

Le spot a Rf=0,85, est invisible a 254 nm et se colore en bleu clair a 360 nm. Il est
présent nettement dans I’extrait témoin Melilotus officinalis et plus ou moins atténué chez les
extraits de C. A315, C. A311, C. A227 et C. A525. Cette substance est la plus commune de ce
groupe de C. sp A315 d’une part et de Mélilot d’autre part. Elle pourrait étre le mélilotoside
(M).

Le spot qui a une Rf=0,69 est invisible a 254 nm et se colore en bleu clair atténué a
360 nm. Elle représente une substance similaire a celle qu’on trouve chez le témoin mélilot

ainsi que chez C. A311, C. A227 et C. A525. Elle pourrait étre un isomeére du mélilotoside.

La substance a Rf=0,87 fluorescence comme [I’acide ortho-coumarique. Elle
représente une substance commune de C. A525 et C. A808. Elle pourrait étre un autre dérivé
ester de 1’acide 0-coumarique ou d’un autre ACG (acide chlorogénique, par exemple, un ester
quinique de I’acide o-coumarique) ; selon RAKOTOMALALA (communication personnelle
en 2011). Cette substance pourrait correspondre aussi a des fractions non cristallisables des
dicaféoylquiniques (SCARPATI et GUISO 1963, 1964 ; COLONNA, 1979) et sont
caractéristiques de C. A808 et C A525.
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Conclusions

I-D CONCLUSIONS

L’analyse chromatographique (CCM), a été utilisée pour I’identification des
métabolites secondaires. Cependant, I’absence de quelques standards (les autres mono- et di-
esters des acides chlorogéniques), ainsi que des révélateurs specifiques comme le
paranitraniline (pour les isomeéres des composés phénoliques) et le réactif de Bénedikt (pour
les groupements o-diphénols) (FLEURIET et MACHEIX, 1981), ne nous a pas permis de

confirmer avec exactitude la nature de certaines substances.

Néanmoins, les méthodes d’extraction et purification utilisées sur les échantillons de
feuilles ont été performantes pour les familles des substances ciblées (COLONNA, 1979 ;
RAKOTOMALALA, 1992). Ce sont les dérivés hydroxycinnamiques libres, les acides

chlorogéniques, les coumarines, les alcaloides (la caféine et la trigonelline).

Il existe une conformité entre les feuilles et les graines pour la caféine. Ce résultat
coincide avec ceux de CHARRIER et BERTRAUD, 1975 ; COLONNA, 1979 ; CLIFFORD,
1991 ; RAKOTOMALALA, 1992 sur les graines.

Chez les Multiflorae, les feuilles de chaque taxon contiennent diverses substances
communes ou particuliéres. Parmi celles-ci, la trigonelline se trouvant dans les caféiers
cultivés (CAMPA et al., 2004 ; ZHENG et al., 2004), est présente partout dans les extraits
aqueux des feuilles de nos cing populations des Mascarocoffea.

Dans les feuilles I’acide 5-caféoylquinique est présent chez les témoins et, a 1’état de
traces chez C. sp A315, C. sp A311 et C. A808. Cependant, les acides 3- et 4-caféoylquiniques
y sont les plus représentés, contrairement aux résultats de RAKOTOMALALA et ses

collaborateurs, (1993) sur les graines.

La substance qui posséde une Rf=0,85 (solvant BA), se trouvant chez le témoin
Mélilot, d’une part, ainsi que chez C. sp A315, C. sp A311, C. A227 et C. A525 (groupe de C.
A315 excepte C. A808) d’autre part, pourrait étre le mélilotoside ou 1’acide trans-2-f-
glycosyl-oxy-cinnamique (RAKOTOMALALA, 1992). Cette substance est particulierement
présente en grande quantité chez Melilotus officinalis (WICHTL et ANTON, 2003) et dans
Dendrobium aurantiacum var denneanum de la famille des orchidacées (YANG et al., 2007).

Parallelement, la substance qui posséde une Rf = 0,69 (solvant BA) fluoresce comme le
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mélilotoside. Elle pourrait étre un autre isomére du mélilotoside trouvé chez C. A311, C. A227
et C. A525. Vue que, la pg-glycosidase semble absente chez les Mascarocoffea car la
coumarine n’a pas été trouvée dans les graines, selon RAKOTOMALALA, (1992) ; dans les
feuilles du groupe de C. sp A315, le mélilotoside pourrait donc se présenter sous ses deux
formes (isomeéres) : le trans-mélilotoside et cis-mélilotoside (POULTON et MCREE, 1980 ;
MURRAY et al. 1982 ; MATERN et al., 1988 ; BROWN et ZOBEL, 1990). Cette substance
est abondante dans les graines du groupe de C. A315 n’est représenté qu’a 1’état de traces chez

les feuilles.

Les C. A315 et C. A311 se singularisent par la présence de I’acide o-coumarique en
quantité elevée. C’est un précurseur du mélilotoside, absent dans les graines mais visibles

nettement dans les feuilles. On y trouverait aussi la coumarine.

Les C. A311, C. A227 et C. arabica (RAKOTOMALALA, 1992 ; ANDRADE et al.
1998) contiennent en particulier de I’acide diméthoxycinnamique a 1’état de traces.

Les substances dont leurs standards sont absents, sont identifiées selon la méthode
bibliographique. La substance qui a une Rf=0,2 (solvant MFE), pourrait étre un
monocaféoylquinique (COLONNA, 1979). La substance qui a une Rf=0,81 (solvant MFE) et
a 0.44 (solvant BA) représenterait une méthylxanthine ou un diterpene glycosidique. Ces
substances sont trouvées en grande quantitt chez les Mascarocoffea selon
RAKOTOMALALA (Communication personnelle en 2011). Celle qui a une Rf=0,87
représenterait les fractions non cristallisable des dicaféoylquiniques (SCARPATI et GUISO
1963, 1964 ; COLONNA, 1979) et sont caractéristiques de C. A808 et C A525.

Pour les substances particuliéres de chaque taxon étudié, on trouve 1’acide férulique
chez C. A525. Le composé (Rf=0,69 dans le solvant MFE et Rf=0,31 dans le solvant BA)
pourrait étre soit une méthylxanthine (théophylline, théacrine, théobromine), soit un diterpéne
glycosidique selon RAKOTOMALALA (communication personnelle en 2011) dans les
feuilles de C. A525.

Les composes trouvés dans les tres jeunes feuilles, different genéralement de ceux
rapportés dans la littérature pour les graines en ce qui concerne les populations étudiées. Les
endophytes participent-ils a la synthese de ces substances mises en évidence dans les

feuilles ? Le chapitre suivant répondra a cette question.
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CHAPITREII ETUDE DES MICROORGANISMES ENDOPHYTES DES
FEUILLES DE Coffea sp A 315

INTRODUCTION

La majorité des plantes etudiees dans les écosystémes naturels sont infestées par des
microorganismes. Dans la derniére décennie, diverses microflores endophytes, les
champignons (REDLIN et CARRIS, 1996; ARNOLD et al., 2000) et les bactéries (STURZ et
al 2000, WEIDNER et al., 2000 ; GARBEVA et al., 2001), ont été isolés dans plusieurs

parties asymptomatiques des plantes (feuilles, tiges, graines).

II-A  ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

II-A-1 DEFINITION

L’origine étymologique du mot “endophyte” provient du grec “’endo® qui signifie

“’dedans’’ et “phyton*, “plante*, a I’intérieur de la plante.

Les endophytes sont des microorganismes (bactéries et champignons) qui peuvent
coloniser et survivre a ’intérieur des tissus d’une plante apparemment saine (SINCLAIR et
CERKAUSKAS, 1996; BACON et WHITE, 2000), contrairement aux épiphytes qui se

développent a la surface externe.

Si en 1977, Wilson a considére les associations bénéfiques de diverses champignons-
racines (mycorhizae), ultérieurement, il a suspecté des associations champignons-feuilles qu’il
a dénommé “mycophyllae”. Les endophytes fongiques sont trouvés particulierement dans
presque toutes les parties de la plante (PETRINI 1991; STONE et al., 2000).

II-A-2 MODE DE TRANSMISSION

Il existe deux types de transmission pour les endophytes :

v' La transmission verticale, c'est-a-dire que les endophytes sont initialement
contenus dans la graine et se retrouvent plus tard dans les différentes parties de la
plante aprés la germination (Ex: cas des Ascomycetes dont le genre Claviceps,
endophytes d'herbe).
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v La transmission horizontale, c'est-a-dire que les spores de champignon emportées
par le vent ou la pluie se déposent sur les parties aériennes et les racines de la
plante, pénétrent a travers les stomates ou en forment des appressoria (organes de
fixation et de germination des spores) et colonisent finalement I’intérieur de la

plante (cas des endophytes du cacaoyer).

II-A-3 INTERACTION ENTRE PLANTES ET ENDOPHYTES

Les interactions entre plante hote et microorganisme sont trés variées, allant d’un
simple commensalisme (DECKERT et al. 2001) a la relation mutualistique puis du
commensalisme au parasitisme de maniére continue (JOHNSON, et al., 1997 ; REDMAN, et
al. 2002). Il est probable que les endophytes peuvent devenir parasites sous certaines
conditions et vice versa (MULLER et KRAUSS, 2005 ; SCHULZ et BOYLE, 2005).

Cependant, ces microorganismes sont différents des parasites dont le réle principal est
d’engendrer des maladies et de réduire l'aptitude et la résistance de leurs plantes hotes
(KARL-HEINZ et al., 2006). Les maladies, provenant de cette interaction, peuvent étre

considérées comme un statut déséquilibré d'une symbiose.

[I-A-3-1 LE STATUT D’EQUILIBRE PLANTE-ENDOPHYTE

Le commensalisme et le mutualisme représentent les étapes équilibrées d'interactions

des plantes-microorganismes.

[I-A-3-1-1 Le commensalisme

Le commensalisme est bénéfique pour I’endophyte qui pergoit un abri et une provision
d’¢éléments nutritifs et que sa présence a I’intérieur d’un tissu hote ne provoque aucun

dérangement.

[I-A-3-1-2 Le mutualisme

Le mutualisme, par contre, est défini comme une interaction bénéfique pour les deux
partenaires. En plus des avantages pour l'endophyte, le mutualisme est fréquemment
considéré comme des résultats encouragés par I'hdte car la plante pergoit aussi des éléments

nutritifs et des molécules de défense contre les phytopathogénes (WALLER et al., 2005)
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[I-A-3-2 QUELQUES AVANTAGES

Les effets bénéfiques pour la plante peuvent résulter d’une provision améliorée
d'éléments nutritifs apportés par I'endophyte. Par exemple, la symbiose entre les mycorhizes
et les arbres est la plus étudiée dans I’interaction de plantes-microorganismes MFA
(Mycorhize Fongique Arbusculaire) (HARRISON, 2005).

En plus de I’approvisionnement en éléments nutritifs et minéraux, les endophytes
peuvent améliorer aussi la tolérance aux stress abiotiques et biotiques. Les endophytes des
feuilles, I’espéce curvularia, par exemple, conferent a I'herbe Dichanthelium une adaptation a
la chaleur extréme (REDMAN et al., 2002). Ils peuvent aussi conférer une tolérance a la
sécheresse (WEST, 1994) et une amélioration de la croissance végétative (POTER et al.
1979).

De plus, les symbiotes peuvent augmenter la résistance contre les pathogenes. Ceci est
observé chez les racines (COLDITZ et al. 2005), c’est aussi le cas des divers
ASCOMYCETES, endophytes des feuilles (ARNOLD et al. 2003). Ces avantages résultent
en partie de la production d'alcaloides par les champignons qui peuvent rendre la plante
toxique aux herbivores et aux pathogenes (CLAY, 1990 ; CLAY et SCHARDL, 2002). Un
rapport récent a montré 1’évidence de régulation de réponses de la défense systémique par les
endophytes: les BASIDIOMYCETES, endophytes de la racine de Piriformospora indica
rehausse la résistance de I'orge non seulement a la nécrotrophique des racines parasitées, mais

aussi au biotrophique de Graminis blumeria pathogéne (WALLER et al. 2005).

Les champignons endophytes sont des sources de nouvelles molécules (Li et al. 2001).
Par exemple, les endophytes isolés chez les plantes brésiliennes ont montré une production
d’acide guignardique, un nouveau métabolite secondaire (RODRIGUES et al., 2001),
produit par un certain Guinardia sp. Ce genre a été aussi isolé dans les feuilles de Citrus
roostocks (WELINGTON et al., 2001). Un champignon endophyte, Colletotrichum sp, isolé
des feuilles de 1I’Artemisia annua produit I’acide 6-isoprénylindole-3-carboxylique (HONG

et al., 2000), un nouveau métabolite secondaire.
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II-A-4 ILLUSTRATION D’'UNE COLONISATION PAR UN
CHAMPIGNON ENDOPHYTE

endophyte
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Figure 16: Développement symbiotique d'endophytes fongiques
(Source: AKIYAMA et al, 2005)

Une fois que les spores germent et approchent un appareil végétatif de 1’hote, la
dominance apicale est abandonnée et le branchement d'hyphes est déclenché par le 5-
désoxy-strigol (AKIYAMA et al., 2005)

Dés le premier contact physique, le champignon forme un appressorium qui parait
induire le mouvement du noyau de la plante vers le site du contact (AKIYAMA et al.,
2005).

Les ¢éléments cytosquelettiques et le réticulum endoplasmique forment 1’appareillage

de la pre-pénétration le long de I'axe du mouvement nucléaire (GENRE et al., 2005).

Quand le mycete atteint finalement le cortex intérieur, il pénetre la paroi cellulaire et

forme une structure hyphale (comme un réseau filamenteux).

la colonisation des tissus commence. L'infection initiale est accompagnée par une

induction équilibrée de génes de la défense de la plante.

36



MATERIELS ET METHODES



Matériels et méthodes

II-B MATERIELS ET METHODES

II-B-1 MATERIELS

II-B-1-1 MATERIEL VEGETAL

Les feuilles des Mascarocoffea de Coffea sp A315, servent de matériel d’étude. Cette
espece renferme le plus des métabolites secondaires particuliers du groupe de C. A315. Elles

sont récoltées des jeunes pieds des plantules en serre.

II-B-1-1-1 Pépiniere des caféiers

Les multiplications par semis et par bouturage en serre sont choisies afin de pouvoir

récolter des feuilles saines et fraiches pour I’étude des endophytes.

Figure 17: Pépiniere des caféiers

I-B-1-1-2  Culture de caféiers par semis

Les graines des cafés sont récoltées dans la station de collection des Mascarocoffea de
FOFIFA a Kianjavato au mois de Février.

Le semis est la méthode la plus classique de multiplication des caféiers. Apres le
traitement préparatoire (récolte, fermentation), les graines sont dépulpées puis débarrassées de

leurs téguments (enveloppe dure et rigide qui encapsule la graine). Elles sont ensuite placées
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sur un coton hydrophile imbibé d’eau dans une boite de pétri. Les boites sont placées en serre
en attendant que les premieres feuilles cotylédonaires apparaissent.

Les températures moyennes influent sur la vitesse de développement des jeunes plants
qui déploient leurs feuilles cotylédonaires, 1 a 2 mois aprées le semis. A ce stade, ils peuvent

étre repiqués en pots.

II-B-1-1-3 Bouturage

Le bouturage est préférentiellement utilisé en multiplication industrielle, notamment a
Madagascar, pour la vulgarisation de variétés sélectionnées. Seuls les axes caulinaires semi-
aoutés et feuillés s’enracinent avec une bonne reprise. Aprés repiquage en pots contenant de la

terre stérile, I’enracinement des boutures des caféiers est obtenu apres environ 2 a 3 mois.

[I-B-1-2 MILIEUX DE CULTURE (Cf. annexe 1V)

Pour les champignons, 5 sortes de milieux de culture sont utilisées: DYPA (Dextrose
Yeast Peptone Agar), OA (Oatmeal Agar), PDA (potato Dextrose Agar), PDB (Potato
Dextrose Broth), PDB + jus de feuille de C. A315.

Pour les bactéries, les milieux NA (Nutrient Agar), eau peptonée et Agar simple sont
utilisés.

II-B-2 METHODES

II-B-2-1 PREPARATION DES FEUILLES

[I-B-2-1-1 Prélevement des feuilles

Les feuilles sont prélevées des plantules cultivées en serre. Elles doivent étre
apparemment saines, c’est-a-dire qu’elles ne doivent présenter aucun signe de maladie

guelconque (jaunisse, flétrissement, rouille), ni blessures.

[I-B-2-1-2 Désinfection en surface

La desinfection en surface consiste a éliminer les microorganismes qui tapissent la
surface du limbe. Ces microorganismes externes sont considérés comme des épiphytes et des

contaminants.
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Dans ce processus, les feuilles triées sont lavées délicatement avec de I’eau

savonneuse, puis rincées abondamment avec de I’eau distillée stérile.

La suite des opérations se déroule sous héte a flux laminaire préalablement nettoyée,

désinfecté et stérilisée au moyen d’une lampe a UV.

Les feuilles préalablement rincées, sont immergées dans de 1’alcool 70% pendant
environ 30 secondes. La désinfection se poursuit encore par I’immersion des feuilles dans de
I’hypochlorite de calcium 3% pendant 10 minutes, puis de nouveau dans 1’alcool 70%
pendant 30 secondes. La désinfection en surface se termine par le ringage 4 fois avec 1’eau

distillée stérile.

Les tres jeunes feuilles ne supportent pas 1’alcool et se mettent a faner immédiatement.

Par conséquent, il est préférable de choisir les feuilles entre le deuxiéme et le quatriéme nceud.

Figur'18: Manipulation sous hotte a flux laminaire
Toutes les manipulations ultérieures sont faites aupres d’un bec bunsen (20 cm) sous
hotte a flux laminaire (Fig. 18). Les désinfectants (eau savonneuse, hypochlorite de sodium et

alcool) sont utilisés pour éviter les risques de contamination venant de 1’extérieur.
II-B-2-1-3  Vérification du procédé de désinfection en
surface

Pour vérifier le procédé de désinfection en surface, 100 pl de la derniere eau de rincage

sont ensemencés en nappe sur le milieu de culture normal (sans additifs antifongiques ou
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antibiotiques). Aprés une incubation, a la température 25°C pendant 2 a 7 jours, si aucune

colonie ni mycelium ne pousse, le procédé est validé.

[I-B-2-2 CULTURES MICROBIENNES

[I-B-2-2-1 Mise en culture

Les feuilles sont découpées en explants de 2 mm de c6té. Elles sont ensuite déposées
sur le milieu gélosé a raison de 7 a 8 explants par boite (boites de pétri de 90 mm) ou 15
explants par boite (boites de pétri de 125 mm). Chaque explant est distant de 3 cm 1’un de
’autre pour que les colonies qui y émergent n’envahissent pas la culture. Au total, soixante
quinze (75) explants sont repartis sur le milieu de culture DYPA et autant pour les bactéries,
sur le milieu NA.

L’antifongique, la nystatine est incorporée dans le milieu NA a raison de 1 p/ml.
L’antibiotique, le chloramphénicol est ajouté dans le milieu DYPA a raison de 5ug/ml,

L’incubation s’effectue a 25°C pendant 2 a 7 jours. Les cultures sont observées
quotidiennement.

[I-B-2-2-2  Isolement

Si une colonie ou mycélium émerge un explant, ce/cette dernier(e) est prélevé(e) avec
un morceau de gélose et repiqué(e) directement sur un autre milieu pour ne pas envahir toute
la boite.

Une colonie bactérienne est caractérisée par observation macroscopique (couleur,
contour, aspect, relief, consistance, transparence, taille), puis repiquée sur un nouveau milieu

de culture (sans addition d’antifongique).

Les champignons sont aussi repiqués directement sur des nouveaux milieux (sans
antibiotiques).

[I-B-2-2-3  Purification

La purification consiste a repiquer successivement une colonie, préalablement

caractérisée, sur les milieux solides.
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[I-B-2-2-4 Dénombrement des colonies

Le taux de colonisation d’une feuille par la population d’endophyte et la fréquence
d’isolement d’un individu (FI) peut se calculer selon les formules suivantes (PETRINI et al.,
1982):

o Nombre de segment avec endophyte
Taux de colonisation = - — X 100
Nombre total de segments inoculés

Nombre d isolement d un taxon

FI X 100

~ Nombre total de segments inoculés

[I-B-2-3 IDENTIFICATION

[-B-2-3-1  Identification des bactéries

Les cultures pures sont soumises a des tests d’identification macroscopique et
microscopique toute en se référant a des bases de données bibliographiques, des photothéques

et des tests biochimiques complémentaires, spécialement pour les bactéries.

II-B-2-3-1-1 Observation macroscopique

L’observation macroscopique est une technique utilisée en microbiologie pour
qualifier une souche microbienne. Les caracteres morpho-culturaux sur un milieu de culture
solide sont étudiés (couleur, contour, relief, consistance, transparence, aspect de la surface et
taille).

II-B-2-3-1-2  Observation microscopique

L’observation microscopique est utilisée pour étudier les individus formant une
colonie d’une souche bactérienne pure.

a) Observation a I'état frais
L’observation a I’état frais est utilisée en bactériologie pour observer le mode de

déplacement et de division cellulaire. La préparation d’une colonie bactérienne est montée

entre lame et lamelle en utilisant 1’eau distillée stérile comme solution d’étalement.
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Les bactéries mobiles se déplacent le long du champ de 1’observation d’une direction
quelconque (droite, zigzag, onduleuse ...) tandis que celles qui sont immobiles, en division,

font des légers mouvements sur place.

b) Coloration Gram

La coloration Gram, utilisant des colorants specifique (Cf. annexe 1ll1), permet de

classer les bactéries en deux groupes: bactéries a Gram (+) et bactéries a Gram (-).

Une goutte d’eau distillée est versée sur la lame pour étaler une colonie bactérienne
prélevée d’une culture pure. La préparation est ensuite fixée par chauffage (flamme du bec
bunsen ou plaque chauffante). En effet, la fixation est indispensable car un frottis bien fixé

persiste pendant le ringage a 1’eau.

Les bactéries a Gram (+) se colorent en violet par le cristal violet méme apres la
décoloration. Cependant, la paroi des bactéries a Gram (-) ne fixe pas le cristal violet et se
décolore par le lavage utilisant le mélange alcool-cétone (V/V). Aprés une recoloration a la

fuchsine les bactéries a Gram (-) se colorent en rose.
I-B-2-3-1-3  Test biochimique

a)  Recherche de catalase

La catalase est une enzyme qui scinde une molécule de peroxyde d’hydrogene en une

molécule d’oxygene et une molécule d’eau.

Sur une lame contenant une préparation bactérienne, 1’addition d’une goutte d’eau
oxygénée provoque un dégagement de molécules d’O, qui se traduit par une formation des
petites bulles d’airs (LARPENT et LARPENT, 1997).

Catalase

H202 E— 02 + H20
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b) Respiration

Un volume de 5ml de gélose molle est versé dans un tube & essai de 8 cm®. Aprés la
stérilisation, le milieu est laissé se refroidir en culot. L’inoculum bactérien est ensemencé par
une piqure verticale jusqu’a 1 cm du fond du tube. L’anse est ensuite retirée en faisant un

légére strie vers I’ouverture. L’incubation dure 24 heures a 25°C.

Figure 19: Comportement bactérienne vis-a-vis de I'oxygéne

[EEN
1

Les bactéries aérobies strictes ne se développent qu'en présence d’oxygene.

Les bactéries micro-aéro-tolérantes se développent mieux lorsque la pression partielle
d'oxygene est inférieure a celle de I'air.

Les bactéries aéro-anaérobies facultatives se développent avec ou sans oxygéne.

Les bactéries anaérobies strictes ne se développent qu'en absence totale d'oxygéne.

N
1

3
4

C) Croissance a 4°C

Les souches sont repiquées sur milieu NA, puis incubées a la température de 4°C. Le
test est positif si les bactéries peuvent se développer normalement a cette température.

d) Production d’indole

Les bactéries sont cultivées sur le milieu eau peptonée, réparti dans des tubes a essais
stériles. Les tubes ainsi ensemencés sont incubés a 30°C pendant 18 a 24 heures. Pour la
révélation, on verse quelques gouttes de réactif de Kovacs. Le développement d’un anneau

rouge en surface dans les tubes indique la présence d’indole (MARCHAL et al., 1991).
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e) Test de fermentation et oxydation

Le milieu Hajna-Kligler (Cf. Annexe IV) est réparti en tube a essai en deux
exemplaires et laissé se refroidir en culot. La colonie d’une souche bactérienne pure est
ensemencée, a 1’aide d’une anse préalablement stérilisée, par une simple piqure verticale.
Apres le repiquage, deux gouttes d’huile de paraffine stérile sont versés dans 1’un des tubes a
essai pour créer la condition anaérobie. Ceci est utilisé pour le test de fermentation tandis que
I’autre tube (contenant du bromocrésol, indicateur coloré) est utilisé en tant que tel pour le test

d’oxydation.

Lecture : Le test est positif si la couleur du milieu vire du vert au jaune. Elle reste

inchangée si le test est négatif.

f)  Test de sporulation

La plupart des bactéries produisent des spores (exemple, le genre Bacillus) pour
résister aux conditions extrémes du milieu de culture (manque de nourriture, accumulation de
métabolites secondaires) qui conduit a un changement drastique du pH. Aprés la phase

stationnaire, la disponibilité des facteurs de croissance fait défaut, les bactéries sporulent.

La culture en phase de déclin est alors prélevée a 1’aide d’une micropipette puis étalée
sur une lame. Apres une fixation préalable, le frottis bactérien est coloré par le vert- malachite
puis chauffé pendant 10 min pour que la coloration soit efficace. La préparation est ensuite
rincée abondamment a 1’eau. La deuxiéme coloration consiste a verser sur la préparation

quelques gouttes de safranine O, pendant 30 secondes pour recolorer le frottis.

Les bactéries qui sporulent ont des endospores colorés en vert par le vert- malachite.

Les bactéries qui ne le sont pas se recolorent en rouge par la safranine O.

II-B-2-3-2  Identification des champignons

II-B-2-3-2-1 Observation macroscopique

Aprés 5 jours d’incubation, le diamétre de chaque colonie de champignon est mesure,

la couleur de chague colonie est notee.
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Aprés 10 jours d’incubation, les mycéliums de la colonie fongique sont observés sous
loupe binoculaire. L’organe de fructification est noté et dessiné pour confrontation avec la

littérature.

II-B-2-3-2-2 Observation microscopique

L’observation microscopique des champignons consiste a étudier la morphologie
d’une colonie mycéliale dans laquelle les pycnides, asques, zygospores, sclérotes,

chlamydospores et basides sont identifiés.

Les spores, s’ils existent, (interne ou externe, thallique ou blastique, isolées ou en
chainette: phialospores, alieuspores, blastospores), ainsi que leurs dispositions (solitaire,
chaine, bouquet) sont observées.

Apres les observations macroscopique et microscopique, il est possible d’essayer de
rattacher chaque colonie aux grandes divisions auxquelles elle appartient: ASCOMYCETES,
DEUTEROMYCETES, BASIDIOMYCETES, ZYGOMYCETES.

A T’aide de la clé dichotomique, une identification peut aller jusqu’a la détermination

du genre.

II-B-2-4 CONSERVATION

1I-B-2-4-1 Conservation des bactéries

Le milieu NA est utilisé pour la conservation des bactéries. Il est distribué en tube a
essai et laissé se solidifier en culot (en position vertical). L’ensemencement de la souche a
conserver se fait par une piqure centrale de la gélose au moyen d’une anse (MARCHAL et al.,
1991).

II-B-2-4-2 Conservation des champignons

Une colonie pure de champignon est repiquée dans un milieu de culture solide pauvre
(OA), en tube, en gélose pente. Apres 5 jours d’incubation, elle est susceptible d’étre
conservée sous huile de paraffine, ou eau distillée stérile pendant longtemps dans un endroit

sombre a température entre 20 a 25°C.
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[I-B-2-5 CULTURE FERMENTATIVE

Beaucoup de produits de synthése de microorganismes ne sont pas liés au métabolisme
de base de la cellule productrice ; ces produits s'appellent «métabolites secondaires». Ces
substances jouent des réles importants, pour la plupart, car on les rencontres dans les usages
thérapeutiques, stimulants, additifs alimentaires, etc...., La découverte de la pénicilline et
d'autres antibiotiques et mycotoxines a ouvert un nouveau secteur large pour la microbiologie
industrielle (HANS, 1990).

Métabolites primaires: Ce sont les acides nucléiques, les acides aminés, les enzymes etc....,

Ils sont produits lors de la TROPHOPHASE (phase de latence jusqu’a la fin de la phase
exponentielle). 1ls participent a la croissance cellulaire.

Métabolites secondaires : Ce sont les antibiotiques, les mycotoxines et les composés

phénoliques. Ils sont produits lors de 'IDIOPHASE (début de la phase stationnaire jusqu’a la
phase de déclin). A la fin de la fermentation, ils sont récupérés par une simple centrifugation.

IIs ne participent pas directement au développement de la cellule productrice.

L’extraction des métabolites secondaires des microorganismes est facilitée par la
maitrise de la fermentation pour les champignons, et la maitrise de la cinétique de croissance

pour les bactéries.

[I-B-2-5-1 Fermentation bactérienne

II-B-2-5-1-1  Cinétique de croissance bactérienne

Les bacteries sont repiquées dans le Nutrient Broth (NB), milieu liquide. Le milieu est
reparti a raison de 5 ml dans des tubes a essai de 12 ml auguel on ajoute une ansée de la
colonie bactérienne. La préparation est incubée a 25°C pendant 24 heures. C’est la pré-

culture.

La pré-culture est, ensemencée & raison de 10° cellules/ml dans un autre milieu. (La
concentration bactérienne est connue au moyen du Densichek du Mc Farland, un appareil de
mesure de la turbidité ou de la densité optique (DO) de la biomasse bactérienne : DO = 0,5
Mc F — 10® UFC).
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Figure 20: Appareillage de suivi de la cinétique de croissance bactérienne

L’appareillage (Fig. 20), est compose du densichek (gauche), muni d’un écran
électronique ou la valeur de la densité optique s’affiche, et d’une porte cuve comme les autres
spectrophotometres. Le vortex (centre), utilisé pour homogénéiser la suspension bactérienne a
mesurer. Les suspensions bactériennes (droite), en tubes, prétes pour la lecture.

La densité optique (DO) est mesurée toutes les heures permettant d’obtenir la courbe de
cinétique de croissance bacterienne (Fig. 21): log(DO) = f(t).

Le suivi de la cinétique de croissance bactérienne permet d’avoir toutes les informations
sur la croissance d’une souche donnée (phases de croissances, Vvitesse de croissance

maximale, temps de génération G).

log 1 A

Figure 21: Courbe de croissance bactérienne et ses différentes
phases (BUCHANAN 1918)

X représente la densité ou la biomasse de la culture ou DO. Les phases sont : (1) phase de
latence, (2) phase d'accélération, (3) phase de croissance a vitesse constante, (4) phase de
ralentissement, (5) phase stationnaire, (6) et (7) phase de déclin.

[1-B-2-5-1-2 Processus de fermentation bactérienne

Les métabolites secondaires bactériens sont produits au début de la phase stationnaire.
Ces substances sont produites en quantite trés faible (1 a 20 mg/l). Connaissant les cinétiques

de croissance de ces bactéries, il est alors préférable de pratiquer la fermentation de chaque
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souche a grande échelle. 11 s’agit d’une fermentation suivant la condition de la « culture en

batch » ou discontinue.

Le milieu NB est distribué en raison de 50 ml dans des récipients de 200 ml. Chaque
souche bactérienne, issue d’une pré-culture, est ensemencée dans le milieu a une
concentration de 10° cellules/ml. Les récipients sont fermés hermétiquement. Le petit volume
d’air atmosphérique résiduel de récipient sera utilisé par les microorganismes pour la
croissance de la biomasse microbienne. L’incubation se fait a 25°C. La fermentation est
arrétee, aprés que la phase stationnaire est atteinte, par I’ajout d’acétate de plomb 1M, puis

congélation a une température de moins 30°C.

II-B-2-5-2 Fermentation fongique

Des carrés de coté de 0,5 cm a quatre exemplaires de mycélium sont découpés a partir
des souches des champignons. Ces morceaux sont placés dans un récipient de 200 ml
contenant 50 ml de milieu de culture liquide stérile.

Deux types de milieu sont utilisés: le Potato Dextrose Broth (PDB) normal et le PDB
+ jus de feuille de C. A315 (10 g/l), pour créer 1’environnement naturel de ces champignons
endophytes des feuilles. La culture est incubée a 1’ombre et a la température ambiante
(environ 25°C) pendant 8 semaines dans une condition anaérobie. Pour chaque souche de
champignon, 4 cultures fermentatives sont effectuées: 2 sur milieu liquide PDB normal et 2
sur le milieu PDB + jus de feuille.

Les cultures sont remuées légerement chaque jour pour que les mycéliums se

dispersent et se développent rapidement dans le milieu.

[I-B-2-6 EXTRACTION DES METABOLITES SECONDAIRES DES
MICROORGANISMES ENDOPHYTES DE FEUILLES DE

C.sp A315

Ces métabolites secondaires sont sécrétés dans le milieu de culture ou emmagasinés
dans la cellule bactérienne ou dans les hyphes de champignon. L’extraction de ces métabolites
secondaires sont les mémes pour les bactéries que pour les champignons. Il s’agit d’une
extraction hydroalcoolique a froid. Le volume résiduel de surnageant issu de la fermentation

est additionné d’alcool jusqu’a une proportion de 70/30 (V/V).
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Les surnageant bactériens sont soumis directement a ’ultrason pendant 30 min tandis
que les mycéliums de champignon sont d’abord filtrés, puis broyés. Apreés une macération

durant 3 jours, les surnageants microbiens sont filtrés.

L’alcool est ensuite éliminé (Rotavapor de marque BUCHI, RE) a 30°C. La fraction

aqueuse résiduelle est centrifugée a 14 000 tr/min, et le surnageant, noté P; est récupéré.

Les protéines et les substances colloidales sont précipitées par les réactifs de CARREZ

(Cf. Annexe II), puis éliminées par une filtration, puis on a la fraction aqueuse, notée P-.

La fraction aqueuse P, est concentrée (étuve ventilée a la température 30°C pendant 24

heures) pour avoir la fraction aqueuse Pz concentrée.

Suspension fongique Suspension bactérienne

-Brovage
-Macération
-Filtration

|s-Ultrasmn /30 min

-Evaporation sous vide

Ethanol

Centrifugation

ﬂ Concentration
(Ventilation a 30°C)

Figure 22: Schéma récapitulatif de I'extraction des métabolites secondaires des
microorganismes endophytes

[I-B-2-7 CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

Principe et mode opératoire sont ceux des paragraphes I-B-2-4-1 et 1-B-2-4-2, page 23
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II-C RESULTATS ET DISCUSSION

II-C-1 LES BACTERIES ENDOPHYTES

Dix sept (17) bactéries endophytes des feuilles de C. sp A315 ont été isolées. Apres la
purification et les tests d’identification, 8 types souches ont été considérés étre des bactéries
endophytes des feuilles de C. A315. Les résultats sont résumeés dans les tableaux 4, 5 et 6.

Ainsi: 5 coccis a gram (-), 3 bacilles, B1 et B7 a gram (-) ainsi que B8 a gram (+), ont
été identifiés selon 1’observation microscopique et morpho-culturaux (Tab. 5, page 51). La
souche B7 est un Pseudomonas (fluorescence verdatre) tandis que les 7 autres ne sont pas
caractérisées. Les colonies sont toutes de couleur blanche a blanchatre. Elles sont aérobies
strictes exceptées 2 souches B2 et B6 qui sont aérobie-anaérobie facultative ; a indole négatif,
sporulantes (excepté B2, B7 et B8) ; a catalase (+) et oxydase (+), (sauf B2 et B6) et qui ont

une croissance a 4°C (Tab. 6, page 51).

Le taux de colonisation de ces populations bactériennes de feuilles de C. A315 est de
22,7%.(Tab. 4). C’est la bactérie B2 qui a la fréquence d’isolement la plus élevée, avec
FI = 8%, suivie par la bactérie B4, FI = 5,33% et B1, avec FI = 2,7% tandis que les bactéries
B3, B5, B6, B7 et B8 ont la méme FI basse égale a 1,37%.

[I-C-1-1 DENOMBREMENT DE COLONISATION

Le dénombrement de la colonisation des endophytes bactériennes (Tab. 4) des feuilles
de C. A315 est obtenu selon les équations de PETRINI et ses collaborateurs (1982).

Tableau 4: Dénombrement des bactéries endophytes

Types Nombre Nombre de segment Fréquence FI (%)
d’isolement inoculé

Bl 2 2,7
B2 6 8
B3 1 1,37
B4 4 5,33
B5 1 75 1,37
B6 1 1,37
B7 1 1,37
B8 1 1,37

Total 17 Taux de colonisation (%) 22,7
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II-C-1-2 OBSERVATION MORPHOCULTURALE
Tableau 5: Observations macroscopiques et microscopiques des bactéries

Types Observation macroscopique Observation microscopique
Couleur Contour Aspect Relief Consistance | Transparence Diamétre |Mobilité| Forme | regroupement | Gram | Taille
(mm) pHm
B1 Blanche Rond Rugueux | Semi-bombé | Crémeuse Opaque 2.5 ) Bacille 242 ) L:2
I:1
B2 | Blanchétre Ovale Lisse Semi-bombé | Muqueuse | Transparente 2 O] Coccie Chaine ) 1
Surbaissé
B3 | Blanchéatre Ovale Lisse Bombé Muqueuse | translucide 6 () Coccie Chaine () 0.7
B4 Blanche | Plurilobés | Rugueux Plat Séche Opaque 5 ) Coccie Chaine ) 1
B5 Blanche Ovale Rugueux Plat Crémeuse Opaque 3.5 ) Coccie Grappe () 0.6
B6 | Blanchatre | Déchiqueté | Rugueux Plat Crémeuse Opaque 4 () Coccie Chaine (-) 0.6
B7 | Blanchétre Rond Lisse Semi-bombé | Muqueuse | Transparente 1.7 O] bacille Chaine () [L:2
fluorescente I:1
B8 | Blanchétre Rond Rugueux | Semi-bombé | Muqueuse | Transparente 2 (+) Bacille Isolé (+) | L=25
=1
II-C-1-3 TESTS BIOCHIMIQUES
Tableau 6 : Résultats de tests biochimiques
Types Respiration Catalase | Oxydase | Croissance | Oxydation /Fermentation | Indole | sporulation
a4°C
B1 Aérobie stricte (+) (+) (+) Oxydative (-) ()
B2 Aérobie (+) O] (+) Fermentative ) (+)
anaérobie
facultative
B3 Aérobie stricte (+) (+) (+) Oxydative (-) (+)
B4 Aérabie stricte (+) (+) (+) Oxydative ) (+)
B5 Aérobie stricte (+) (+) (+) Oxydative () (+)
B6 Aérobie (+) O] (+) Fermentative ) (+)
anaérobie
facultative
B7 Aérobie stricte (+) (+) (+) Oxydative () ()
B8 Aérobie stricte (+) (+) (+) Oxydative () (+)
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II-C-1-4 CINETIQUES DE CROISSANCE

Cinétique de croissancedu B1
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Figure 23: Cinétique de croissance des bactéries, B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7 et B8.
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Une courbe de croissance est exprimée en DO=f(t), DO en Mc Farland (McF) ; le
temps en heure (h). Une courbe est constituée par différentes phases dans laquelle on trouve:

e La phase de latence ou phase d’adaptation, notée (a), absente sur toutes les courbes car
la cinétique a été précédée d’une pré-culture de 24 heures.

e La phase d’accélération, notée (b), est présente seulement chez les bactéries B1, B2,
B7 et B8. Dans cette phase, les bactéries commencent a s’adapter dans le milieu et s’y
développe petit-a-petit.

e La phase exponentielle, notée (c), est présente dans toutes les courbes de cinétique.
C’est le moment ou tous les individus bactériens se divisent activement et que la
croissance maximale est atteinte. Le temps de génération (G), est la vitesse de
croissance maximale (Umax) peuvent se calculer dans cette phase.

e Par contre, (¢’) se trouve aussi dans les courbes de cinétiques de croissances des
bactéries B1, B2, B3, B4, B6 et méme (c’’) chez B8. La portion (c’) est aussi une
phase exponentielle qui se produit juste apres une phase stationnaire. Les métabolites
secondaires produits pendants la phase stationnaire sont utilisés comme substrat par
ces bactéries, ce qui explique I’existence de (¢’).

e La phase de décélération, notée (d) et (d’), se produit, au moment ou les substrats
commencent a étre épuisés ce qui ralentit la croissance.

e les métabolites secondaires ainsi que des résidus de substrats toxiques s’accumulent
pendant la phase stationnaire, notée () et (e”). Le milieu n’est plus favorable pour les
bactéries.

e La phase de déclin, (f), se produit aprés (e). Les bactéries sont détruites suite au

phénomene d’autolyse cellulaire.

[I-C-2 LES CHAMPIGNONS ENDOPHYTES

[I-C-2-1 OBSERVATION MACROSCOPIQUE ET
DENOMBREMENT

Quarante colonies (40) de champignons endophytes des feuilles ont été isolées chez
C. sp A315. Des doublons ont été repérés et éliminés apres la caractérisation macroscopique.

Les 40 champignons sont alors regroupés en 21 souches types (Tab 7, page 54).
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Parmi ces 21 souches des champignons endophytes isolées des feuilles de C. A315, le

champignon T17 (apparu aprés 5 jours d’incubation, de couleur grisatre et de diamétre 3 cm

apres 5 jours), est le plus fréquent avec la fréquence d’isolement, FI = 6,67% puis T1 et T2

avec la méme Fl =5,33%.

Le taux de colonisation est de 53,33% pour les champignons endophytes des feuilles

de C. A315 (Table 7). Cette valeur est significative par rapport a celle des endophytes de
Euterpe oleracea (21 a 30%), un palmier du Brésil (RODRIGUES, 1994).

Tableau 7: Observation macroscopique de champignon et dénombrement de leurs colonies

Observation macroscopique Dénombrement de la colonisation
Types Couleur Diamétre Moment Nombre Nombre de | Fréguence
apres 5 d’apparition | d’isolement | segment d’isolement
jours (Cm) (jours) inoculé (%)
Tl Rose 4 4 5,33
blanche
T2 blanche 3 4 5,33
T3 Gris- 6 1 1,33
blanc
T4 Blanche 6 1 1,3
T5 Noir 3 3 2 2,67
T6 blanche 5 1 1,33
T7 Gris- 3 1 1,33
blanc
T8 Rose- 5 2 2,67
blanche
T9 blanche 6 3 [E 4
T10 blanche 3 4 2 2,67
T11 Grisatre 6 1 1,33
T12 Jaunétre 4 3 4
T13 Blanche 3 1 1,33
T14 Grisatre 3 1 1,33
T15 grise 3 2 2,67
T16 blanche 5 5 1 1,33
T17 Griséatre 3 5 6,67
T18 Noire 3 1 1,33
T19 Grise 3 2 2,67
T20 Verdatre 6 1 1,33
T21 Vert-gris 6 11 1 1,33
Total 40 Taux de 53,33%
colonisation
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II-C-2-2 IDENTIFICATION DES CHAMPIGNONS ENDOPHYTES

Les 21 champignons endophytes sont regroupés en 10 genres aprés leur observation
microscopique (Cf. Annexe V). Deux Rhyzoctonia sp (Types 1 et 13), trois Verticillium sp
(Types 2, 7 et 12), un Cladosporum (Type 3), un Colletotrichum sp (Type 4), deux Corticium
(Types 5 et 9), un Gliocladium sp (Type 6), un Botrytis pers (Types 20), cing
Helminthosporum (Type 8, 10, 14, 18 et 16) et deux Penicillium (Types 21 et 22), un
Pillularia Berkh (T15) et deux autres a identifier (Fig. 24).

Cladosporum sp

Verticillium sp Penicillium sp

Pillularia Berkh

Colletotrichum sp

Botrytis Pers

Rhyzoctonia sp
Helminthosporum sp

Figure 24: Champignons endophytes de feuille de C. sp A315 (source auteur)

II-C-3 LES METABOLITES SECONDAIRES

[I-C-3-1 CROISSANCE ET FERMENTATION

Les milieux de culture utilisés permettent la croissance des microorganismes

endophytes. On a constaté que les milieux ajoutés de jus de feuille (NB + jus de feuille pour
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les bactéries et PDB + jus de feuille pour les champignons) sont les meilleurs pour la
croissance de biomasse comparés aux milieux ordinaires (NB et PDB). Cependant, les
milieux NB et PDB ordinaires fournissent une qualité de substance plus élevée et plus
interprétable en CCM. C’est-a-dire que les milieux NB et PDB normaux sont favorables pour

la production des métabolites secondaires que les milieux modifiés.

[I-C-3-2 CHROMATOGRAMMES DES EXTRAITS DE
CHAMPIGNON

Les figures Fig. 25 et 26, montrent les profils chromatographiques des extraits
hydroalcooliques des champignons endophytes des feuilles de C. sp A315.

Di-M  Di-M Di-M
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Figure 25: Chromatogramme des extraits issus de la fermentation fongique a 360 nm
(solvant MFE)
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Figure 26: Chromatogramme des extraits issus de la fermentation fongique a 360 nm
(solvant MFE)
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Les spots a identifier sont nombreux dans le chromatogramme des extraits issus de la
fermentation fongique. Cependant, nous ne disposons que quelques substances de référence. Il
ne nous a pas été possible non plus de les identifier en CCM. Nous nous sommes alors
contentés de déterminer seulement leur présence par rapport a celles présentes dans les

feuilles de caféier.

Parmi les spots attribuables a des substances connues dans les chromatogrammes des
extraits des champignons:

Les spots qui ont des Rf = 0,25 et 0,28, fluorescent gris a 254 nm et bleu clair a 360
nm. lls sont présents dans 1’extrait de feuille de C. A315 ainsi que chez les champignons
endophytes T1 (Rhyzoctonia) et T7 (Verticillium). Ces substances ont la méme fluorescence
que ’AC5Q. Comme le solvant MFE sépare bien les monocaféoylquiniques (COLONNA,
1979). Ces substances pourraient étre les deux monocaféoylquiniques (AC3Q et AC4Q).

L’acide diméthoxycinnamique a une Rf=0,90, est présent chez le C. A315 et T5
(Corticium sp) ainsi que chez T10, T16 (Helminthosporum sp). L’acide o-coumarique,
Rf=0,95, est présent chez C. A315, T1 (Rhyzoctonia sp), T7 et T12 (Verticillium). La

coumarine est présente seulement chez C. sp A315 et T21 et T22 (Penicillium).

Un Corticium sp endophyte, produisant 1’acide diméthoxycinnamique a été isolé
parallelement, chez les feuilles de Coffea A305 par RATSIMBAZAFY, (2011).

Le spot fluorescent vert-jaune a 360 nm, invisible a 254 nm a Rf=0.7, est commun du
genre Helminthosporum car il est observé sur les extraits de T10, T14 et T16 ainsi que chez

Corticium sp (T5).

[I-C-3-3 CHROMATOGRAMMES DES EXTRAITS DES BACTERIES

Le chromatogramme des extraits hydroalcooliques bactériens est observé sous UV, a
la longueur d’onde 254 nm (fig. 27A) et a 360 nm (fig. 27B), page 58.

Les spots de ces profils chromatographiques refletent des substances qui migrent
faiblement (substances polaires), dans le solvant MFE. Car les références frontales plus élevée
est de Rf = 0,61.

57



Résultats et discussion

Due a I’absence des substances de référence, nous ne pouvons pas identifier tous les

métabolites secondaires des bactéries du chromatogramme.

Seule la substance a Rf=0,25, a fluorescence grise a 254 nm et bleu clair & 360 nm,
pourrait étre un monocaféoylquinique (AC3Q ou AC4Q). Cette substance a été identifiée a la

fois chez les bactéries B1 et B6 ainsi que chez les feuilles de C. A315.

La substance qui a une Rf = 0,61, se trouve dans tous les extraits bactériens. Elle est de

couleur gris a 254 nm et bleu clair a 360 nm.

O-co A315 B1 B2 B3 B4 B5 B6
Di-M

Figure 28: Chromatogrammes des extraits de bactéries endophytes de C. A315
a 254 nm (A) et a 360 nm (B)

Nous avons constaté que le solvant MFE (Méthylisobutylcétone-acide formique-eau)
ne sépare pas bien les extraits hydroalcooliques des bactéries. Les substances qui ont de
fluorescence bleu clair a 360 nm sont trop apolaires. Elles migrent faiblement dans ce solvant,
Rf=0,01.
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II-D CONCLUSIONS

Pour la premiére fois, les endophytes ont été étudies sur les feuilles des
Mascarocoffea.

L’isolement des microorganismes endophytes nécessite, non seulement, des
équipements adéquats mais aussi une parfaite maitrise des manipulations microbiologiques.
Les contaminations sont a éviter depuis le prélevement de I’explant a étudier jusqu’a la
conservation des souches. Dans notre cas, 1’explant provient d’une pépiniére en serre
contrélée. Une plantule issue de semences de C. A315 a été choisie et jugée apparemment
saine. La vérification de présence de contaminants (durant la manipulation dés le prélévement
des feuilles jusqu’a la misse en culture) est la plus sévere. Dans ce mémoire, seul 1’isolement
des bactéries et champignons aérobies a été réalisé vu le nombre élevé des types a isoler.

Néanmoins, 1’isolement au maximum des populations endophytes des feuilles a été fructueux.

L’identification des bactéries n’a pu étre totale car on les a beaucoup isolés.
Cependant, I’utilisation de méthodes simples nous a permis de regrouper, 17 bactéries et 40
champignons, respectivement en 8 et 21 types. Chez C. A315 le taux de colonisation des
endophytes bactériennes est de 22,7%. Or, ce taux atteint jusqu’a 53,33% pour la population
des champignons endophytes. Les champignons colonisent probablement mieux les feuilles
de C. A315 que les bactéries.

A titre de comparaison, des études sur Centella asiatica ont révélé un taux de
colonisation qui peut atteindre jusqu'a 78% (RANDRIAMAMPIONONA, 2010). En outres,
les palmiers en Bornéo et en Australie atteint jusqu’a 81 a 89% (FROHLICH et al. 2000). En
revanche, un faible taux de colonisation (21 a 30%) chez Euterpe oleracea, un palmier du
Brésil (RODRIGUES, 1994) a été enregistre. Comparé a ces etudes antérieures, les

champignons endophytes de feuilles de C. sp A315 ont un taux de colonisation moyenne.

La fermentation joue un réle trés important dans la production des métabolites
secondaires des microorganismes. L’extraction de ceux des bactéries est la plus délicate car
elle demande un suivi de la cinétique de croissance (a petite échelle d’abord) (BUCHANAN
1918) dans une condition aseptique. Pour ce faire, nous avons adopté la culture statique

(contrairement a I’infiniment mélangé¢), en discontinue avec des répétitions. La fermentation

59



Conclusions

est stoppée au début de la phase stationnaire pour chaque colonie bactérienne tandis qu’elle

dure 8 semaines pour les champignons.

L’extraction proprement dite des métabolites secondaires des endophytes nécessite
une destruction de la cellule productrice. Le broyage et le passage a 1’ultrason semblent plus
efficaces pour les extraire de la cellule héte. Bien que la production de ces métabolites soit
faible (de I’ordre de 2 mg/L), la chromatographie sur couche mince (CCM) les a détectés. Une
trentaine de ces substances des microorganismes endophytes sont observés en CCM.
Seulement, cing d’entre eux sont identifiés faute de standard, des réactifs pour la révélation
ainsi que des appareilles de criblage chimique tels que HPLC, CPG, spectrophotométre a

balayage et spectre de masse.

L’isolement des microorganismes endophytes parait étre une clef pour les études des
diversités biochimiques d’une plante donnée. Les huit bactéries endophytes isolées, les
champignons T1 (Rhyzoctonia sp) et T7 (Verticillium sp) semblent étre responsables de la
production des monocaféoylquiniques (AC3Q et AC4Q), dans C. sp A315. Les champignons
des feuilles, T5 (Corticium sp), T10 et T16 (Helminthosporum sp), seraient pour ’acide
diméthoxycinnamique et 1’acide o-coumarique, composés phénoliques dites rares dans le
regne végétal, trouvés aussi en grande quantité dans les graines de ce taxon
(RAKOTOMALALA, 1992). La coumarine serait la cinquieme substance des feuilles de
C. A315 synthétisée par T21 et 22 (Penicillium sp).Malheureusement, le mélilotoside n’a pas
été détecté chez les microorganismes endophytes.

Des nouvelles molécules pourraient se trouver (Li et al., 2001) parmi les substances
dont on ne posséde pas les standards. 1l faudra donc mener, encore, une investigation plus loin

sur ces métabolites secondaires d’origine endophytes d’autant pour ceux des feuilles.

Ces endophytes, présents dans les différentes parties de la plante, peuvent se présenter
comme, pathogénes bénins, saprotrophes dans les tissus ou, microorganismes mutualistes. Il
faudra donc conduire d'autres études deétaillées sur l'interaction de taxons d'endophytes bien
identifiés avec des plantes hotes, pour élucider la base fonctionnelle de ces symbioses.
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II-E  CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’objectif principal de ce mémoire est d’approfondir nos connaissances sur les
substances naturelles majeures des feuilles de cing populations de caféiers sauvages ou
Mascarocoffea: C. sp A315, C. sp 311, Coffea andrambovatensis A227, le deux Coffea
ankaranensis A525 et A808 et en comparaison avec deux especes de caféiers cultivés Coffea
arabica et C. canephora. Le témoin Melilotus officinalis a été utilisé pour sa richesse en
mélilotoside (WICHTL et ANTON, 2003). Des comparaisons, sur les métabolites secondaires
extraits de feuille de C. sp A315, et les métabolites secondaires de leurs microorganismes
endophytes (RAJAONARIVELO, 2006) ont été abordées.

Pour atteindre ces objectifs, ces substances ont été extraites a partir des feuilles puis
identifiées, en partie, par chromatographie sur couche mince (CCM). D’un autre c6té, nous
avons isolé les microorganismes endophytes des feuilles de C. A315. Apres la fermentation,
les métabolites secondaires de ces endophytes sont produits. Ces substances sont 6tées de

leurs cellules productrices en utilisant la méthode d’extraction faite sur les feuilles.

Nos résultats ont montré que les feuilles de caféier contiennent diverses substances
communes et particulieres. La «trigonelline » se trouve dans tous les extraits aqueux de
feuilles sauf chez le témoin Melilotus officinalis. « L’acide 5-caféoylquinique » est présent
chez les témoins et a 1’état de traces chez C. A315, C. A311 et C. A808. De méme la caféine

n’est présente que chez C. arabica et C. canephora témoins.

En effet, la substance se trouvant en grande quantité chez le témoin Mélilot, d’une
part, est caractéristique de groupe de C. sp A315 (excepté C. A808). D’autre part elle pourrait
étre le mélilotoside ou acide f-glycosyl-oxy-cinnamique, RAKOTOMALALA (1992).

Les C. A315 et C. A311 se singularisent par la présence en commun d’autres
substances telles que 1’acide 0-coumarique en forte quantité ainsi que la coumarine. C. A311,
C. A227 et C. arabica contiennent en particulier I’acide diméthoxycinnamique. Tandis que le
monocaféoylquinique, un alcaloide dérivé de la caféine, les fractions isochlorogéniques, non
cristallisables (COLONNA, 1979) (dicaféoylquinique) sont caractéristiques de deux Coffea
ankaranensis (C. A808 et C A525). L’acide férulique ainsi qu’une substance qui pourrait étre
un derive de la caféine (méthylxanthine) ou un diterpene glycosidique (selon notre
communication personnelle avec RAKOTOMALALA en 2011) ont éte identifiés

particulierement chez C. A525. En comparaison avec les études qui ont été faites sur les
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graines des Mascarocofffa (RAKOTOMALALA, 1992 ; RALALAMORIA, 1999 et
RAKOTONDRAVAO, 2001), les feuilles semblent étre des bons matériels d’études. Elles

contiennent beaucoup plus de métabolites secondaires intermédiaires (organe de biosynthese).

Nos résultats demontrent aussi que parmi les endophytes isolés, 1’ensemble des huit
bactéries, les champignons T1 (Rhyzoctonia sp) et T7 (Verticillium sp) semble étre
responsables de la production des monocaféoylquiniques (AC3Q et AC4Q), dans le C. A315.
Tandis que les champignons T5 (Corticium sp), T10 et T16 (Helminthosporum sp) seraient
celui de I’acide diméthoxycinnamique et de 1’acide o-coumarique, composés phénoliques
rares (RAKOTOMALALA, 1992). La coumarine est la cinquiéme substance de feuille de
C. A315 via endophytes, qui serait produite par T21 et T22 (Penicillium sp).

Plusieurs autres composés que nous n’avons malheureusement pas pu identifier jouent
certainement un réle important pour la plante, pour ne citer que la résistance manifeste de
A315 et des Mascarocoffea en général aux parasites communs des caféiers comme la rouille
orangée (Hemileia vastatrix), ou les insectes nuisibles comme le tigre du caféier (Dulinus

unicolor) et les borers de tiges et de graines.

La diversité biochimique de ses caféiers sauvages pourrait provenir des associations
diverses avec leurs habitats naturels, par exemple, la relation entre endophytes et métabolites
secondaires d’un taxon, €tablit dans ce travail. En outre, certains acides chlorogéniques
seraient codés par un ou des gene(s) majeur(s) avec allele dominant car la teneur en ces
composés varie considérablement d’une espéce a I'autre (CLIFFORD et al., 1989,
ANTHONY et al., 1993 ; RAKOTOMALALA et al., 1993). Certes, I’expression des génes
pourrait étre reliée au facteur environnement qui intervient de fagon non négligeable,

entrainant méme une sélection locale de ces caféiers.

Les perspectives sont ouvertes vers I’identification et valorisation de ces composes des
feuilles et des endophytes des feuilles des Mascarocoffea. Des activites en tant que principes
actifs, leurs utilisations dans des autres disciplines (médecine, agricultures,
agroalimentaires...etc), sont aussi a prendre en considération. Il faudra conduire d'autres
études détaillées sur I'interaction de taxons d'endophytes bien identifiés avec ses plantes hotes,
pour élucider la base fonctionnelle de I’interaction des plantes-endophytes.
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Représentation simplifiée du métabolisme des phénylpropanoides. Les principaux intermédiaires
métaboliques sont présentés; les étapes enzymatiques seront décrites ultérieurement.

Le premier composé phénylpropane est I'acide t-cinnamigue. |l va conduire a cing autres acides hydroxycinnamigues
{en bleu) qui different par leur degre d’hydroxylation (rouge) et de methoxylation (vert). Les esters de CoA
correspondants (en orange) représentent les intermédiaires activés du métabolisme des phénylpropanoides. Les
fonctions carboxyles estérnifiees peuvent subir deux étapes de réduction conduisant successivement aux fonctions
aldéhydes ([J) puis alcools ([]). Trois de ces composés alcools constituent des précurseurs de la lignine, les unités p-

hydroxyphényle (H), garacyle (G) et syringyle (S).
PAL, phénylalanine ammoniac lyase; CHS, chalcone synthase; S5, stilbéne synthase.
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ANNEXE II LES REACTIFS DE CARREZ

Le réactif de Carrez comprend 2 solutions dont la solution A et la solution B

La solution A est obtenue en dissolvant 21,9 g d’acétate de zinc dihydrate dans de
I’eau contenant 3 g d’acide acétique glacial; on compléte ensuite a 100 ml par de I’eau
distillée.

La solution B est préparée en dissolvant 10,6 g de ferrocyanure de potassium
trihydrate dans 100 ml d’eau distillée

ANNEXES III: REACTIFS DE LA COLORATION DE GRAM

a) Solution de Hucker

Solution A -Crystal violet 2,09
-Ethanol 96° 20g

Solution B -Oxalate d’ammonium 1% 0,89
-Eau déminéralisée 80ml

Le Crystal violet est laissé en contact 3 jours dans 1’éthanol absolu.
M¢élanger les solutions A et B. Stocker 24 heures avant 1’utilisation.
Filtrer sur papier wattmans et conserver dans une bouteille de stockage.

b) Solution du lugol de gram modifié

- lode 19
- Ki 29
- Eau déminéralisé 300ml

Dissoudre I’iode pendant une nuit dans un lieu sombre. On écrase I’iode séche et le KI
dans un mortier jusqu’a ce qu’ils soient en solution. L’eau est ajoutée progressivement. On
place la solution obtenue dans une bouteille sombre et les eaux de lavage sont récupérées par
ringage.

c) Décolorant
Solution d’acétone-éthanol v/v

d) Contre colorant

Solution de stock : - Safranine O 2,59
- Ethanol absolu 100ml
Solution de travail : - Solution de stock :  10ml

- Eau déminéralisé  90ml
Les réactifs de la coloration de Gram doivent étre frais ou conservés moins de 1 an, en
général
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ANNEXE IV: LES MILIEUX DE CULTURES

Dextrose Yeast Peptone Agar (DYPA)
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ANNEXE V: IDENTIFICATION DES CHAMPIGNONS

Rhyzoctonia sp: c’est un champignon asexué, c’est-a-dire les mycéliums sont constitués
uniquement d’hyphes (spores absentes). Il posséde des sclérotes bruns ou noirs de formes
variables, freqguemment petits reliés par des fils de mycélium. Les hyphes sont bruns, avec des
longues cellules septées et forment I'ensemble de branche des hyphes principaux. lls sont
souvent parasites, principalement des racines ou d’autres parties des organes souterraines.

Verticillium sp: les conidiophores minces sont embranches. Les branches sont verticillées (en
spirales) ; les conidies sont ovoides. Les conidies sont diaphanes (transparentes),
unicellulaires et soutenues séparément ou en amas dans de petits faisceaux apicaux. Les
verticillium sp causent souvent la fané de quelques plantes (parasites vasculaires), parasites
d'autres mycetes mais la plupart sont des saprophytes.

Cladosporum sp: les conidiophores sont embranchés difféeremment prés de la portion
supérieure ou centrale, groupés ou en morceau des cloisons séparés. La conidie est sombre,
unicellulaire ou en deux cellules. La conidie a de forme variable, allant de la forme ovoide a
cylindrique, souvent irréguliére. On peut souvent observer quelques parties des hyphes, sous
forme de citron. C’est un parasite de nombreuses plantes ou simplement saprophytes.

Colletotrichum sp: La colonie est sous forme de disque ou comme un coussin, cireux. On les
trouve souvent sous 1’épiderme. Elle est de couleur sombre et dentelée. Les conidiophores
sont simples ou allongés. Les conidies sont transparentes, unicellulaires, ovoides ou
oblongues. C’est un genre parasite ou saprophyte de nombreuses plantes. Ce genre differe de
Gleosporium en ayant des épines qui peuvent étre absentes dans certaines conditions de
culture.

Gliocladium: les conidiophores sont septés. Les parties supérieures soutenant les branches
sont pénicillées. C’est-a-dire, formant une « brosse » compacte comme celle qu’on trouve
chez les Penicillium. Les conidies sont diaphanes (transparentes) ou brillamment colorés dans
la masse. Les conidies sont unicellulaires et produites successivement en apex, se rassemblant
en gouttelettes mucilagineuses. Il est un saprophyte commun dans le sol. Le genre ressemble a
un Penicillium excepté le matériel mucilagineux tenant les masses de spore.

Helminthosporium sp Le mycélium s’évolue de blanc a noire dans la culture. Les
conidiophores s’étendent plus facilement, et sont courts ou longs. Ils sont septés ; simples ou
embranchés. Ils sont plus ou moins irréguliers ou pliés, soutenant des conidies successivement
sur la nouvelle alimentation. Les conidies sont sombres, contenant typiquement plus de 3
cellules. La forme de la conidie peut étre soit cylindrique, soit en ellipse. Elles sont parfois
incurvées ou pliées, avec de I’extrémité arrondie. Ils sont parasites de 1’herbe, entrainant
fréquemment les taches sur les feuilles des gramineées.

Pillularia Berkh. Mycélium non étendu, les jeunes mycéliums sont transparents et devenant
foncés avec l'age (noirs et brillants dans des vieilles cultures), soutenant latéralement
plusieurs conidies. Les conidies secondaires sont diaphanes ou foncées, unicellulaires,
ovoides, produisant d'autres conidies par bourgeonnement. Ils sont saprophytes ou faiblement
parasite qu’on les trouve souvent dans le sol. Leurs variantes ressemblent au candida.

Botrytis Pers, Il est souvent constitué des mycéliums gris, s'élevant rapidement dans la
culture. Les conidiophores longs, minces sont souvent pigmentés, embranchés. Les cellules
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apicales agrandies et arrondies soutiennent des faisceaux des conidies. Les conidies sont
diaphanes (transparentes) ou de couleur de cendre (gris dans la masse). Les conidies sont
unicellulaires, ovoides. Des sclérotes noirs et irréguliers sont fréquemment produits. C’est un
Parasite, entrafnant «les moisissures grise » de beaucoup de plantes, ou simplement
saprophyte.

Penicillium. Les conidiophores résultants du mycélium sont groupés séparément dans le
synnemata. Les conidiophores sont embranchés prés de lI'apex pour former une structure de
balaye. L’ensemble de conidie s’enroule. La terminaison des phyalides pince les conidies sous
forment des chaines. Les conidies sont diaphanes ou brillamment colorées dans les masses,
unicellulaires. Les conidies sont sphériques, et produites par la baside. Un grand nombre
d’especes sont parasites (produisant des putréfactions des piéces charnues), et saprophytiques.
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RESUME

Quelques métabolites secondaires particuliers des feuilles de cing populations de
Mascarocoffea de la série Multiflorae (C. sp A315, C. sp A311, C. andrambovatensis A227) et
C. ankaranensis A525 et A808) ont eté étudiés. Melilotus officinalis ainsi que les deux
caféiers cultivés (C. arabica et C. canephora) sont utilisés comme témoins. Les endophytes
des feuilles de I’espece Coffea sp A315 ont été particulierement analysés. Aprés 1’isolement et
la purification, on induit la production des métabolites secondaires des microorganismes
endophytes par le procédé de la fermentation. L’extraction hydroalcoolique a froid a été
utilisée sur les échantillons vegétaux et sur les produits de fermentation d’origine endophyte.
Les métabolites secondaires ont été analysés par le biais de la CCM qualitative en utilisant des
substances de référence.

Nos résultats ont montré 1’absence de la caféine, la présence de ’acide caféoyl-5-quinique a
I’état de traces ainsi que de la trigonelline dans toutes les feuilles des cing Mascarocoffea. Le
mélilotoside, composé spécifique du témoin M. officinalis est trouvé dans les extraits des
feuilles de toutes les populations étudiées a I’exception de A808. Coffea sp A31l et
C.sp A315 se singularisent par la présence de I’acide o-coumarique et la coumarine.
C. sp A311, C. andrambovatensis A227 et C. arabica semble contenir en commun des derivés
d’acides diméthoxycinnamiques. En revanche, les acides monocaféoylquiniques (AC3Q et
AC4Q), une méthylxanthine non identifiée, un ester de I’acide o-coumarique et certains
dicaféoylquiniques sont caractéristiques de C. ankaranensis A808 et C. A525. L’acide
férulique ainsi qu’une substance inconnue (méthylxanthine ou diterpene glycosidique?) ont
été aussi observé seulement chez C. A525.

Nos résultats démontrent aussi que parmi les microorganismes endophytes isolés des feuilles
de C. A315, les huit bactéries, les champignons T1 (Rhyzoctonia sp) et T7 (Verticillium sp)
semblent étre les responsables de la production des acides monocaféoylquiniques (AC3Q et
AC4Q). Les champignons T5 (Corticiumsp), T10 et T16 (Helminthosporum) sont les
responsables de la production de 1’acide o-coumarique, de dérives de I’acide
diméthoxycinnamique tandis que T21 et T22 (Penicillium) produisent la coumarine, composé
toujours spécifique des feuilles de C. sp A315. Les métabolites secondaires particuliers de
feuilles appartenant au « groupe de C. A315 » peuvent étre qualifiés comme une ceuvre de
leurs propres microorganismes endophytes.

Mots clef: Mascarocoffea, série Multiflorae, groupe de C. sp A315, métabolites secondaires,
endophytes, mélilotoside, acides chlorogéniques, acide o-coumarique, diméthoxycinnamique.
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ABSTRACT

Some secondary metabolites from leaves of five populations of Mascarocoffea belonging to
the “series Multiflorae” (C. sp A315, C. sp A311, C. andrambovatensis A227,
C. ankaranensis A525 and A808) were studied. Melilotus officinalis, Coffea arabica and
C. canephora are used as plant controls. The leaves’ endophytes of Coffea sp A315 were
specially analyzed. The production of secondary metabolites by the leaves’ endophytes was
induced by the fermentation process after their purification.

The secondary metabolites of leaf samples were analyzed by CCM from cold water-alcohol
extracts, with the help of available chemical standards. Our results show the absence of
caffeine and only trace of cafeoyl-5-quinic acid and trigonelline in the leaves of these coffee-
trees. All leaves’ extracts contain melilotoside, main compound of Melilotus officinalis,
except those of A808. Coumarin and o-coumaric acid are peculiar compounds of C. sp A311,
C. sp A311. C. A311, C. A227 and C. arabica contain altogether dimethoxycinnamic acid
derivatives. On the other hand, monocaféoylquinic acids (3ACQ and 4ACQ), an unknown
metylxanthine, other o-coumaric acid and dicaffeoylquinic acids derivatives are characteristic
of C. ankaranensis A808 and A525, will ferulic acid and another unknown compound
(méthylxanthine or diterpenes derivative?) were found in the leaves’ extract of C. A5250nly.
Our results also show that among the isolated micro-organisms endophytes, the eight bacteria,
the fungus T1 (Rhyzoctonia sp) and T7 (Verticillium sp) seem in charge of production of
monocaffeoylquinic acids (3ACQ and 4ACQ); the fungus T5 (Corticium sp), T10 and T16
(Helminthosporum sp) are in charge of the production of dimethoxycinnamic acid and
o-coumaric acid derivative, while coumarin, another peculiar compound of the leaves of
C. sp A315 is synthesized by T21 and T22 (Penicillium). So, it appears that the endophytes
are the main producers of compound found in the leaves’ extract of the “C. sp A315 group”.

Key Words: Mascarocoffea, Multiflorae, C. sp A315 group’s, endophytes, secondary
metabolites, mélilotoside, chlorogenic acid, o-coumaric acid, dimethoxycinnamic.
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